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Résumé

Le testicule assure la production des spermatozoides et la sécrétion de la
testostérone. Chaque fonction est assumée par un compartiment cellulaire distinct:
I’épithélium séminifére et le tissu interstitiel. Le cholestérol, présent dans les deux
compartiments, est un composé indispensable aux membranes cellulaires et un précurseur
essentiel de la testostérone. Dans le compartiment interstitiel, environ 40 % du cholestérol
utilisé¢ pour la production hormonale est importé¢ du sang a partir des lipoprotéines HDL
et/ou LDL. Dans I’épithélium séminifére, la cellule de Sertoli assure le controle et le
maintien de la spermatogenése. Elle a la capacité de synthétiser du cholestérol a partir de
I’acétate in vitro, néanmoins, il n’y a pas d’évidence qu’elle le fait in vivo. De plus il existe,
au niveau des tubules séminiféres, une barriere hémato-testiculaire qui empéche le libre
passage de plusieurs composés sanguins, y compris le cholestérol. Nous avons testé
I’hypothése qu’il existe des moyens d’importation du cholestérol sanguin, mais aussi
I’exportation du cholestérol intra-tissulaire, qui contourneraient cette barriére et qui
contribueraient au maintien du taux intratubulaire du cholestérol compatible avec le bon
déroulement de la spermatogenése. Nous avons comparé les taux de variation de
I’expression de ’ARNm et de la protéine des transporteurs sélectifs de cholestérol SR-BI,
SR-BII, CD36 et ABCA1 aux taux de variation du cholestérol libre et estérifié au cours de
la spermatogenese chez les souris normales durant le développement postnatal. Afin de
mieux apprécier le niveau d’implication de chacun de ces récepteurs, nous avons examiné
comment la suppression du géne d’une enzyme comme la lypase hormono-sensible (HSL)

ou de celui d’un transporteur de cholestérol comme SR-BI, CD36 ou NPCI1 ¢était
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compensée et comment cette suppression affectait le taux de cholestérol libre et estérifi¢
dans chacun des deux compartiments cellulaires du testicule. Nous avons dans un premier
temps mis au point une nouvelle technique d’isolation des testicules en fraction enrichie en
tissu interstitiel (ITf) et en tubules séminiferes (STf) qui a I’avantage de mieux préserver
I’intégrité¢ des formes phosphorylées et glycosylées des protéines comparée aux techniques
préexistantes. Les résultats de nos analyses ont montré que 1’expression de SR-BI et CD36
¢taient maximales dans les ITf au moment ou les souris ont complété leur maturité sexuelle
et ou le niveau de synthése de la testostérone était maximal. Dans les tubules séminiferes,
I’expression maximale de SR-BI et le taux le plus ¢levé de cholestérol estérifié¢ étaient
mesurés de fagon concomitante a 35 jours apres la naissance, au moment ou la premiére
vague de D’activité spermatogénétique était complétée. L’expression de ’ABCA1 était
maximale au moment ou le taux de cholestérol était élevé et minimale au moment ou le
taux de cholestérol était le plus bas, alors que le niveau d’expression de CD36 ¢était
maximal chez I’adulte au moment ou le taux de spermiation était le plus élevé.
L’expression de SR-BII variait peu dans les deux compartiments cellulaires durant le
développement. La suppression génétique de la HSL et de NPC1, qui cause une infertilité
chez les souris males, était accompagnée d’une accumulation de cholestérol libre et
estérifi¢ dans les tubules séminiféres. Par contre, la suppression génétique de SR-BI et
CD36, qui ne causent pas d’infertilité¢ chez les souris males était sans impact significatif sur
le taux de cholestérol intratubulaire. Nous avons montré que 1’invalidation génétique d’un
transporteur sélectif ou d’une enzyme du métabolisme du cholestérol était accompagnée

d’un ensemble de mécanismes de compensation visant a maintenir le taux de cholestérol



libre aux niveaux semblables a ceux mesurés dans les fractions tissulaires de souris
normales. Ensemble, nos résultats ont montré que 1’expression des transporteurs sélectifs de
cholestérol SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCAI variait en fonction de la spermatogenése et du
taux intratesticulaire du cholestérol suggérant leur contribution au maintien de

I’homéostasie du cholestérol intratesticulaire.

Mots-clés : Cholestérol, transporteurs sélectifs de cholestérol, tubules séminiféres, tissu
interstitiel, spermatogeneése, souris normale, souris génétiquement déficiente, vison

orchitique.
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Abstract

The testis is made up of loops of convoluted seminiferous tubules surrounded by
interstitial tissue composed of loose connective tissue containing Leydig cells that secrete
testosterone into the bloodstream. The seminiferous tubules are lined with a stratified
epithelium containing germ cells at various stages of development and the supporting
Sertoli cells. Cholesterol is present in both compartments and is crucial for the development
of germ cells, the fertility of spermatozoa as well as for testosterone production. In the
interstitial compartment, approximately 40 % of the cholesterol used for the hormonal
production is imported from blood lipoproteins HDL and LDL. In the seminiferous
epithelium, Sertoli cells plays key role in the development and maintenance of
spermatogenesis. Sertoli cells have the capacity to synthesize cholesterol from acetate in
vitro, however, there is no evidence that they do so in vivo. In addition, there is a blood-
testis barrier within the seminiferous tubules that prevents the free passage of several blood
compounds including cholesterol. We tested the hypothesis that there are ways of blood
cholesterol uptake, but also the intratubular cholesterol efflux that by-pass this barrier and
contribute to the cholesterol homeostasis within the tubules. We compared expression
patterns of the mRNA and proteins for selective cholesterol transporters SR-BI, SR-BII,
CD36 and ABCA1 with those of free and esterified cholesterol during the spermatogenesis
in normal mice during the postnatal development. To better appreciate the level of
involvement of each receptor, we examined the effect of the deletion of the genes for an
enzyme (HSL) or for cholesterol transporters (SR-BI, CD36 or NPC1) on the rate of free

and esterified cholesterol in both compartments of the testis. At first, we worked out a new
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technique to separate the testes into interstitial tissue- (ITf) and seminiferous tubule-
enriched fractions (STT) that has the advantage of allowing a more faithful detection of the
phosphorylated and glycosylated forms of the proteins compared to existing techniques.
Our results showed that the expression of SR-BI and CD36 was maximum in the ITf when
mice completed their sexual maturity and reached the peak level of testosterone synthesis.
In the seminiferous tubule-enriched fractions, the maximum level of SR-BI expression
coincided with the highest level of esterified cholesterol during the development at 35 days,
as the first wave of the spermatogenetic activity was completed. ABCA1 reached the
highest expression level when cholesterol was high and reached the lowest when
cholesterol was at its minimum, while the level of CD36 expression was maximal in the
adult tubules as the rate of spermiation was the highest. The knockout of the HSL and
NPC1, which renders the male mice infertile, was accompanied by the accumulation of free
and esterified cholesterol in the seminiferous tubules. On the other hand, the knockout of
SR-BI and CD36, linkes to infertility, did not affect the rate of intratubular cholesterol.
Here we showed that genetic withdrawal of a cholesterol transporter or of an enzyme
involved in cholesterol metabolism was compensated by other transporters or enzymes in
order to maintain the level of free cholesterol similar to those measured in the tissue-
enriched fractions of wild-type mice. Together, our results showed that the expression of
the selective cholesterol transporters SR-BI, SR-BII, CD36 and ABCA1 varied according
to the spermatogenesis and intratesticular cholesterol rate, thus suggesting their

contribution to the preservation of the intratesticular cholesterol homeostasis.
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ARNm: Acide ribonucléique messager

d: Jour



l. INTRODUCTION

Le testicule assure la production des spermatozoides et la sécrétion de la
testostérone. Chaque fonction est assumée par un compartiment cellulaire distinct:
I’épithélium séminifére et le tissu interstitiel. Le cholestérol, présent dans les deux
compartiments, est un composé indispensable a toutes les cellules vivantes et un précurseur
essentiel des androgenes (Eik-Nes, 1971). Environ 60 % du cholestérol utilisé pour la
production hormonale est synthétisé de novo par les cellules de Leydig (Morris et Chaikoff,
1959). Le reste est importé du sang (Morris et Chaikoff, 1959) a partir des lipoprotéines
LDL et HDL (Gwynne et Strauss, 1982; Benahmed et coll., 1983). Dans 1’épithélium
séminifeére, la cellule de Sertoli a la capacité de synthétiser du cholestérol a partir de
I’acétate in vitro (Wiebe et Tilbe, 1979), néanmoins, il n’y a pas d’évidence qu’elle le fasse
in vivo. L’épithélium séminifére dispose d’autres sources de cholestérol. En effet, la cellule
de Sertoli phagocyte les cellules germinales en apoptose (Chemes, 1986) et les corps
résiduels issus de la spermiation (Clermont et coll., 1987) dont elle récupére le contenu en
cholestérol (Schéma 1). Plusieurs études ont rapporté que les variations du taux de
cholestérol dans les tubules séminiféres sont reliées aux variations de 1’activité
spermatogénétique et 1’arrét naturel ou pathologique de la spermatogenése entraine une
accumulation du cholestérol intratubulaire (Lofts et Boswell, 1960). Durant 1’activité
spermatogénétique, le départ cyclique de millions de spermatozoides dont les membranes
contiennent une quantité importante du cholestérol tubulaire (Pelletier et Friend, 1986)
contribue a baisser le taux de cholestérol dans les tubules. Les cellules de Sertoli perdent

également du cholestérol par efflux parce que la suppression du géne d’ABCAI1 est



accompagnée d’une accumulation de cholestérol dans les tubules (Selva et coll., 2004).
L’absence de syntheése endogeéne de cholestérol dans les cellules de Sertoli et le fait que
I’épithélium échappe du cholestérol par efflux et le départ cyclique des spermatozoides
suggerent que les tubules séminifeéres dépendraient du cholestérol de sources exogenes.
L’entrée libre de plusieurs ¢léments du sang dont le cholestérol, dans le tubule est bloquée
par la barriére hémato-testiculaire (Setchell, 1967; Pelletier et Byers, 1992). Cela suppose
donc qu’il existe des moyens d’importation, mais aussi d’efflux, du cholestérol qui
contourneraient cette barriere.

Quelques études ont abord¢ la question de 1’origine du cholestérol dans les tubules
séminiféres. Cependant, celles-ci furent réalisées sur des cultures de cellules de Sertoli de
rongeurs pré-puberes (Fofana et coll., 1996; Fofana et coll., 2000) ou sur des extraits de
testicules entiers (Benahmed et coll., 1983; Bravo et coll., 1994). Les cellules de Sertoli
pré-pubéres n’étant pas commises ne sauraient étre représentatives du comportement de
cellules matures. De méme, les résultats basés sur des extraits de testicules entiers ne
rendent pas compte de la contribution de chaque compartiment au métabolisme du
cholestérol testiculaire. C’est pourquoi dans notre étude, nous avons adopté une approche in
vivo en réalisant toutes nos expériences sur des fractions enrichies en tissu interstitiel et en

tubules séminifeéres.



Spermatide
mature

,
ABCA1l SR-BI, SR-BII, CD36

Cholestérol sérique

Schéma 1: Schéma récapitulatif de I’homéostasie du cholestérol dans I’épithélium
séminifere.
CL: cholestérol libre, CE: cholestérol estérifié, CR: corps résiduel, Lys:
lysosome, CEase ac.: cholestérol ester hydrolase acide, ag: acide gras; 1: recyclage du
cholestérol contenu dans les corps résiduels et de cellules germinales en apoptose; 2:

synthése de cholestérol de novo a partir de I’acétate; 3: importation du cholestérol a partir

du sang via les transporteurs sélectif.



2. REVUE DE LA LITTERATURE

2.1 La structure du testicule

Le testicule est formé de deux compartiments cellulaires: un compartiment

interstitiel fait de tissu conjonctif richement vascularisé et un compartiment tubulaire

tapissé d’un épithélium séminifére. Les spermatozoides sont produits dans 1’épithélium

séminifére a partir des spermatogonies et le tissu interstitiel contient les cellules de Leydig

qui produisent la testostérone.
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Schéma 2: Structure du testicule

Structure schématique montrant le testicule en coupe sagittale (a) et les tubules

séminiferes en coune transversale (b) (Wilson. 1978).



2.1.1 La barriére hémato-testiculaire et la compartimentalisation de
I’épithélium séminifére

Chaque cellule de Sertoli est reliée aux cellules de Sertoli adjacentes par des
jonctions occlusives qui délimitent deux compartiments (Schéma 3): 1) un compartiment
basal qui contient les spermatogonies et les spermatocytes jusqu'au stade préleptoténe et 2)
un compartiment adlumenal qui contient les spermatocytes, les spermatides et les
spermatozoides (Dym et Fawcett, 1970; Pelletier et Byers, 1992). La présence d'une
barricre hémato-testiculaire délimitant deux compartiments empéche la fuite de
spermatozoides intratubulaires vers la circulation systémique et lymphatique. Cette notion
est importante, car le systéme immunitaire ne tolére pas les antigénes des spermatozoides et
peut alors développer des anticorps anti-spermatozoides pouvant aboutir a la stérilit¢ (Tung

et coll., 1981).

2.1.2 Le tissu interstitiel

Le tissu interstitiel contient des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs, des
fibroblastes, des macrophages et des cellules de Leydig. Les macrophages sont nombreux
dans le testicule de rat (Niemi et coll., 1986) et de souris (Hume et coll., 1984) et
représentent approximativement 20% du nombre total des cellules du tissu interstitiel. Les
cellules de Leydig sont responsables de la production de la testostérone (Hall et coll.,
1969). Elles contiennent beaucoup de gouttelettes lipidiques (Christensen et Fawcett, 1966)

et établissent des contacts étroits avec les macrophages (Hutson, 1992).
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Schéma 3: Schéma de I’épithélium séminifére

Schéma de 1’épithélium séminifére montrant la relation entre les cellules de Sertoli (SC) et
les cellules germinales a différents stades de leur développement: Les spermatogonies type A foncés
(Ad) et pales (Ap) et type B sont en deca de la barriére hémato-testiculaire formée de complexes de
jonctions (JC). Les spermatocytes pachyténes (P), les spermatides rondes (ES) et allongées (LS) sont
au dela de la barriere hémato-testiculaire. Le tissu interstitiel contient les cellules de Leydig (LC).

Modifié de (Clermont, 1963)



2.1.3 L’épithélium séminifére

Il existe deux types de cellules dans I’épithélium séminifére: les cellules

germinales et les cellules somatiques de Sertoli.

2.1.3.1 La cellule de Sertoli

La cellule de Sertoli est en contact avec les cellules germinales et elle est la seule a
s’étendre de la base a I’apex de I’épithélium séminifere (Schéma 3). Durant la période
feetale, la prolifération des cellules de Sertoli croit rapidement et atteint son pic juste avant
la naissance (Orth, 1982). Apres la naissance, leur prolifération diminue progressivement et
s’arréte vers le 12° jour chez la souris (Kluin et coll., 1984) et entre les 14° et 21° jours chez
le rat (Orth, 1982). Les cellules de Sertoli adjacentes sont unies par des jonctions
adhérentes (Russell, 1977), lacunaires (Pelletier et Byers, 1992; Pelletier, 1995) et
occlusives (Pelletier et Byers, 1992). Chez l'adulte, certaines fonctions de la cellule de
Sertoli sont contrdlées par des hormones hypophysaires dont 1’hormone folliculo-
stimulante (FSH) (Steinberger et coll., 1978; Heckert et Griswold, 1991) et par la
testostérone (Mills, 1990). Les cellules de Sertoli synthétisent environ 200 protéines
différentes associées a la fonction de la reproduction dont I’inhibine (rétrocontrole de la
FSH), I’androgen binding protein (ABP, transport des androgenes), le Stem Cell Factor

(SCF, facteur de migration des gonocytes) (Griswold, 1988).

2.1.3.2  Les cellules germinales

La spermatogenése est le processus biologique par lequel les cellules germinales

diploides se différencient en cellules haploides, les spermatozoides. La séquence



d’apparition des cellules germinales de plus en plus matures dans 1’épithélium séminifére
durant ce processus est classiquement la méme chez tous les mammiferes (Clermont, 1972).
Chez la souris, seuls les gonocytes, les spermatogonies type A et les cellules de Sertoli sont
présents dans les tubules au 3° jour aprés la naissance (Kluin et coll., 1982). Au 5° jour, les
spermatogonies type B s’y ajoutent, et aux environs du 7° jour les premiers spermatocytes
primaires font leur apparition (Kluin et coll., 1982). Les tubules augmentent de diamétre et
les associations de cellules germinales, caractéristiques du testicule adulte, commencent a
apparaitre graduellement. Les spermatocytes secondaires et les spermatides rondes
apparaissent en nombre croissant entre les 18° et 20° jours respectivement, et au 27° jour,
les premiéres spermatides allongées sont observées. La spermatogenése est compléte au 35°
jour aprés la naissance (Kluin et coll., 1982) (Schéma 4). Dans le testicule adulte, les
cellules germinales existent en complexes associations classifiées en «stades du cycle» sur
la base du stade de différentiation des spermatides (Leblond et Clermont, 1952; Oakberg,
1956). Trois phases différentes peuvent étre distinguées durant la spermatogenése: (a) la
phase de prolifération cellulaire par mitose, (b) par méiose et (c) la spermiogénéese (Leblond
et Clermont, 1952; Oakberg, 1956), associées respectivement aux spermatogonies, aux
spermatocytes et aux spermatides (Schéma 4). L’apoptose a lieu surtout au moment de la

prolifération (spermatogonies) et de la méiose (spermatocytes) (Blanco-Rodriguez, 1998).
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Schéma 4: Structures morphologiques de cellules germinales caractéristiques des phases de

la spermatogenése chez la souris

Le Schéma met en relief le volume relatif et les caractéristiques morphologiques des
cellules germinales a chacun des stades de I’épithélium séminifére. Les trois phases de la
spermatogenese sont également indiquées. jpp : jours post-partum. Modifié de (Bellve et

coll., 1977)
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2.2 Le role du cholestérol dans le testicule

2.2.1 Le tissu interstitiel

Le cholestérol est le précurseur majeur de la biosynthése des hormones
stéroidiennes dans le testicule, ’ovaire et le cortex surrénal (Eik-Nes, 1971).
L’administration de I’hormone lutéinisante (LH) augmente la stéroidogénese et baisse la
réserve en cholestérol dans le testicule (Hall et coll., 1969; Bartke, 1971a). Le cholestérol
libre et estérifié¢ ont des localisations intracellulaires différentes et répondent différemment
a la stimulation hormonale dans le testicule (Pokel et coll., 1972). L’administration de LH
provoque la baisse du taux de cholestérol estérifié contenu dans les gouttelettes lipidiques
alors que la suppression de la LH en entraine 1’accumulation (Pokel et coll., 1972). Par
contre 1’effet du méme traitement hormonal sur le taux de cholestérol libre est plus difficile
a évaluer (Pokel et coll., 1972). La transformation du cholestérol estérifié en stéroide
nécessite son hydrolyse préalable en acide gras et en cholestérol libre. Le cholestérol libre
peut diffuser a travers les membranes cellulaires et s’équilibrer rapidement avec le
cholestérol libre intracellulaire (Goodman, 1965). Cette dynamique de flux explique
I’absence de variation du taux de cholestérol libre interstitiel dans diverses conditions

expérimentales (Aoki et Massa, 1975).

2.2.2 Le tubule séminifére

Les cellules de Sertoli sont incapables de synthétiser des androgenes (Gregory et
DePhilip, 1998) et n’utilisent pas le cholestérol a cette fin. Ces cellules peuvent synthétiser

des cestrogénes a partir de la testostérone mais pas a partir du cholestérol (Dorrington et
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coll.,, 1978; Carreau et coll., 2002). Le cholestérol est indispensable a la fluidité des
membranes, par conséquent a la survie de toutes les cellules. Les tubules séminiféres
contiennent seulement 6,6% du cholestérol testiculaire total (Ichihara, 1969). Cependant, le
maintien de cette fraction est indispensable au déroulement de la spermatogenése. Le
cholestérol intratubulaire augmente lorsque la spermatogenése est naturellement ou
pathologiquement arrétée. Par exemple durant la période de régression saisonniére du
testicule chez les amphibiens et les reptiles (Lofts et Boswell, 1960), le vison (Onstad,
1967; Kabbaj et coll,, 2003; Akpovi et coll., 2006) et durant I’orchite autoimmune
spontanée chez le vison (Akpovi et coll., 2006) ou chez la souris présentant le syndrome de

féminisation testiculaire (Chung et Hamilton, 1975).

223 Le spermatozoide

Chez la plupart des especes, le cholestérol est le plus abondant des stérols dans le
spermatozoide éjaculé en comparaison avec le desmostérol (précurseur intermédiaire de
cholestérol), le cholesta-7,24-dien-3b-ol, le sulfate de desmostérol, le sulfate de cholestérol,
et les esters de cholestérol qui sont en quantité réduite (Nikolopoulou et coll., 1985;
Agrawal et coll., 1988; Awano et coll., 1989). Dans les cellules somatiques, 1’essentiel du
cholestérol libre est contenu dans la membrane plasmique (Yeagle, 1985). Dans les
spermatozoides, le ratio cholestérol/phospholipides (C/PL) est plus ¢levé dans la membrane
plasmique que dans les membranes de I’acrosome (Parks et coll., 1987). Cependant, la
concentration en cholestérol de la membrane plasmique des spermatozoides varie d’une

espece a une autre. Le ratio C/PL mesuré dans la fraction de membrane de spermatozoides
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est de 0,20 chez le sanglier (Parks et Lynch, 1992); 0,36 chez I’étalon (Parks et Lynch,
1992); 0,40 chez le bovin (Parks et coll., 1987); 0,43 chez le bélier (Parks et Hammerstedt,
1985) et 0,83 chez ’homme (Mack et coll., 1986). Le spermatozoide est capable de
synthétiser du cholestérol in vitro a partir de 1’acétate mais en quantité limitée
(Gunasegaram et coll.,, 1995). Il est généralement reconnu que les spermatozoides
acquicrent du cholestérol de leur environnement (Parks et Hammerstedt, 1985; Rana et
coll., 1991). Chez le bouc et le bélier, la membrane plasmique des spermatozoides
acquirent du cholestérol durant leur transit épididymaire (Parks et Hammerstedt, 1985;
Rana et coll., 1991), mais elle en perd chez le cheval (Hall et coll., 1991; Lopez et de
Souza, 1991) et n’est pas affectée chez le sanglier (Nikolopoulou et coll., 1985). Le taux
¢levé de cholestérol contenu dans la membrane plasmique du spermatozoide diminue la

fluidité membranaire et empéche la capacitation (Yanagimachi, 1994; Cross, 1998).

2.3 Le métabolisme du cholestérol dans le testicule

Dans le testicule, le taux du cholestérol estérifi¢ chute a la fin du développement
postnatal chez la souris (Bartke, 1971a) et le vison (Akpovi et coll., 2006). D’une facon
générale, les cellules obtiennent le cholestérol nécessaire a leur fonctionnement par la
synthése de novo ou par son importation a partir des lipoprotéines du sang. L’exces de
cholestérol intracellulaire est estérifi¢é et mis en réserve sous forme de gouttelettes
lipidiques (Goodman, 1965) ou exporté et transporté¢ au foie par transport inverse du

cholestérol (Franceschini et coll., 1991). Les facteurs de régulation cellulaire du
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métabolisme du cholestérol peuvent étre regroupés en facteurs enzymatiques et non

enzymatiques (Schéma 5).
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Schéma 5: Résumé schématique des facteurs impliqués dans le métabolisme du

cholestérol dans le testicule

CL : cholestérol libre. CE : cholestérol ester.
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2.3.1 Facteurs enzymatiques

2.3.1.1 La synthése de cholestérol: HMG-CoA réductase

Toutes les cellules peuvent synthétiser le cholestérol de novo (Dietschy et Turley,
2002). Tous les tissus, a part le foie, synthétisent collectivement autant de cholestérol que le
foie lui-méme (Dietschy et coll., 1993). La biosynthése du cholestérol nécessite les actions
combinées de plusieurs enzymes. Le complexe de protéines «Sterol Regulatory Element
Binding Proteins» / «SREBP cleavage activating protease» (SREBP/SCAP), localisé dans
la membrane du réticulum endoplasmique, contrdle I’expression de plusieurs génes
impliqués dans la biosyntheése du cholestérol (Horton et coll., 2002). Lorsque le niveau
intracellulaire de cholestérol baisse, SCAP achemine SREBP vers 1’appareil de Golgi ou il
sera clivé par deux enzymes S1P et S2P puis transformé en facteur de transcription (Brown
et Goldstein, 1997; Horton et coll., 2002). SREBP est une famille de protéines qui regroupe
SREPB1a, SREPB1c, SREPB2 (Brown et Goldstein, 1999; Osborne, 2000) et SREPB2gc
qui est exprimé exclusivement dans les cellules germinales males (Wang et coll., 2002).
Une fois activé, le SREBP est transloqué au noyau ou il active la transcription de I'hydroxy-
méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA réductase) et celle de plusieurs autres
enzymes impliquées dans la synthése du cholestérol comme la HMG-CoA synthase, la
farnesyl diphosphate synthase, et la squalene synthase (Osborne, 1995; Ericsson et coll.,
1996). De plus, les SREBPs controlent I’expression de génes impliqués dans le transport de
cholestérol tels que le récepteur de LDL, SR-BI/SR-BII et ABCA1 (Repa et coll., 2000) et
dans la synthése des acides gras tels que 1’acétyl-CoA carboxylase, les acides gras

synthases, la stéaroyl CoA désaturase-1, et la lipoprotéine lipase (Kim et Spiegelman, 1996;
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Lopez et coll., 1996). La HMG-CoA réductase catalyse la réduction de la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) en mévalonate, étape limitante de la synthése du
cholestérol et des isoprénoides (Goldstein et Brown, 1990). L expression et 1’activité de la
HMG-CoA réductase sont controlées par un complexe régulateur multivalent qui est régulé
par les produits du métabolisme du mévalonate (Brown et Goldstein, 1980). Ceci implique,
en autre, I'ubiquitination stérol-dépendante de la HMG-CoA réductase (Ravid et coll.,
2000) suivie de sa dégradation (Sever et coll., 2003). Trois formes d’ARNm de la HMG-
CoA réductase ont été rapportées dans le testicule dont deux sont spécifiques (4.0 — 4.2-kb)
a lorgane et une autre (4.8-kb) est ubiquiste (Ness et Nazian, 1992). Toutefois, seule
I’expression de la forme ubiquiste a été corrélée avec ’activité enzymatique de la HMG-
CoA réductase dans le testicule (Ness et Nazian, 1992). La HMG-CoA réductase joue un
role fondamental dans le testicule parce qu’environ 60% du cholestérol utilisé¢ dans le tissu
interstitiel provient de la synthése de novo (Morris et Chaikoff, 1959). Le cholestérol
synthétisé par la cellule de Leydig est rapidement converti en testostérone lorsque celle-ci
est stimulée par 1’hormone gonadotrophine chorionique humaine (hCG) (Hou et coll.,
1990). 11 a ét¢ démontré que I’inhibition de la HMG-CoA réductase dans la cellule de
Leydig par la pravastatine cause une baisse de la synthése de la testostérone et du pool de
cholestérol estérifi¢ (van Vliet et coll., 1995). L’activité enzymatique de la HMG-CoA
réductase est élevée dans les pachyténes mais faible dans les spermatides (Potter et coll.,

1981).



16

2.3.1.2 L’estérification du cholestérol libre: ACATI1 et ACAT2

L’acyl-coenzyme A: cholestérol acyltransférase type 1 (ACATI) et type 2
(ACAT?2) assurent 1’estérification du cholestérol intracellulaire (Goodman, 1965). Dans le
foie et I’intestin gréle, le cholestérol estérifi¢é est incorporé aux apolipoprotéines avant
d’étre sécrété dans la circulation sous forme de VLDL et de chylomicron (Hamilton, 1972;
Havel, 1977). Les lipoprotéines circulantes sont captées par les cellules et leur contenu en
cholestérol estérifi¢ est hydrolysé en cholestérol libre pour étre utilisé (Glass et coll., 1983).
Au besoin, le cholestérol libre peut étre ré-estérifié dans la cellule par ’ACATI puis
accumulé dans les gouttelettes lipidiques (Meiner et coll., 1997). L’ACATI1 et ’ACAT2
ont une distribution tissulaire différente. L’ACATI1 est ubiquiste et son expression est
¢levée dans D’intestin gréle, le foie et les tissus stéroidogéniques y compris le testicule
(Chang et coll., 1997; Meiner et coll.,, 1997; Sakashita et coll., 2000). Par contre,
I’expression de I’ACAT?2 est restreinte au foie et a ’intestin gréle ou elle assure 1’essentiel
de I’estérification du cholestérol (Buhman et coll., 2000; Wilcox et coll., 2001; Repa et
coll., 2004). Dans les tissus stéroidogéniques, c’est ’ACATI1 qui assure cette fonction
(Tavani et coll., 1982; Veldhuis et coll., 1985). L’invalidation génétique de I’ ACATI ou de
I’ACAT2 n’a pas d’impact rapporté sur la reproduction féminine et masculine (Accad et
coll., 2000; Buhman et coll., 2000; Repa et coll., 2004). L’invalidation du géne d’ACAT1
abolit I’activité d’estérification de cholestérol dans le testicule (Yagyu et coll., 2000), ce qui

souléve la question de savoir si ’ACAT?2 est active dans le testicule.



17

2.3.1.3 L’hydrolyse du cholestérol estérifié: HSL

La lipase hormono-sensible (hormone-sensitive lipase (HSL)) est une enzyme
multifonctionnelle qui catalyse 1’hydrolyse des tri-, di- et mono-acylglycérols, dans le tissu
adipeux et d’esters de cholestérol et de rétinol dans la glande surrénale, les gonades et les
macrophages (Yeaman, 1990; Kraemer et Shen, 2002). C’est une hydrolase neutre
intracellulaire dont le role dans la stéroidogénese a été largement étudié dans la glande
surrénale et I’ovaire (Yeaman, 1990; Kraemer et coll., 1991; Hui, 1996). La HSL (protéine
et ARNm) est exprimée dans les spermatides, les spermatozoides, la cellule de Sertoli et les
macrophages testiculaires (Kraemer et coll., 1993; Holst et coll., 1994; Kabbaj et coll.,
2003) mais absente dans les cellules de Leydig (Holst et coll., 1994; Kabbaj et coll., 2003).
Le taux sanguin de testostérone n’est pas altéré chez la souris HSL-/- (Holst et coll., 1994;
Holst et coll., 1996).

Les travaux réalisés sur des souris HSL-/- ont montré que les males homozygotes
¢taient stériles (Osuga et coll., 2000; Chung et coll., 2001) a cause d’une oligospermie et
les tubules séminiféres montraient une accumulation d’ester de cholestérol (Vallet-
Erdtmann et coll., 2004). La stérilité consécutive a la suppression du géne d’HSL chez le
male était due a 1’absence d’une isoforme spécifique au testicule (HSL,) (Vallet-Erdtmann
et coll., 2004). Cette isoforme est exprimée seulement dans les cellules germinales post-

méiotiques mais absente des cellules de Sertoli (Vallet-Erdtmann et coll., 2004).

2.3.2 Facteurs non enzymatiques du métabolisme du cholestérol: les

transporteurs de cholestérol
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2.3.2.1 Les transporteurs intracellulaires

Plus de 85% du cholestérol cellulaire est localisé dans la membrane plasmique
(Yeagle, 1985; Schroeder et coll., 1990), ce qui représente 35 - 45% des lipides contenus
dans la membrane plasmique (Kaplan et Simoni, 1985). Le réticulum endoplasmique ou le
cholestérol est synthétisé contient trés peu de cholestérol libre (Lange et Steck, 1997) parce
qu’il est transporté aussitot aprés synthése vers d’autres organelles ou estérifié et mis en
réserve (Zambrano et coll., 1975). Le cholestérol importé a partir des lipoprotéines
contribue aussi a son pool intracellulaire (Benahmed et coll., 1983a; Brown et Goldstein,
1986).

Le cholestérol est acheminé d’un compartiment cellulaire a un autre par transport
vésiculaire et non vésiculaire (Liscum et Underwood, 1995; Lange et Steck, 1996). Le
transport vésiculaire nécessite le cytosquelette et de 1’énergie sous forme d’ATP alors que
le transport non vésiculaire est assuré par des protéines solubles telles que le « sterol carrier
protein 2 » (SCP-2) (Puglielli et coll., 1995), la cavéoline-1 (Liu et coll., 2002) et le

Niemann-Pick type C (NPC) (Garver et coll., 2002).

2.3.2.1.1 Caveéoline-1 et SCP-2

La cavéoline-1 est une protéine membranaire des cavéoles ou microdomaines
membranaires riches en cholestérol (Maxfield et Wustner, 2002). La cavéoline-2 est
généralement co-exprimée avec la cavéoline-1 avec laquelle elle peut former des
hétérodimeéres, alors que la cavéoline-3 remplace la cavéoline-1 dans les cellules du muscle
stri¢ (Liu et coll., 2002). L’expression (ARNm et protéine) de la cavéoline-1 a été rapportée

dans les cellules germinales en développement et dans les spermatozoides (Travis et coll.,
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2001) mais pas dans la cellule de Sertoli (Evans et coll., 2003). Inversement, SCP-2 est
exprimé dans la cellule de Sertoli mais pas dans les cellules germinales (van Haren et coll.,
1992). Travis et coll. (2001) ont rapporté que la cavéoline-1 contribue a la formation de
I’acrosome dans les cellules germinales. La cavéoline-1 interagit également avec la protéine
SCP-2 (Zhou et coll., 2004) durant le transport du cholestérol libre du réticulum
endoplasmique vers la membrane plasmique (Puglielli et coll., 1995). Dans la cellule de
Leydig, SCP-2 transporte le cholestérol du cytosol vers la mitochondrie (van Noort et coll.,

1988) et les peroxysomes (Mendis-Handagama et coll., 1992).

2.3.2.1.2Niemann-Pick type C (NPC)

L’endocytose de particules de LDL du sang aboutit a 1’hydrolyse acide
intralysosomiale du cholestérol estérifi¢ puis a la libération du cholestérol libre dans les
endosomes (Beglova et Blacklow, 2005). Le transport du cholestérol ainsi généré vers
d’autres organelles cellulaires dépend de deux protéines: le Niemann-Pick type C1 (NPC1)
et type C2 (NPC2). Ces protéines ont €été ainsi nommées parce que ce sont les protéines
dont la mutation est & 1’origine de la maladie nommée Niemann-Pick type C (Vanier et
coll., 1991; Chang et coll., 2005). Le NPCl est une protéine a 13 domaines
transmembranaires (Davies et loannou, 2000) associée a la membrane des endosomes
tardifs (Garver et coll., 2000) tandis que le NPC2 est une protéine soluble, glycosylée et
localisée dans la lumiére des endosomes tardifs. Ces deux protéines se lient au cholestérol
libre (Ko et coll., 2001; Ko et coll., 2003; Ohgami et coll., 2004).

La suppression génétique de NPCI1 chez la souris entraine une accumulation de

cholestérol dans le testicule (Xie et coll., 1999). Les cellules de Leydig de souris NPC1-/-
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produisent moins de testostérone (Roff et coll., 1993). La suppression du géne de NPCl1
empéche le transport du cholestérol vers la mitochondrie ou il devrait étre converti en 20a-
hydroxy-cholestérol, composé¢ intermédiaire de la synthése de la testostérone (Roff et coll.,
1993). Les souris males et femelles NPC1-/- sont infertiles (Erickson et coll., 2002; Fan et
coll., 2006). Les spermatozoides produits par les souris NPC1-/- sont incapables de se

fusionner et de féconder I’ovule in vitro (Fan et coll., 20006).

2.3.2.2 Transporteurs sélectifs de cholestérol a travers la membrane plasmatique

Les tissus stéroidogéniques importent du cholestérol dérivé des lipoprotéines
circulantes (Morris et Chaikoff, 1959; Faust et coll., 1977; Andersen et Dietschy, 1978).
Les HDL et les LDL peuvent acheminer le cholestérol aux tissus stéroidogéniques (Johnson
et coll.,, 1991). Cependant, la contribution relative de chacune de ces lipoprotéines varie
selon I’espece. Les HDL constituent la principale source de cholestérol circulant dans des
tissus stéroidogéniques chez les rongeurs (Glass et coll., 1983; Rigotti et coll., 2003) alors
que les LDL constituent la source majeure chez I’humain (Liu et Krieger, 2002). Plusieurs
récepteurs sont capables de se lier aux LDL/HDL pour médier le transport du cholestérol a
I’intérieur de la cellule.

- Le récepteur du LDL (LDLR): appelé aussi récepteur d’Apo B/E, LDLR se lie au
LDL, VLDL et aux chylomicrons (Innerarity et Mahley, 1978; Brown et Goldstein, 1986).
La captation de cholestérol médié par le LDLR conduit a I’hydrolyse acide intralysosomiale

du cholestérol estérifié (Brown et Goldstein, 1986; Davis et coll., 1987).
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- Les récepteurs «scavengersy de classe A type I (SR-AI) et SR-AII proviennent de
I’épissage alternatif d’un méme ARN natif (Kodama et coll., 1990; Rohrer et Kuhn, 1990)
et sont exprimés (ARNm et protéine) dans les macrophages. Ils médient la phagocytose
des LDL modifiés (oxydé et acétylé)(Krieger et Herz, 1994), des molécules polyanioniques
(Krieger et coll., 1993; Krieger et Herz, 1994) et des cellules en apoptose (Platt et coll.,
1999). Il n’est pas connu si SR-AI et SR-AII sont exprimés dans le testicule.

- Les récepteurs «scavengersy de classe B: ce sont le CD36, le SR-BI et le SR-BII
(Wyler et coll., 1993; Acton et coll., 1994; Calvo et coll., 1995) qui peuvent médier le
transport de cholestérol dérivé des LDL modifiés (Acton et coll., 1994; Calvo et coll., 1998;
Podrez et coll., 2000). Cependant, contrairement au LDLR, le CD36 et le SR-BI/SR-BII
sont surtout connus pour leur propriété de liaison aux HDL via I’Apo A (I et IT) (Johnson et
coll., 1991; Acton et coll., 1996; de Beer et coll., 2004)

Nous avons ciblé CD36, SR-BI et SR-BII dans notre étude parce que: 1) ceux-ci
sont des récepteurs spécifiques de HDL, la source préférentielle de cholestérol circulant
dans les tissus stéroidogéniques chez la souris (Rigotti et coll., 1997; Azhar et coll., 1999;
Reaven et coll., 1999) et 2) CD36, SR-BI et SR-BII sont des récepteurs multiligands
(Krieger, 2001) impliqué aussi dans la phagocytose des cellules germinales apoptotiques au
cours de la spermatogenese (Shiratsuchi et coll., 1999; Nakagawa et coll., 2005). Nous
avons de plus étudi¢ I’ABCA1 dont la suppression génétique expérimentatle entraine une
hypofertilit¢é suivie d’une accumulation de gouttelettes lipidiques dans les tubules

séminiferes (Selva et coll., 2004).
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2.3.2.2.1SR-BI et SR-BII
2.3.2.2.1.1 Structure

Le SR-BI et le SR-BII font partie de la famille de récepteurs «éboueurs» de classe
B qui comprend aussi le CD36 (Acton et coll., 1994; Webb et coll., 1997). Le géne de SR-
BI est localisé sur le chromosome 5 chez la souris (Welch et coll., 1997) et sur le
chromosome 12 chez le rat et I’humain (Johnson et coll., 1998). L’homologue du SR-BI
chez I’humain est le CLA-1 (Calvo et Vega, 1993). Le SR-BI est le récepteur spécifique
des lipoprotéines de haute densit¢ (HDL) auxquelles il se lie pour en transférer
sélectivement (sans endocytose) le contenu lipidique a I’intérieur de la cellule (Acton et
coll., 1996; Temel et coll., 1997; Krieger, 1999). Cette fonction a été mise en évidence par
la surexpression de la protéine de SR-BI dans les «Chinese hamster ovary cellsy (CHO) qui
augmentait ’entrée sélective de cholestérol estérifi¢ dérivé des HDL (CE-HDL) (Acton et
coll.,, 1994). La structure de la protéine de SR-BI est largement préservée dans les
différentes especes. Le SR-BI de rat partage respectivement, 90 %, 88 % et 78 %
d’homologie avec celui de souris, du hamster et de I’homme (Johnson et coll., 1991).

SR-BII est une isoforme de SR-BI et provient de 1’épissage alternatif d’un méme
précurseur d’ARN. Il posséde un domaine cytoplasmique plus court que SR-BI. SR-BI et
SR-BII se lient aux HDL avec la méme affinité, mais SR-BII assure la captation cellulaire
des HDL par endocytose (Eckhardt et coll., 2004 et 2006). SR-BI est une glycoprotéine de
509 acides aminés de 82-86 kDa (Acton et coll., 1994) en forme de boucle a courts
domaines cytoplasmiques amino- (N) et carboxy- (C) terminaux, deux domaines

transmembranaires et une large boucle extracellulaire N-glycosylée (Babitt et coll., 1997;
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Krieger, 1999; Vinals et coll., 2003) (Schéma 6). SR-BI et SR-BII posseédent des séquences
peptidiques identiques a 1’exception du domaine intracellulaire C-terminal. Le domaine C-
terminal de SR-BI compte 42 acides aminés de 1’exon 12, celui de SR-BII 39 de I’exon 13

différents de ceux de SR-BI (Webb et coll., 1997; Webb et coll., 1998) (Schéma 7).



'S'}‘ M = M-glycosylation sites

SR.-BI protein 5 = Cysteines
5 = CLAMP/PDZKA

82-85 I\Dﬂ & é = Leucine Zipper

.i:“ () = PTS-1 sequence

ilsu b, = Critical residues

509 a.a.

COOH

Schéma 6: Représentation graphique de la protéine de SR-BI de rongeur.
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Les triangles indiquent les résidus critiques dont la mutation (M158 et Q402/418) et/ou la

perte de la N-glycosylation (N108 et N173) conduit a ’annulation de la captation sélective de lipides

(Rhainds et Brissette, 2004).

Q ps TA—COOCH

Schéma 7: Séquences de la région C-terminale spécifique a SR-BII.

Le domaine cytoplasmique C-terminal de SR-BII contient des sites critiques de signalisation:

motifs riche en prolines (PxxP) (case grise) qui pourrait reconnaitre les domaines SH3; un domaine

candidat a la liaison au SH2 contenant une tyrosine et de résidus d’acide aminé hydrophobe (cadre en

pointillé) (Mulcahy et coll., 2004).
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2.3.2.2.1.2 Localisation

L’expression de la protéine de SR-BI est élevée dans le foie et les tissus
stéroidogéniques (Landschulz et coll., 1996; Rigotti et coll., 2003; Akpovi et coll., 2006).
Les auteurs (Landschulz et coll., 1996; Reaven et coll., 2000) qui ont rapporté une
expression faible de SR-BI dans le testicule avait fait leurs mesures sur les homogénats de
testicule entier. En séparant le testicule en ses deux compartiments cellulaires distincts,
nous avons montré que le niveau d’expression protéinique de SR-BI était élevé dans les
fractions testiculaires et dans le foie (Akpovi et coll., 2006).

Les cellules de Leydig et les macrophages (Reaven et coll., 2000; Yu et coll., 2004;
van der Velde et Groen, 2005), les cellules germinales et les cellules de Sertoli expriment
SR-BI et SR-BII (Landschulz et coll., 1996; Nakagawa et coll., 2004; Akpovi et coll.,

2006).

2.3.2.2.1.3 Régulation de ’expression
2.3.2.2.1.3.1 Régulation transcriptionnelle

L hormone gonadotrophine chorionique humaine (hCG) accroit 1’incorporation de
cholestérol dérivé des HDL dans la testostérone en augmentant 1’expression de I’ARNm et
de la protéine de SR-BI dans les cellules de Leydig (Landschulz et coll., 1996; Reaven et
coll.,, 2000). L’expression de SR-BI dans les macrophages est régulée par des facteurs
différents. Les ligands des récepteurs nucléaires PPARa/y (peroxisome proliferator-
activated receptor), la 15-deoxy-0-12,4-prostaglandine J2 (Chinetti et coll., 2000) et la

testostérone (Langer et coll., 2002) augmentent 1’expression de la protéine SR-BI dans les
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macrophages. Dans 1’épithélium séminifere, I’expression de SR-BI est sous le controle de

I’hormone folliculo-stimulante (FSH) (Nakagawa et coll., 2004).

2.3.2.2.1.3.2 Régulation post-transcriptionnelle

2.3.2.2.1.3.2.1  Phosphorylation, glycosylation et acylation

La région cytoplasmique C-terminale de SR-BI comporte plusieurs sites potentiels
de phosphorylation: neuf positions en sérine, un en thréonine et deux en tyrosine (Calvo et
Vega, 1993). Certaines de ces positions sont des sites potentiels de phosphorylation par la
protéine kinase C (sérine 476 et sérine 477) et par des protéines kinases AMPc- et GMPc-
dépendantes (sérine 481) (Calvo et Vega, 1993). Jusqu’a présent, aucun site de
phosphorylation n’a encore été identifié¢ dans la structure de SR-BII.

SR-BI et SR-BII sont N-glycosylés sous leur forme mature (Babitt et coll., 1997,
Vinals et coll., 2003). Il existe onze sites (résidus 102, 108, 116, 173, 212, 227, 255,
288,310, 330, 383) de glycosylation sur la boucle extracellulaire de SR-BI murin et neuf
chez ’humain et le cobaye (Vinals et coll., 2003). Toutefois, tous les sites de glycosylation
ne sont pas indispensables a la fonction de SR-BI. Vinals et coll. (2003) ont montré que la
glycosylation en positions 108 et 173 était indispensable a la capacité de SR-BI a se lier aux
HDL. L’impact de la glycosylation sur la fonction de SR-BII n’est pas connu.

SR-BI est rattach¢ & la membrane plasmique par deux sites d’acylation
(palmitoylation ou myristoylation) en Cys** et Cys'"® (Babitt et coll., 1997) et SR-BII

(palmitoylation) en Cys462 (Webb et coll., 1998).
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23221322 Interaction protéine-protéine

SR-BI et SR-BII sont capables de former des homo-dimeres et hétérodimeres
(Reaven et coll., 2004; Sahoo et coll.,, 2007). SR-BI est constitutivement exprimé sous
forme de dimére dans la glande surrénale, I’ovaire et le testicule (Reaven et coll., 2004).
Dans le testicule, SR-BII est exprimé sous forme de dimeére chez le rat et de monomere
chez la souris (Reaven et coll., 2004).

Le domaine cytoplasmique C-terminal de SR-BI contient le motif (EAKL) de
liaison au PDZK1 (Silver, 2002). SR-BI et PDZKI1 co-immunoprécipitent dans les
hépatocytes in vivo (Ikemoto et coll., 2000). PDZK1 est une protéine de 70 kDa qui
contient le domaine PDZ (Kocher et coll., 1998). La suppression génétique expérimentale
de PDZK1 réduit I’expression de la protéine SR-BI dans le foie alors qu’elle est sans

impact sur le testicule (Kocher et coll., 2003).

23221323 Autres propriétés de SR-BI et de SR-BII

SR-BI contient une séquence de ciblage peroxysomale PTS1 (peroxysomal
targeting sequence) dans le domaine C-terminal. PTS1 médie 1’importation de divers
composés dans le peroxysome (Dodt et coll., 1995; Fransen et coll., 1995). SR-BI pourrait
donc étre impliqué dans la PB-oxydation de cholestérol dans les peroxysomes. SR-BI
contient un autre motif, le leucine-zipper, dans le méme domaine C-terminal (Landschulz et
coll., 1988) impliqué dans la formation de dimére de SR-BI (Sahoo et coll., 2007). SR-BII
est dépourvu de PTSI1 et de leucine-zipper (Johnson et coll., 1998). Cependant, six motifs

proline-proline (PXXP) et deux motifs PXXP ont ét¢ identifiés dans le domaine C-terminal
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de SR-BII humain (Mulcahy et coll., 2004) et murin (Webb et coll., 1998), mais pas dans
SR-BI. Le motif PXXP est un ligand au domaine SH3 (src homology 3) contenu dans
plusieurs protéines (Pawson, 1995). Dans le cas de SR-BII, il pourrait s’agir de la

phospholipase C-y 1 (PLC-y 1) (Mulcahy et coll., 2004).

2.3.2.2.1.4 Ligands de SR-BI et de SR-BII

SR-BI peut se lier a une multitude de ligands (Krieger, 2001). Une liaison
spécifique du ligand au SR-BI nécessite une distribution appropriée de charges négatives du
ligand (Williams et coll., 2000). L’acétylation, la maléylation et la glycation, qui
augmentent la charge négative nette des protéines (BSA, LDL) et changent leur
conformation, améliorent 1’affinité¢ de liaison du ligand au SR-BI (Ohgami et coll., 2001;
Miyazaki et coll., 2002). Les apoprotéines des HDL, Apo A-I, Apo A-II et Apo C-III se
lient également au SR-BI avec forte affinité (Xu et coll., 1997). Le SR-BI peut se lier au
HDL, LDL, VLDL (Acton et coll., 1996; Trigatti et coll., 2000b). L’Apo E est également
un ligand de SR-BI mais de plus faible affinité que I’Apo A-I (kD = 38 pg/ml et 3,8 ng/ml
respectivement) (Li et coll.,, 2002). En plus des lipoprotéines, le SR-BI peut se lier a
I’albumine bovine maleylée (M-BSA) (Acton et coll.,, 1994), a la protéine amyloide A
sérique (Paresce et coll., 1996) et aux phospholipides (PL) anioniques comme la
phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidylinositol (PI) (Urban et coll., 2000; Kawasaki et
coll., 2002). La liaison de SR-BI a la PS se fait au niveau des acides aminés 33-191 de la

boucle extracellulaire du récepteur (Kawasaki et coll., 2002).
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2.3.2.2.1.5 Fonctions
232.2.1.5.1 Transport du cholestérol

Les souris femelles SR-BI-/- sont infertiles a cause d’un défaut de maturation des
ovocytes causé par un mauvais métabolisme du cholestérol dans 1’ovaire (Trigatti et coll.,
1999). Le fait que les souris males SR-BI-/- ne soient pas infertiles implique 1’existence
possible de mécanismes compensatoires dans le testicule. SR-BI joue un réle important
dans le transport du cholestérol dans le testicule : 1) La stimulation des cellules de Leydig
a la hCG augmente 1’expression de SR-BI (Azhar et coll., 1998; Azhar et Reaven, 2002) et
un accroissement de [D’incorporation de cholestérol dérivé des HDL dans la
testostérone (Reaven et coll.,, 2000); 2) Dans les conditions physiologiques normales,
environ 30% du cholestérol métabolisé dans les cellules de Leydig proviennent des HDL
(Xie et coll., 2006) dont le récepteur spécifique est le SR-BI (Glass et coll., 1983; Rigotti et
coll., 1997; Azhar et Reaven, 2002); 3) Les HDL sont également la source majeure de
cholestérol d’origine sanguine dans les tubules séminiféres (Fofana et coll., 1996) ; 4) Chez
le vison normal par exemple, le maintien du taux intratubulaire du cholestérol compatible
avec I’activité spermatogénétique requiert une expression élevée de SR-BI et de SR-BII
(Akpovi et coll., 2006). Chez le vison atteint d’orchite autoimmune spontanée,
I’accumulation de cholestérol dans les tubules est accompagnée d’une baisse de

I’expression de SR-BII (Akpovi et coll., 2006).
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23.2.2.1.5.1.1 Influx du cholestérol

SR-BI contribue a I’entrée sélective dans la cellule de cholestérol dérivé des HDL
en se liant d’abord a la lipoprotéine puis en facilitant la diffusion du cholestérol de la
lipoprotéine vers la membrane plasmique (Connelly et Williams, 2004). Le transport
sélectif de cholestérol dépend de la spécificité de liaison entre HDL et SR-BI. SR-BI est un
multiligand capable de se lier a plusieurs lipoprotéines, mais seul HDL induit un transport
sélectif de chélestérol, les autres lipoprotéines (LDL, VLDL, chylomicron, LDLox, LDLac,
HDLox...) étant transportées par endocytose (Trigatti et coll., 2000b). Le domaine C-
terminal de SR-BI est indispensable au transfert sélectif de cholestérol (Parathath et coll.,
2004). CD36 et SR-BII se lient au HDL avec une affinité semblable a celle de SR-BI, mais
CD36 est moins efficace dans le transport sélectif (Connelly et coll., 1999) alors que SR-
BII effectue I’endocytose de HDL (Eckhardt et coll., 2006).

Trois modeles sont proposés pour expliquer le role de SR-BI dans la médiation de
I’entrée sélective de cholestérol dérivé de HDL dans la cellule. 1) La liaison de SR-BI au
HDL entraine une hémi-fusion entre les phospholipides de HDL et la face externe de la
membrane plasmique suivie du transport des lipides vers la membrane plasmique (Gu et
coll., 1998). 2) Dans un second modele, SR-BI forme des canaux non-aqueux entre le HDL
et la membrane plasmique a travers lesquels migrerait le cholestérol estérifié suivant son
gradient de concentration (Rodrigueza et coll., 1999). 3) Le troisiéme modele suggére que
le transfert sélectif de cholestérol dérivé de HDL se fait par un processus de rétro-
endocytose (Silver et coll., 2000). D’autres auteurs pensent que ce dernier modele refléte

d’avantage la fonction de SR-BII (Eckhardt et coll., 2006) que celle de SR-BI.
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23.2.2.1.5.12 Efflux du cholestérol

Il existe d’innombrables preuves dans la littérature que le SR-BI effectue I’efflux du
cholestérol libre cellulaire: 1) la localisation de SR-BI dans les cavéoles qui facilitent
I’efflux du cholestérol (Fielding et Fielding, 1995); 2) il existe une corrélation entre
I’augmentation de I’expression de la protéine de SR-BI et I’efflux du cholestérol libre dans
I’ovaire (Ji et coll., 1997); 3) les cellules transfectées au SR-BI exportent le cholestérol
libre radiomarqué vers les HDL et les liposomes (Jian et coll., 1998); 4) les hépatocytes et
les macrophages effectuent I’efflux du cholestérol via SR-BI (Yancey et coll., 2000); 5) les
macrophages issus de souris SR-BI-/- accumulent le cholestérol et développent
’athérosclérose (Zhang et coll., 2003). Cependant, I’implication de SR-BI dans I’efflux du
cholestérol reste controversée. Wang et coll. (2007) ont rapporté que 1’efflux du cholestérol
est significativement réduit dans les macrophages de souris ABCA1-/- et ABCG1-/-, mais
pas dans ceux de souris SR-BI-/- (Wang et coll., 2007). Selon ces auteurs, 1’effet anti-
athérosclérotique de SR-BI (Trigatti et coll., 1999) n’est pas li¢ a son role dans I’efflux du

cholestérol (Zhang et coll., 2005).

2322152 Apoptose et phagocytose

La mort cellulaire programmée ou apoptose de cellules germinales peut étre
induite par une variété de stimuli comme I’exposition du testicule a la chaleur, une baisse
importante de gonadotrophines ou du taux intratesticulaire de la testostérone (Sinha Hikim
et Swerdloff, 1999). Les spermatocytes préleptoténes et pachyténes et les spermatides

rondes aux stades VII et VIII sont les plus sujets a I’apoptose causée par une privation
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hormonale (Sinha-Hikim et Swerdloff, 1993). L absence de testostérone entraine un arrét
de la différentiation des spermatides rondes aux stades VII et VIII et leur détachement
prématuré de la cellule de Sertoli (O'Donnell et coll., 1996). Toutefois, 1’apoptose peut
également se produire de fagon spontanée (Blanco-Rodriguez et Martinez-Garcia, 1996).
Durant la spermatogenése, plus de la moitié des cellules germinales en différentiation
meurent, par apoptose, avant leur maturation en spermatozoides (Miething, 1992; Blanco-
Rodriguez, 1998). Malgré cette apoptose massive, trés peu de cellules germinales en
apoptose sont détectées par des analyses histochimiques du testicule (Savill et Fadok,
2000). Cette observation s’expliquerait par le fait que les cellules germinales en apoptose
sont rapidement éliminées par la cellule de Sertoli (Pineau et coll., 1991; Miething, 1992).
Ceci suppose une identification des cellules en apoptose. La phosphatidylsérine (PS) de la
membrane plasmique est un marqueur de cellules en apoptose (Schlegel et Williamson,
2001). Elle est basculée de la face interne de la membrane plasmique qu’elle occupe dans la
cellule normale a sa face externe dans la cellule en apoptose (Zachowski, 1993; Krieser et
White, 2002). Diverses études réalisées in vitro (Shiratsuchi et coll., 1997; Nakagawa et
coll., 2004) et in vivo (Nakagawa et coll., 2005) ont montré que les cellules de Sertoli
phagocytent les cellules germinales en apoptose par un mécanisme dépendant de la PS et de
SR-BI (Nakanishi et Shiratsuchi, 2004). Dans un mod¢le proposé par Nakanishi et
Shiratsuchi (2004), le SR-BI exprimé a la surface de la cellule de Sertoli se lie a la PS
(Kawasaki et coll., 2002) qui identifie la cellule en apoptose. Le résultat final est
1I’¢élimination par phagocytose de la cellule germinale ciblée (Schéma 8).

La liaison SR-BI-PS déclenche [D’activation d’une ou de plusieurs voies de

signalisations qui passent par la phosphorylation de trois protéines kinases de la famille des
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MAPKs dont p38, ERK et JNK (Osada et coll., 2006). Dans la cellule endothéliale, SR-BI
induit ’apoptose en activant les mémes voies de signalisation avec la contribution de
«nitric oxide syntase» (NOS) (Li et coll., 2005). L expression de la protéine de NOS a été
rapportée dans les cellules germinales (Burnett et coll., 1995) ou son expression est
augmentée durant I’apoptose (Zini et coll., 1996; Lue et coll., 2003). La surexpression de
NOS augmente le taux d’apoptose dans des cellules germinales (Ishikawa et coll., 2005).
Le mécanisme présenté au Schéma 9 pourrait bien s’appliquer a I’apoptose des cellules

germinales.
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Schéma 8: SR-BI comme récepteur de phagocytose de cellules germinales

Les cellules germinales en apoptose exposent la PS a la face externe de leur membrane plasmique.
La cellule de Sertoli, via le SR-BI, se lic a la PS. Cette liaison aboutit a 1’¢limination de la cellule

germinale. (Adapté de Nakanishi et coll., 2004)
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Schéma 9: SR-BI est impliqué dans la transmission des signaux d’apoptose
En présence de HDL, I’eNOS présente dans les cavéoles, bloque 1’induction de 1’apoptose par le

SR-BI (schéma de droite). En absence de HDL et en conditions de stress, ’eNOS est délocalisée des

cavéoles. Il s’en suit une activation de caspase 8 suivie d’autres caspase puis de I’apoptose (Li et coll., 2005).



35

2.3.2.2.2CD36
2.3.2.2.2.1 Structure

Le géne de CD36 code pour une protéine de 471 acides aminés de poids moléculaire
estimé¢ a 53 kDa (Jochen et Hays, 1993). Le CD36 est une protéine a large boucle
extracellulaire N-glycosylée en 10 positions de poids moléculaire de 80-90 kDa (Oquendo
et coll., 1989). CD36 et SR-BI sont issus d’'une méme famille et leurs structures sont
semblables (Schéma 10). Cependant, le domaine intracellulaire C-terminal de CD36 est
plus court que celui de SR-BI et il est caractérisé par une paire de résidus de cystéine et par
une palmitoylation (Tao et coll., 1996). Cette caractéristique assure le positionnement de
CD36 dans les cavéoles et les radeaux lipidique (rafis) et affecte sa fonction (Pohl et coll.,

2005; Ring et coll., 2006).
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2.3.2.2.2.2 Expression et localisation

Dans le testicule, I’expression de la protéine de CD36 a été rapportée dans les
cellules de Sertoli (Arenas et coll., 2004; Gillot et coll., 2005), les spermatides rondes et
allongées (Zibara et coll., 2002) et les cellules de Leydig (Arenas et coll., 2004). La
régulation post-traductionnelle joue un role important dans la distribution de la protéine de
CD36. Dans le muscle par exemple, le taux de CD36 a la membrane plasmique est
augmenté apres la contraction musculaire et par la stimulation a 1’insuline (Luiken et coll.,
2002). Gillot et collégues (2005) ont rapporté que l’apparition de certaines cellules
germinales dans les tubules séminiféres favorise la translocation du CD36 cytosolique a la

membrane plasmique des cellules de Sertoli.

2.3.2.2.2.3 Fonctions

En tant que récepteur éboueur, CD36 a la capacité de se lier a une variété de
ligands: phospholipides anioniques (Rigotti et coll., 1995), cellules en apoptose (Ren et
coll., 1995), thrombospondine (Asch et coll., 1987), collagéne (Tandon et coll., 1989),
acides gras a chaines longues (Abumrad et coll., 1998). Mais CD36 est surtout connu pour
son role dans le transport de LDL oxydées De fagon générale, I’activité de CD36 peut étre
bénéfique ou dommageante a I’organisme. L’activité bénéfique de CD36 est reliée a sa
capacité a médier 1) la phagocytose des cellules en apoptose (Ren et coll., 1995; Susztak et
coll., 2005), 2) la phagocytose d’agents pathogeénes (Albert et coll., 1998), et 3) I’inhibition
de I’angiogenése durant la cicatrisation (Simantov et coll., 2005). CD36 est également

impliqué dans 1) la phagocytose de lipoprotéines oxydées dans des conditions
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pathologiques (hyperlipidémie, athérosclérose, diabete) (Endemann et coll., 1993; Nakata
et coll., 1999), 2) I’inhibition de I’angiogené¢se dans I’hyperlipidémie et le diabete
(Febbraio et coll., 2002) et 3) I’induction de réactions pro-inflammatoires dans le contexte
d’internalisation excessive de LDL oxydées (Nakata et coll., 1999; Febbraio et coll., 2000).

Le niveau d’expression de I’ARNm et de la protéine de CD36 augmente de 100%
dans le testicule de souris ApoE-/- (Zibara et coll., 2002). Gillot et collegues (2005) ont
proposé que CD36 soit impliqué dans les échanges lipidiques entre cellules de Sertoli et
cellules germinales et dans la phagocytose des corps résiduels. Toutefois, les souris CD36-

/- sont fertiles (Febbraio et coll., 1999).

2.3.2.2.3ABCAl
2.3.2.2.3.1 Structure

ABCALI fait parti de la famille de transporteurs ayant un domaine de liaison a
I’ATP (ATP binding cassette, ABC). Chez ’homme, on compte environ 49 ABCs dont 13
dans le sous groupe ABCA (Dean et coll., 2001). Tous les transporteurs ABCs utilisent de
I’ATP pour générer 1’énergie nécessaire au transport du substrat a travers la membrane
plasmique. Du point de vue structural, les transporteurs ABCs ont été classés en deux
groupes : 1) ceux ayant deux unités similaires jointes de fagon covalente et 2) ceux ayant
une structure unique et qui doivent former un homo- ou hétéro-dimére pour Etre
fonctionnels (Dean et coll., 2001). ABCA1 appartient au premier groupe.

ABCAI1 est une protéine membranaire intégrale de 2261 acides aminés de 240 kDa

(Schmitz et Buechler, 2002). Chaque sous-unit¢ d’ABCA1l posséde six domaines
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transmembranaires et un domaine de liaison aux nucléotides (NBD) contenant deux motifs
peptidiques (Walker A et Walker B) communs a la plus part des protéines se liant a I’ATP
et un motif peptidique spécifique aux ABCs (Walker C) (Dean et coll., 2001) (Schéma 11).
Les deux sous-unités de la protéine ABCA1 sont séparées par un domaine hydrophobe qui
peut interagir avec la membrane plasmique pour faciliter le transport du substrat (Ioannou,

2001).

@ @ esr-sm 742-48 157!-9? 1‘:90-65
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e \_ NBD-2 ~C-term

Schéma 11: Représentation S_chématique de la topologie de ’ABCA1

ABCAL1 est composé de 12 domaines transmembranaires (symbolisés sous forme de

cylindres) et posséde six boucles extracellulaires (en vert) et 5 boucles intracellulaires (en jaune). Les

Domaines de liaison a I'ATP (NBD) sont indiqués (Hamon et coll., 2002).
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2.3.2.2.3.2 Localisation

Chez I’homme, I’expression de ’ARNm d’ABCA1 a été rapportée dans le foie, le
placenta, I’intestin gréle et le poumon (Kielar et coll.,, 2001). Chez la souris, I’ARNm
d’ABCALI est abondant dans le foie, le rein, la glande surrénale, le cceur et le cerveau
(Wellington et coll., 2002). L’ARNm d’ABCA1 est également élevé dans le testicule de
babouin (Lawn et coll., 2001) et de souris (Selva et coll., 2004). L expression de la protéine
d’ABCA1 a été rapportée dans le foie, le testicule et la glande surrénale de souris
(Wellington et coll., 2002). Les cellules de Leydig, de Sertoli (Lawn et coll., 2001; Selva et
coll., 2004) et germinales (Selva et coll., 2004) expriment ’ARNm et la protéine

d’ABCAL.

2.3.2.2.3.3 Régulation de ’expression
2.3.2.2.33.1 Régulation transcriptionnelle

La transcription du géne d’ABCAL1 est régulée par le cholestérol (Costet et coll.,
2000). Cette régulation implique D’activation des facteurs nucléaires de transcription
LXRo/p et RXR (Costet et coll., 2000; Schwartz et coll., 2000). En se liant aux stérols
oxydés et a I’acide rétinoique, les facteurs de transcription LXRa/p et RXR forment des
hétérodimeres qui acquiérent la capacité d’activer le géne d’ABCAI1 (Ohama et coll.,
2002). Dans le testicule, la délétion expérimentale du géne de RXRp chez la souris est
accompagnée d’une spermatogenése anormale suivie d’une accumulation de lipides
(Kastner et coll.,, 1996). Ces conséquences rappellent celles rapportées chez la souris

ABCAI1-/- (Selva et coll., 2004). C’est pourquoi Selva et coll. (2004) ont postulé que la
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transcription du géne d’ABCAL était induite par les agonistes du complexe LXR/RXR dans

la cellule de Sertoli et de Leydig.

2.3.2.23.32 Régulation post-transcriptionnelle
2.3.2.23.32.1 La stabilisation de la protéine a la membrane plasmique

La modulation de la stabilité de la protéine est un aspect important de la régulation
post-traductionnelle d’ABCA1. La protéine ABCA1 est rapidement dégradée (demi-vie = 1
a 2 heures) lorsqu’elle n’est pas liée aux apoprotéines (Wang et coll., 2003). La
phosphorylation en thréonine (T) 1286 et 1305 de la séquence d’acides aminés 1283-1306
nommée PEST (proline-glutamate-sérine-thréonine) dans la structure de la protéine

ABCAT provoque sa protéolyse par la calpaine (Martinez et coll., 2003).

2.3.2.2.3.3.2.2 Le trafic de la protéine

La modulation du trafic de la protéine ABCA1 a un impact majeur sur le niveau de
son expression et sa fonction. ABCA1 est rapidement recyclé entre les compartiments
endosomes tardifs/lysosomes et la membrane plasmique (Neufeld et coll., 2001). ABCA1
est sélectivement exprimé a la membrane basale des cellules endothéliales (Panzenboeck et
coll., 2002) et des hépatocytes (Neufeld et coll., 2002). Comme SR-BI, ABCA1 a le
potentiel de se lier aux protéines contenant le domaine PDZ par son domaine intracellulaire
C-terminal (Buechler et coll., 2002b). Toutefois, le role de cette interaction dans
I’expression polarisée d’ABCA1 n’est pas établi. Le trafic intracellulaire d’ABCA1 se fait

par les vésicules et nécessite une famille de récepteurs membranaires nommés SNAREs
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dont fait partie la sous-famille des syntaxins (Schmitz et Buechler, 2002; Bared et coll.,
2004). L’inhibition de la syntaxin 13 réduit ’expression de la protéine ABCAI et I’efflux
du cholestérol sans affecter ’ARNm (Schmitz et Buechler, 2002). La syntaxin 13 apparait
comme un stabilisateur de la protéine ABCA1 probablement par la modulation de son

transport vésiculaire (Bared et coll., 2004).

2.3.2.2.3.4 Fonctions
2322341 Transport du cholestérol

La plupart des cellules, a part celles du foie et des tissus stéroidogéniques, sont
incapables de métaboliser le cholestérol; elles doivent exporter le cholestérol en excés vers
le foie sous forme de lipoprotéines (Brown et Goldstein, 1999). L’assemblage des
particules de lipoprotéines de hautes densité (HDL) (Hara et Yokoyama, 1991) a partir
d’apoprotéines libres et de lipides cellulaires est une étape importante du transport inverse
du cholestérol cellulaire (Hara et Yokoyama, 1991; Yokoyama, 2000). C’est la défaillance
de ce transport du cholestérol qui est a I’origine de la maladie de Tangier (Francis et coll.,
1995; Remaley et coll., 1997) qui est causée par une mutation génétique dans la structure
de la protéine d’ABCA1 (Bodzioch et coll., 1999; Rust et coll., 1999). C’est une maladie
caractérisée par une déficience en HDL circulantes (Brooks-Wilson et coll., 1999). La
suppression génétique de I’ABCA1 chez la souris entraine les mémes symptomes
(McNeish et coll., 2000) en plus de provoquer une hypofertilité (Selva et coll., 2004). De
plus, les cellules de Sertoli de souris ABCAl-/- en culture sont incapables d’effectuer

I’efflux du cholestérol radiomarqué; elles 1’accumulent dans les gouttelettes lipidiques
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(Selva et coll., 2004). De la méme manicere, les cellules de Leydig de souris ABCA1-/-
produisent moins de testostérone comparée au phénotype sauvage (Selva et coll., 2004). Ce
phénotype est semblable a celui rapporté chez la souris dont le géne d’ApoA-I avait été
invalidé (Plump et coll., 1996). Les conséquences de la suppression génétique de I’ ABCAI
sur la fertilité male restent imprécises. Les souris males ABCA1-/- sont hypofertiles (Selva
et coll., 2004). Les souris femelles ABCA1-/- montrent une malformation du placenta, un
retard dans la croissance des embryons, la perte de feetus et la mort néonatale diis a une
altération de la stéroidogénése causée par la déficience en cholestérol dérivé des HDL

sériques (Christiansen-Weber et coll., 2000).

2322342 Apoptose et phagocytose

La protéine ABCA1 est impliquée dans la translocation de la phosphatidylsérine
(PS) de la face interne a la face externe de la membrane plasmique des cellules en apoptose
(Luciani et Chimini, 1996; Hamon et coll., 2002). La phagocytose des cellules en apoptose
est anormale dans les souris ABCAIl-/- (Hamon et coll., 2002) et leurs macrophages
péritonéaux phagocytent 50% moins de cellules en apoptose comparé au phénotype
sauvage (Hamon et coll., 2002). ABCAI interagit également avec le Fas par I’intermédiaire
de son « death domain » (FADD), ce qui suggére qu’ABCA1 est aussi impliqué dans la
régulation de 1’apoptose (Buechler et coll., 2002a). Les cellules germinales en
dégénérescence sont phagocytées par la cellule de Sertoli (Russell et Clermont, 1977;
Chemes, 1986). Les cellules de Sertoli en culture primaire (Mizuno et coll., 1996) ou in
vivo (Nakagawa et coll., 2005) éliminent les cellules germinales en apoptose par un

mécanisme dépendant de PS. Le mécanisme de translocation de PS dans les cellules
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germinale en apoptose reste inconnu. Nous avons montré que I’expression de la protéine
ABCAL1 est dérégulée chez le vison atteint d’orchite autoimmune spontanée (Pelletier et
coll., 2008) chez lequel nous avons précédemment démontré 1’¢limination des cellules

germinale en apoptose est déficiante (Akpovi et coll., 2006).

24 Objectifs et hypothése

Pour contribuer a élucider la question de ’origine du cholestérol dans les tubules
séminiféres, nous avons ciblé quelques transporteurs sélectifs du cholestérol dont le SR-BI,
le SR-BII, le CD36 et I’ABCA-1. Selon notre hypothése, ces récepteurs sont impliqués
dans le transportent sélectif le cholestérol, au-dela de la barriére hémato-testiculaire, du
compartiment interstitiel vers 1’épithélium séminifére, mais aussi dans 1’efflux du composé
-en exces- vers le sang. Pour vérifier notre hypothése, nous avons dans un premier
développé une nouvelle approche d’isolation du testicule en fractions enrichies en tissu
interstitiel et en tubules séminiféres. Ensuite nous avons mesuré 1’expression (protéines et
ARNm) de chacun de ces quatre récepteurs dans les deux compartiments cellulaires
distincts du testicule a tous les 7j durant le développement postnatal (7], 14j, 21j, 28j, 35j,
42j, 54j) chez la souris. Le taux de variation du cholestérol libre et estérifié¢ fut mesuré dans
chacun des échantillons énumérés plus haut et corrélé avec le taux de variation de
I’expression de chacun des récepteurs précités mais aussi avec 1’activité spermatogénétique.

Notre hypotheése fut basée aussi sur la notion que l’invalidation du géne d’un
transporteur sélectif de cholestérol ou d’une enzyme du métabolisme du cholestérol sera

accompagnée par des effets compensatoires de I’un ou plusieurs facteurs impliqués dans le
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métabolisme de cholestérol dans les tubules séminiferes ou dans le tissu interstitiel. Nous
avons quantifié les variations du taux de cholestérol libre et estérifi¢ chez des souris dont le
gene de SR-BI, CD36, NPC1 et HSL avait été invalidé. Nous avons comparé ces résultats a
ceux obtenus chez des souris normales (Wild type) au cours du développement postnatal.
Ensuite, nous avons analysé comment I’invalidation de chacun de ces genes était
compensée par les transporteurs sélectifs de cholestérol et les enzymes du métabolisme du
cholestérol en mesurant ’ARNm et la protéine de SR-BI, SR-BII, CD36, ABCA1, HSL,

HMG-CoA Réd., ACAT1 et ACAT?2 dans les fractions interstitiels et tubulaires.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1 Matériels
3.1.1 Réactifs

3.1.1.1  Produits chimiques

Bradford protein assay, B-mercaptoethanol, SDS-PAGE standards (high et low),
BioRad (Mississauga, ON, Canada); trousse RNeasy mini, trousse de Omniscript RT et de
Taq PCR core, Qiagen (Mississauga, ON, Canada); trousse de dosage enzymatique de
cholestérol libre et cholestérol total, Wako Chemical USA Inc. (Richmond, VA, E-U);
Millipore  (Billerica, MA, E-U); Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF),
diaminobenzidine tetra chloride (DAB), 1,4, diazabicyclo-[2.2.2.] octane (DABCO), poly-
L-lysine, albumine du sérum bovin (BSA), Oligo-dT et Agarose, Sigma-Aldrich (Oakville,
ON, Canada); Solution de Bouin et peroxyde d’hydrogéne (H,O,), BDH (Toronto, ON,
Canada); Chloroforme, hexane, isopropanol, xyléne, paraffine, et Permount, Fisher
Scientific (Pittsburgh, PA, E-U); DNase I (RNase-free), Enzyme Pstl, Syber Premix Ex
Taq TM, aprotinine, leupeptine, chemiluminescence lumi light plus Western blotting
substrate et BM chemiluminescence blotting substrate (POD), Roche (Laval, QC, Canada);
Somnotol, MTC Pharmaceuticals (Cambridge, ON, Canada); Potassium Bisperoxo (1, 10-
phenanthroline) oxovanadate (V) [bpV (phen)], Calbiochem (San Diego, CA, E-U);
Streptavidine conjuguée a la peroxydase et RNase inhibitor, Amersham Pharmacia Biotech.

(Baie d’Urfé, Qc, Canada).
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3.1.1.2  Anticorps

3.1.1.2.1 Anticorps primaires

SR-BI et SR-BII: Nous avons utilisé trois anticorps anti-SR-BI différents. Pour les
analyses de Western blot, nous avons utilisé un anticorps polyclonal (IgG), non purifié, fait
chez le lapin et dirigé contre la séquence peptidique correspondant aux résidus 496-509 de
la région C-terminale de SR-BI de souris. Le deuxiéme anticorps anti-SR-BI est la forme
purifiée du premier et le troisieme est un polyclonal (IgG), purifié, fait chez la chévre et
dirigé contre la séquence peptidique 400-509 acides aminés de la région C-terminale de
SR-BI de souris. Nous avons utilis¢ les anticorps anti-SR-BI purifiés pour les marquages
immuno-histochimique. Pour détecter le SR-BII par analyses de Western blot, nous avons
utilis€ un anticorps polyclonal (IgG), non purifié, fait chez le lapin et dirigé contre une
séquence peptidique spécifique de SR-BII de souris correspondant aux résidus 491-506.
Cette séquence fait partie de la région C-terminale par laquelle le SR-BI et le SR-BII se
différencient. La forme purifiéce du méme anticorps anti-SR-BII a été utilisée pour
I’immunomarquage de SR-BII. Tous les anticorps dirigés contre le SR-BI et le SR-BII ont
é6té achetés chez Novus Biologicals (Littleton, CO, E-U) a I’exception de 1’anti-SR-BI
purifié fait chez la chévre qui nous a été gracieusement offert par la méme compagnie. Les
anticorps anti-SR-BI et anti-SR-BII non purifiés donnent de bons résultats en Western blot
mais engendrent des réactions non spécifiques en immuno-histochimie (Akpovi et coll.
2006). C’est pourquoi nous avons utilis¢é des anticorps purifiés pour les marquages
immuno-histochimiques.

CD36: Nous avons testé et caractérisé au total six anticorps anti-CD36 différents.
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- Anti-CD36 polyclonal (Ab36977) (Abcam, Cambridge, MA E-U): IgG de lapin
dirigé contre la séquence peptidique comprise entre les acides aminés 100-200 de la région
N-terminale de la protéine de CD36 humain.

- Anti-CD36 polyclonal (H-300) (Santa Cruz Biotechnology, Delaware, CA, E-U):
IgG de lapin et dirigé contre une protéine recombinante qui correspond aux acides aminés
1-300 du domaine extracellulaire du CD36 humain. C’est un anticorps qui réagit également
avec le CD36 de souris et de rat par réaction croisée.

- Anti-CD36 monoclonal (ABM-5525) (Cascade Bioscience, Winchester, MA, E-
U): C’est un anticorps de type IgA fait chez la souris en injectant un adénovirus contenant
la séquence de CD36 a des souris dont le géne de CD36 avait été préalablement invalidé.
Ensuite, I’anticorps synthétisé fut purifié en utilisant la protéine L. Cet anticorps est capable
de détecter le CD36 de rat et de souris.

- Anti-CD36 polyclonal (NB 400-145): IgG de lapin contre les résidus d’acides
aminés 300-400 de CD36 humain. Le CD36 humain partage 95% d’homologie avec le
CD36 de rat, du cobaye et du lapin et 90% avec celui de la souris (Abumrad et coll., 1993).
Cet anticorps nous a été gratuitement offert par Novus Biologicals (Littleton, CO, E-U).

- Anti-CD36 polyclonal (NB 400-144): IgG de lapin dirigé contre les résidus
d’acides aminés 100-200 de la protéine CD36 humaine qui partage 100% d’homologie avec
le CD36 du beeuf et du singe et 95% d’homologie avec celui du rat, du cobaye et de la
souris (Abumrad et coll., 1993). Cet anticorps nous a été gratuitement offert par Novus

Biologicals (Littleton, CO, E-U).
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- Anti-CD36 (non commercial) polyclonal: IgG de lapin contre le CD36. Cet
anticorps nous ét¢ généreusement donné par Dr M. Febbraio (Department of Cell Biology,
Lerner Research Institute Cleveland Clinic; Ohio, E-U).

ABCAI: Pour les analyses de Western blot et I’'immunomarquage d’ABCA1, nous
avons utilisé¢ le méme anticorps anti-ABCA1 (NB 400-105) (Novus Biologicals, Littleton,
CO, E-U). C’est un polyclonal de type IgG, fait chez le lapin et dirigé contre une séquence
peptidique d’ABCA1 humain comprise entre les résidus 1100-1300 et purifié¢. C’est un
anticorps qui reconnait I’ABCA1 humain et de souris.

HSL: L’anticorps anti-HSL (XG-6128) (Prosci-Inc, Poway, CA, E-U) que nous
avons utilisé est un anticorps polyclonal de type IgG fait chez la poule contre un ensemble
de trois peptidiques qui correspondent a des séquences d’acides aminés de la HSL humaine,
muridée et mucine (NSQEEAEAKDEV, SGRKPQKTTSPT, et FGEHYKRNETGL).

HMG-CoA réductase (HMGR): L’anticorps anti-HMGR (07-457) (Upstate, Lake
Placid, NY, E-U) que nous avons utilisé est un anticorps polyclonal de type IgG généré
chez le lapin. L’immunogéne utilisé était une séquence peptidique correspondant aux
résidus des acides aminés 827-840 localisés dans la région C-terminale de la protéine de la
HMGR humaine. Cette portion de la protéine de la HMGR humaine ciblée par 1’anticorps
est identique a celle du rat, du cobaye et de la souris. En conséquence, cet anticorps réagit
¢galement avec ’HMGR de ces animaux.

ACATI: L’ anticorps anti-ACAT1 (100028) est un anticorps polyclonal purifié¢ de
type IgG (Chemical, Ann Arbor, MI, E-U). Il a été généré chez le lapin contre une séquence

peptidique d’ACATI1 humain comprise entre les acides aminés 6-23. Cette séquence
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peptidique contre laquelle 1’anti-ACAT]1 a été synthétisé partage une forte homologie avec
I’ACAT]I de rat, de souris, de cobaye et de singe.

ACAT2: L’anti-ACAT2 (100027) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, E-U) utilisé
est une IgG de lapin. C’est un anticorps polyclonal, purifi¢ et dirigé contre la séquence
peptidique de la protéine d’ACAT2 humain comprise entre les acides aminés 3-20. Cet
anticorps réagit également avec I’ACAT2 du rat, du cobaye, de la souris et du singe.

MLC: L’anti-MLC (M7905) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, E-U) est un anticorps
monoclonal de type IgM fait chez la souris. Cet anticorps a été généré contre la chaine
1égere de la myosine II non musculaire (MLC) de poule mais réagit, par réaction croisée,
avec la MLC de souris, de cobaye, de bovin, de lapin et d’humain.

Pan Cx43: L’anticorps polyclonal anti-pan Cx43 (C 6219) (Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO, E-U) reconnait toutes les formes (phosphorylées et non phosphorylées) de la
connexine 43. C’est un anticorps de type IgG de lapin contre les résidus d’acides aminés
363-382 localisés dans le domaine C-terminal de la connexine 43 humaine et de rat. Cet
anticorps réagit également avec la connexine 43 de souris, de poule, de cobaye et de bovin.

Cx43 phosphorylée en sérine 368: Cet anticorps (AB3841) (Chemicon
International, Temecula, CA, E-U) réagit avec la connexine 43 phosphorylée en sérine 368.
C’est un anticorps de type IgG, polyclonal, fait chez le lapin contre un phospho-peptide
synthétique correspondant aux résidus d’acides aminés avoisinant la sérine en position 368
du domaine C-terminal de la connexine 43 d’origine humaine. Il réagit aussi avec la
connexine de souris, de rat et de singe.

Cx43 non phosphorylée en Sérine 368: Cet anticorps (13-8300) (Zymed

Laboratories Inc., South San Francisco, CA, E-U) est un anticorps monoclonal de type IgG,
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fait chez la souris. L’immunogéne utilis€ pour sa synthése correspond a une séquence
peptidique localisée dans le domaine C-terminal de la Cx43 de rat. Cet anticorps reconnait
la forme non phosphorylée en sérine 368 de la connexine 43.

Les anticorps contre la Cx50, la Cx46, la Cx32, la Cx30.2 et la Cx26 nous on été
généreusement fournis par le Professeur N.M. Kumar (University of Illinois at Chicago,
Department of Ophthalmology and Visual Sciences, Chicago, IL, E-U). Nous avons
également acheté des anticorps anti-Cx50 et anti-Cx46 qui sont identiques a ceux que nous
a offerts Dr N.M. Kumar:

Cx50: Anticorps polyclonal purifié de type IgG fait chez le lapin. L’immunogéne
utilisé correspond a la portion C-terminale de la protéine de Cx50 de souris qui présente
100% d’homologie avec le rat. Cet anticorps réagit avec la Cx50 de rat, mais pas avec celle
d’origine humaine.

Cx46: Anticorps polyclonal purifi¢ de type IgG, fait chez le lapin. L’ immunogeéne
utilisé correspond a la portion C-terminale de la protéine de Cx46 de souris. Cet anticorps
réagit avec la Cx46 de souris.

Cx32: Anticorps polyclonal purifié de type IgG fait chez le lapin contre la Cx32 de
rat. L’immunogeéne utilisé correspond a la portion cytoplasmique C-terminale de la
protéine. Cet anticorps réagit également avec la Cx32 humaine et de rat.

Cx30.2: La Cx30.2 de la souris est I’homologue de la Cx31.9 d’origine humaine.
L’anticorps anti-Cx30.2 que nous avons utilis¢ est synthétisé contre la région C-terminale
de la Cx30.2 de souris. Aucune réaction croisée avec la Cx30.2 d’autres espéces n’a été

rapportée.



51

Cx26: Anticorps polyclonal de type IgG de lapin purifié. L immunogene utilisé
pour la synthése de cet anticorps est un peptide synthétique de 13 acides aminés dérivés du
domaine C-terminal de la Cx 26 de souris. Ce peptide de souris différe par un acide aminé
de la séquence de rat et par 2 acides aminés non consécutifs de celle de I’humain.

Cx31: Anticorps de type IgG fait chez le lapin contre le domaine cytoplasmique C-
terminal de Cx31 de souris (LS-C14534) (LifeSpan Biosciences, Inc., Seattle, WA, E-U).

Flotilline-1: Anticorps de type IgG1 fait chez la souris (610820) (BD Biosciences,
Mississauga, ON, Canada). L’immunogéne utilisé provient de la flotilline-1 de souris et
correspond a la séquence d’acides aminés 312-428 localisés dans le domaine C-terminal de
la protéine.

Cavéoline-1: L’anti-cavéoline-1 (H-97, sc-7875) (Santa Cruz Biotechnology,
Delaware, CA, E-U) est un anticorps de type IgG, fait chez le lapin contre une protéine
recombinante qui correspond aux acides aminés 82-178 du domaine C-terminal de la

cavéoline-1 humaine.

3.1.1.2.2 Anticorps secondaires

Anticorps couplés a la biotine: Anti-1gG de lapin, fragment F(ab’)2 de anti-IgG de
lapin purifié et Anti-IgG de chevre achetés chez Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc. (Mississauga, ON, Canada).

Anticorps couplés a la peroxydase: Anti-IgG de lapin, anti-IgG de poule, anti-IgG
de souris, anti-IgM de souris, anti-IgA de souris achetés chez Jackson ImmunoResearch

Laboratories Inc. (Mississauga, ON, Canada).
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3.1.2 Logiciels

Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, E-U); Sigma Plot 7.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, E-U); Light cycler 3.5 (Roche, Laval, QC, Canada); Programme de
quantification relative version 1.01 (Roche, Laval, QC, Canada), EndNote XI (Université

de Montréal, Département de Médecine, Montréal, QC, Canada), Adobe Photoshop 7.

3.1.3 Modéles animaux

3.1.3.1 Justification du choix des modéles animaux

Nous avons utilisé deux modéles animaux, le vison (Mustela vison) et la souris (mus
musculus). Les méthodes utilisées pour le traitement des animaux sont conformes aux
normes et approuvées par le comité de protection des animaux de I’universit¢ de Montréal.

Notre laboratoire utilise le vison comme mode¢le animal depuis plusieurs années et
différents travaux nous ont permis de bien définir ce modele (Kabbaj et coll., 2003; Akpovi
et coll., 2006). Le vison est un animal a activité reproductive saisonniére caractérisée par
des variations dans I’activité spermatogénétique au cours du cycle reproductif saisonnier
annuel. Le cycle reproductif du vison adulte est étalé sur les 12 mois de I’année et
comprend une période d’activité spermatogénétique dont le maximum se situe en février et
mars et une période d’inactivité spermatogénétique caractérisée par une régression
testiculaire d’avril a juillet. A la fin de la régression testiculaire, seules des spermatogonies
sont présentes dans les tubules séminiféres (Pelletier, 1986). A chaque age du
développement postnatal chez le vison correspond une séquence d’apparition des cellules

germinales dans I’épithélium séminifére. La plupart des analyses que nous effectuons dans
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notre laboratoire (activit¢ enzymatique dans des extraits de microsomes, dosage de
cholestérol, Western blot, etc.) nécessitent de grandes quantités d’échantillons. A ce titre, le
vison offre I’avantage de fournir une plus grande quantité de fractions enrichies en tissu
interstitiel (ITf) et en tubules séminiféres (STT) que la souris. Le vison est I'un des rares
animaux a développer, comme chez 1’homme, une orchite autoimmune spontanée. C’est
donc un modéle de choix pour I’exploration de différents aspects de cette maladie qui
représente 1’une des causes de I’infertilité d’origine immunologique chez I’homme (Tung et
coll., 1981).

Le choix de la souris comme mod¢le animal repose sur plusieurs raisons: 1) C’est
un animal a activité reproductive continue, contrairement au vison. Il constitue un modele
pour I’é¢tude de I’implication des transporteurs sélectifs dans le métabolisme du cholestérol
dans le testicule. 2) Ce mod¢le offre la possibilité¢ d’étudier comment la suppression d’un
gene impliqué dans le métabolisme du cholestérol testiculaire est compensée. 3) L’essentiel
des anticorps que nous avons utilisés étaient dirigés contre les protéines d’autres animaux
dont la souris et leur spécificité vis-a-vis des protéines du vison n’était pas prouvée. Nous
avons donc utilisé¢ les échantillons de souris (wild type et knockout) pour valider les

analyses de Western blot effectuées chez le vison.

3.1.3.1.1Le vison (Mustela vison)

Tous les visons ont été achetés chez Visonni¢re St. Damase (St. Damase, QC,
Canada). Les visons ont été¢ individuellement mis en cage, alimentés au régime riche en
protéines et gardés dans des conditions naturelles d'éclairage. Les animaux ont été

anesthésiés par injection intra-péritonéale (i.p) de 0,9 ml’kg de poids corporel de
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pentobarbital sodique (Somnotol, MCI pharmaceutical, Mississauga, ON, Canada) et 0,15
ml/kg de poids corporel d'une solution d'hydrate de chlore 0.3 % saline stérile. Les animaux
anesthésiés ont été ensuite décapités et les tissus ont été prélevés.

Pour chaque animal, le testicule droit fut utilis¢é pour des études d’immuno-
histochimie et le gauche a servi a réaliser des fractions enrichies en tissu interstitiel et en

tubules séminifeéres.

3.1.3.1.1.1 Vison normal

Les visons ont été choisis sur la base des criteres de fertilité basés sur le nombre, la
morphologie et la mobilité des spermatozoides ¢jaculés. Pour les études portant sur le
développement, les testicules ont été prélevés par intervalles de trente (30) jours pendant 1)
la période néonatale (60 et 90 jours (j) d’age), 2) la puberté (120-, 150-, 210-, 240 j) et 3)
au début de l'age adulte (270j). Chez le vison adulte, les testicules furent prélevés durant le
cycle reproductif annuel par intervalles de 30 jours pendant la derniére semaine du mois

entre la premiere et la deuxiéme année d’age.

3.1.3.1.1.2 Vison atteint d’orchite autoimmune spontanée

Le choix des visons souffrant d’orchite autoimmune (AIO) spontanée était basé
sur des critéres que nous avons exposés ailleurs (Akpovi et coll., 2006). Briévement, ce
sont des visons dont le sperme doit étre exempt de spermatozoides, qui doivent avoir un
fort taux sérique d’anticorps anti-spermatozoide et dont 1’épithélium séminifére présente

une destruction typique de 1’orchite autoimmune spontanée.
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3.1.3.1.2La souris (Mus musculus)
3.1.3.1.2.1 Souris normale

Les souris normales ont été achetées a la compagnie Charles River (St-Constant QC,
Canada). Les animaux ont été anesthésiés a l’aide d’une injection i.p de Somnotol
(pentobarbital sodique, 0,9 ml/kg). Les testicules ont été prélevés aux ages suivants: 14-,
21-, 28-, 35-, 42-, >60 jours (adulte) aprés la naissance. A cause de leur petitesse, nous
avons traité ensemble les testicules de plusieurs animaux du méme age pour les souris

d’age inférieur a 28 jours.

3.1.3.1.2.2 Souris SR-BI-/-, CD36-/-, HSL-/- et NPC1-/-

Les souris rendues génétiquement déficientes en SR-BI et en CD36 et leurs
contrdles sauvages nous ont ¢té¢ généreusement fournis par Dr L. Brissette (Département
des Sciences Biologiques, Universit¢ du Québec a Montréal, QC, Canada). Les souris
rendues génétiquement déficientes en Hormone Sensitive Lipase (HSL) nous ont été
gracieusement fournis par Dr C. Holm (Department of Experimental Medical Science,
Lund University, Lund, Suéde). Enfin, les souris NPC1-/- nous été offertes par Dr. D.
Bruce Murphy (Centre de recherche en reproduction animale, St-Hyacinthe, Université de

Montréal).

3.2 Méthodes

3.2.1 Préléevement et traitement des tissus
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3.2.1.1 Sang et sérum

Le sang fut prélevé chez les animaux anesthésiés par ponction cardiaque. Les
échantillons furent laissés a la température ambiante (environ 20 °C) pendant 2 heures pour
permettre la coagulation et la séparation du sérum et du caillot. Chaque échantillon fut
centrifugé ensuite a 2 000 rpm (250 g) a 4 °C (centrifugeuse Beckman GS-6R, rotors GH-
3.8, Beckman, Mississauga, ON, Canada) pendant 20 min. Le sérum fut ensuite mis en

aliquote et conservés a -80 °C.

3.2.1.2 Testicule et spermatozoides

3.2.1.2.1 Isolation et caractérisation des fractions enrichies en tissu interstitiel (ITf) et

en tubules séminifeéres (STf)

Les ITf et les STf furent isolées suivant la technique décrite par Akpovi et coll.
(2006 et 2009). Brievement, les testicules décapsulés furent exposés au tampon de
phosphate salin (PBS) (137mM NaCl, 3mM KCI, 8mM Na,HPO4, 1.5mM KH,PO4, pH
7.4) ou au PBS contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (2 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM EGTA, 2 pg/ml leupeptine, 2 pg/ml
aprotinine, 4mM Na3;VO,4, 80mM NaF, 20 mM NaysP,07 et 10uM potassium bisperoxol (1,
10- phenanthroline) oxovanadate (bpV (phen)). Les tubules furent séparés du tissu
interstitiel et chaque fraction enrichie fut caractérisée tel que nous I’avons décrit ailleurs
(Akpovi et Pelletier, 2009). Le produit obtenu fut distribué¢ dans des tubes de 15 ml et laissé
sédimenter pendant 1 heure sur glace puis centrifugé a 600 rpm (80 g) (centrifugeuse
Beckman GS-6R, rotors GH-3.8, Mississauga, ON, Canada) pendant 20 min et les ITf

(surnageant) furent séparées des STf. Une fois lavée, chaque fraction fut mise en
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suspension dans un volume €gal de PBS seul ou contenant des inhibiteurs de protéases et de

phosphatases puis mise en aliquote et congelées a -80 °C.

3.2.1.2.2 Isolation des spermatozoides épididymaires

Des ¢épididymes fraichement prélevés chez la souris et le vison furent découpés en
petits morceaux dans du PBS seul ou contenant des inhibiteurs de protéases et de
phosphatases puis agité sur glace pendant 1 heure. Les spermatozoides, en suspension dans
le tampon, furent séparés du reste du tissu a I’aide d’un filtre doté des pores de 74 pm de
diametre. Le filtrat fut centrifugé pendant 15 minutes a 2 000 rpm (250 g) (GS-6R
Beckman centrifuge (Beckman, Mississauga, ON, Canada). Le culot fut mis en suspension
dans une solution de 10 mM Tris-HCI pH 8 contenant 1| mM EDTA pendant 5 minutes
pour lyser les cellules épithéliales et les cellules sanguines présentes (Herrada et
Wolgemuth, 1997), puis centrifugé a nouveau a 2 000 rpm (250 g) pendant 15 minutes. Les
spermatozoides recueillis furent lavés deux fois et mis en suspension dans le tampon

correspondant puis mis en aliquote et conservés a -80°C.

3.2.1.2.3 Autres tissus

Nous avons prélevé d’autres tissus comme le foie, le rein, la glande surrénale,
I’intestin gréle, le poumon, 1’hypophyse antérieure, le cerveau et le coeur que nous avons
utilés comme controles des analyses de Western blot. Ces tissus furent prélevés et
homogénéisés dans une solution de PBS contenant des inhibiteurs de protéases et de

phosphatases.
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3.2.2 PCR en temps réel (Realtime polymerase chain reaction)

3.2.2.1 Isolation des acides ribonucléiques

L’acide ribonucléique (ARN) total fut extrait a partir des échantillons de ITf et de
STf en utilisant la trousse RNeasy mini et en suivant les instructions du manufacturier. Les
¢chantillons furent homogénéisés dans 600 pl du tampon de lyse RLT a 1’aide d’aiguilles
de seringue. Six cents pl d’éthanol 70% furent ajoutés a chaque homogénat et bien
mélangé. Le mélange fut ensuite transféré dans des mini-colonnes RNeasy placées dans des
tubes de collection de 2 ml puis centrifugé pendant 15 secondes a 10000 g
(Microcentrifugeuse IEC, International Equipment Company, Nepean, ON, Canada). Les
colonnes, auxquelles I’ARN était désormais fixé furent ensuite lavées aux tampons RW1 et
RPE et transférées dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. L’ARN total fixé a la colonne fut
ensuite ¢lué en ajoutant 20 a 40 pl d’eau sans RNAase et centrifugé a 10 000 g
(Microcentrifugeuse IEC) pendant 1 min. La concentration en ARN total extrait de chaque
échantillon fut mesurée au spectrophotométre [Life science UV/Vis spectrophotometer

(DUR 530) (Beckman CoulterTM Fullerton, CA, EU)].

3.2.2.2 Préparation de ’ADN complémentaire

L’ADN complémentaire (ADNc) fut obtenu par transcription inverse de I’ARN en
utilisant la trousse Omniscript RT en présence de polydT. Cinq pug d’ARN total furent
transcrits en ADNc a 37 °C pendant 1 heure en suivant les instructions du manufacturier.
La réaction consistait en un mélange du tampon de transcriptase inverse (RT) 10X, Oligo-

dT 10 mM, désoxyribonucleotide triphosphate (ANTP) 5mM, inhibiteur de ARNase
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(32600U/ml), enzyme Omniscript RT (4U/ml) et 5 png d’ARN dans un volume final de 50

ul (Levesque-Sergerie et coll., 2007).

3.2.2.3  Quantification de I’expression de ’ARN messager

Les réactions de PCR en temps réel ont été exécutées en présence de 0,5 uM de
chaque amorce (Tableau 1) en suivant les instructions du fabricant (SYBR Premix Ex
TaqTM, Roche, Laval, QC, Canada). Dans toutes les réactions de PCR, un controle négatif,
réalisé en absence de transcriptase et d’échantillon, n’avait révélé aucune amplification de
produits de PCR. Toutes les réactions de PCR en temps réel furent réalisées en duplicata.
Les amorces de PCR furent tirées des travaux de Van Eck et collégues (Van Eck et coll.,
2003) a I’exception des amorces de SR-BII que nous avons générées en utilisant le logiciel
de conception de sondes LightCycler 2.0 (Roche, Laval, QC, Canada). Toutes les amorces
ont été achetées chez Operon Biotechnologies (Huntsville, AL, E-U). L'amplification de
I’ADNc de I’hypoxanthine guanine phosphoribosyl transférase (HPRT-1) a été utilisée
comme contrdle interne (référence) pour la mesure de 1'expression des genes par le PCR en
temps réel. Les courbes de dissociation ont été réalisées et visualisées pour toutes les
réactions afin de s’assurer que l'amplification effectuée correspondait a un produit unique et
a la température de fusion appropriée. Les résultats du PCR en temps réel étaient quantifiés
en utilisant le programme RelQuant (relative quantification software, version 1.01, Roche,
Laval, QC, Canada). La spécificité des produits du PCR en temps réel obtenus avec les
amorces de SR-BII a été évaluée par digestion limitée en utilisant des enzymes de

restriction selon les instructions du fabricant.
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3.2.2.4 Digestion limitée du produit de PCR en temps réel de SR-BII

Pour vérifier la spécificité des résultats du PCR en temps réel du SR-BII, nous
avons effectué la digestion enzymatique du produit d’amplification de I’ADNc obtenu en
utilisant les amorces spécifiques de SR-BII. L’enzyme de restriction spécifique utilisée était
le Pstl (Roche, Laval, QC, Canada). La réaction fut réalisée dans un volume final de 20 pl
en présence de 2U de Pstl, du fragment d’ADNc et du tampon de digestion (10 X). Le
mélange et le controle négatif furent incubés toute la nuit a 37 °C pour digestion. Apres
incubation, le contenu des deux tubes fut soumis a 1’¢lectrophorése dans un gel de 3%. Une
fois la migration complétée, le gel fut recueilli et immergé dans du PBS contenant du
bromure d’éthidium, incubé sous agitation pendant 10 min puis photographié¢ (2011 UV

Transilluminator, Upland, CA, E-U).

3.2.2.5 Quantification de ’expression de I’ARN messager

Les réactions de PCR semi-quantitatif furent effectuées en présence de 0,5 uM de
chaque amorce de CD36 (Tableau 1) et 2.5 U de Tap DNA polymérase (trousse de Paq

PCR) en suivant les indications du fabriquant de la trousse de PCR.

3.2.3 Western blot

3.2.3.1 Dosage des protéines

Les échantillons furent homogénéisés a 1’aide d’un sonicateur (Fisher Sonic
dismembrator modéle 300, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EU). La concentration en

protéines de chaque échantillon fut mesurée suivant la méthode de Bradford (Bradford,
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1976) en utilisant les réactifs achetés chez Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). Nous
avons établi une courbe standard a 1’aide de concentrations connues de BSA et avons

déterminé la concentration en protéines a partir de cette courbe standard.

3.2.3.2  EKlectrophorése sur gels dénaturants SDS-PAGE

Des quantités de protéines identiques de chaque échantillon furent prélevées,
diluées dans du tampon d’échantillons 2X (8M d’urée, 3 % SDS, 5 % B-mercaptoéthanol,
0,005 % de BBP, 70 mM Tris-HCI pH 6,8) a une concentration finale de 3pg/ul dans un
tube Eppendorf de 0,6 pul. Les tubes furent ensuite chauffés dans un bain d’eau bouillante
pendant 3 minutes a I’exception des échantillons préparés pour I’analyse d’ABCA1 (le
chauffage peut provoquer I’agrégation des protéines de grand poids moléculaire comme
ABCAL) et de la Pan Cx43. Entre 20 et 80 ug de protéines furent introduits dans les puits
de gel de polyacrylamide. La concentration en acrylamide des gels de concentration et de
séparation était de 4 % et de 10 % respectivement. La migration fut effectuée a un voltage
de 120 V pendant environ 2 heures (tampon du gel séparateur: 1,0M Tris-0,5 M glycine;
tampon du gel d’entassement: 0,5M Tris-HCI pH 6,7; tampon d’électrode : 0.1M Tris,
0,15M glycine, 0,1 % SDS).

3.2.3.3 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Apres migration, les protéines séparées ont été transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Le transfert des protéines fut effectué¢ a 4 °C avec un courant de 300 mA
pendant 2 heures ou a 27 volts toute la nuit (Mini Transblot electrophoretic cell, Bio-Rad,
Mississauga, ON, Canada). Le tampon de transfert contenait 25mM Tris-HCI pH 8§,3; 150

mM glycine et 20 % (v/v) méthanol. Chaque membrane a été ensuite colorée au rouge de
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Ponceau (0,2 % rouge de Ponceau et 3 % TCA dans I’eau distillée) afin d’évaluer la qualité

du transfert et faciliter son découpage.

3.2.3.4 Immuno-buvardage des membranes

Les membranes ont été incubées une heure a 37 °C dans du PBS-lait écrémé 3 %
sauf lorsque I’anticorps anti-CD36 de M. Febbraio fut utilisé. Dans ce cas les membranes
furent incubées avec une solution 1% d’Immunoblot blocking reagent. Les membranes
furent a nouveau incubées dans du PBS-lait écrémé 3 % (ou 0,05 % de Immunoblot
blocking reagent pour le CD36) contenant la dilution appropriée de 1’anticorps dirigé contre
la protéine étudiée. La concentration utilisée pour chaque anticorps est indiquée dans le
Tableau 2. L’incubation a 4 °C durant toute la nuit était la condition optimum pour
I’ensemble des anticorps que nous avons utilisés a I’exception de la Pan Cx 43 qui fut
incubé une heure a la température ambiante. Les membranes furent lavées (4 fois 15
minutes) a la température ambiante avec agitation dans une solution de PBS-Tween-20;
0,05 % (PBST-0,05 %). Apres le dernier lavage, les membranes furent incubées dans du
PBS-lait écrémé 3 % (ou 0,05% de Immunoblot blocking reagent pour CD36) contenant le
deuxiéme anticorps appropri¢ couplé a la peroxydase a une dilution de 1:2 000 dans chaque
cas. Le temps d’incubation des membranes avec le 2e anticorps fut de 60 min a la
température ambiante. Les membranes furent lavées a nouveau avec du PBST-0,05 % (3
fois 15 minutes) puis avec du PBS seul pendant 15 minutes. Le complexe antigéne-
anticorps fut révélé avec la solution de chemiluminescence de Roche (Laval, QC, Canada)

(Lumi light plus Western blotting substrate ou BM chemiluminescence blotting substrate
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(POD)). La lumiere émise par 1’action de la peroxydase fut captée sur Film classique bleu

(EBA 45).

3.24 Dosage du cholestérol

3.2.4.1 Extraction des lipides

Les ITf et les STf furent homogénéisées et la concentration en protéines totales de
chaque homogénat fut mesurée par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Entre 60 et
80 pl de I’homogénat de chaque échantillon de ITf et de STf furent ajoutés a 5 ml
d’hexane/isopropanol (3:2) préalablement prélevés dans un tube en verre a bouchon (Screw
thread culture tube, 16 x 100 mm; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, E-U). Le mélange fut
ensuite mis en suspension au vortex a intervalles de temps réguliers de 5 min pendant 30
min. Ensuite les tubes furent centrifugés pendant 5 min a 4 °C a 2 000 rpm (250 g) (GS-6R
Beckman centrifuge (Mississauga, ON, Canada). La phase aqueuse occupe le fonds du tube
et le solvant organique le dessus. La phase organique contenant la fraction d’extrait
lipidique fut séparée dans un autre tube en verre gradué¢ de 15 ml et recouvert de papier
aluminium. Cinq ml du mélange hexane/isopropanol (3:2) furent ajoutés a la phase aqueuse
pour une deuxiéme extraction suivie d’une troisieme. Les fractions organiques issues des
trois extractions furent mises ensemble dans le tube en verre gradué, mélangé a I’aide d’un
vortex puis séparées en deux volumes égaux dans des tubes en verre gradués. Le contenu de
chacun des tubes fut séché par évaporation au nitrogene a 40 °C a 1’aide de N-EVAP

Nitrogen Evaporators (Organomation Associates, Inc. Berlin, MA). Le produit de
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I’extraction était sous forme de poudre blanchatre, en trés petite quantité, contenu au fonds

du tube.

3.2.4.2 Mesure de cholestérol total et du cholestérol libre

Les extraits de lipides ont servi au dosage de cholestérol total (CT) et du libre (CL)
de chaque échantillon. Pour ce faire, I’extrait de chaque tube fut dissout dans 25 pl
d’éthanol 100% puis les taux de CT et de CL furent mesurés par une technique
enzymatique en suivant le protocole du fabriquant de la trousse de dosage (Wako Chemical
USA Inc., Richmond, VA). Dans le cas du sérum, 5ul de chaque échantillon furent dosés
directement par la méme technique. Le taux de cholestérol estérifi¢ (CE) fut obtenu en
soustrayant la mesure du CL de celle du CT. Le CL et le CE sont exprimés en ug de
cholestérol/mg de protéines totales pour les ITf et les STf, et en mg de cholestérol/dl de

sérum pour le sang.

Validation de la technique d’extraction:

Nous avons effectué le dosage du CL et du CT contenu dans les produits des 4™ et

5°me extractions de ST de visons des mois d’aoit et de février dans lesquelles les taux de
CL et de CE ¢étaient respectivement maximales et minimales (Kabbaj et coll., 2003). Les
résultats du dosage que nous avons obtenus étaient semblables dans les 4™ et 5™
extractions dans les 2 échantillons de STf: [CT] = 0,6 pug cholestérol/mg protéines et [CL] =

0,19 pg cholestérol/mg protéines. Ces valeurs sont statistiquement négligeables comparées

aux résultats obtenus a partir du mélange des trois premiers extraits. A la lumiére de ces



65

résultats, nous avons retenu que la proportion de cholestérol non extraite a partir de la 4e

extraction était négligeable.

3.2.5 Immuno-marquage en microscopie optique

3.2.5.1 Préparation des tissus

Les testicules de souris furent fixés par la perfusion d’une solution de Bouin (75%
d’acide picrique supersaturé, 25% de formaline) contenant 5% d’acide acétique (Pelletier,
1995). Les testicules fixés furent déshydratés a 1’éthanol (70, 90 et 100%) et passés au
xyléne puis enrobés dans la paraffine. Des coupes de 5 a 7 um d’épaisseur ont été générées
au microtome et montées sur lames enduites de 3-aminopropyltriéthoxysilane pour

permettre une meilleure adhérence de la coupe a la lame.

3.2.5.2 Immuno-histochimie

Les lames furent déparaffinées dans deux bains successifs de xyléne pendant 10
min chacun puis ré-hydratées dans 1’éthanol (100, 90, 70 et 50%, 5 min par bain). Apres le
dernier bain d’éthanol (50%), les lames furent passées a 1’eau distillée pendant 5 min puis
au PBS pendant 10 min. Nous avons ensuite perméabilisé les coupes avec une solution de
citrate de sodium, 10 mM, pH 6,0 portée a 90°C pendant 8 min (Sarsfield et coll., 1996).
Pour bloquer I’activité peroxydase endogene du tissu, les lames ont été ensuite immergées
dans du PBS contenant 0,6% de H202 pendant 10 min avec agitation. Les lames furent
lavées dans du PBS puis dans du PBS contenant de Tween 0,1% (PBST 0,1%) pendant 5
min (Pelletier et coll., 1999b). Les coupes ont été ensuite saturées dans du PBS-lait 3%

pendant une heure a la température ambiante puis incubées avec 1’anticorps approprié dilué
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dans du PBS-lait 3% durant toute la nuit. Les concentrations d’anticorps utilisées étaient les
suivantes : anti-SRBI IgG purifié fait chez le lapin, 1:25; anti-SR-BI IgG purifié fait chez la
chevre, 1:50; anti-SR-BII IgG purifi¢ fait chez le lapin, 1:10; anti-CD36 IgG fait chez le
lapin (Laboratoire du Dr. Febbraio), 1:100; anti-ABCA1 IgG fait chez le lapin, 1:100.
Apres I’incubation avec le premier anticorps, les lames étaient lavées 4 fois dans du PBST
0.1% pendant 10 min a chaque fois et incubées avec le deuxiéme anticorps approprié
couplé a la biotine dilué a 1:2 000 dans du PBS-lait 0,5%. Aprés une heure d’incubation a
la température du laboratoire (environ 20 °C), les lames furent a nouveau lavées 4 fois dans
du PBST 0,1% puis incubées avec de la streptavidine conjuguée a la peroxydase diluée a
1:200 dans du PBS-lait 0,5% pendant une heure a la température ambiante. Ensuite, les
lames furent a nouveau lavées 4 fois dans du PBST 0.1% puis immergées dans une solution
de PBS 1X contenant 0,05% de DAB et 0,03% de H202 pendant 8-12 min a ’obscurité.
Une fois la coloration optimale obtenue, les lames furent lavées pendant 10 min a I’eau puis
les coupes furent déshydratées dans 1’éthanol (70, 90 et 100 %, 5 min par bain) puis dans
deux bains successifs de xyléne (10 min/bain) pour éliminer 1’éthanol. Apres le dernier bain
de xyléne, les lames furent rapidement montées, sans étre séchées, dans le Permount (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, E-U). Pour les contrdles négatifs, les lames furent incubées
directement avec le deuxiéme anticorps avant d’étre examinées au microscope. Les
photographies représentant trois expériences indépendantes furent prises au microscope
Zeiss Axiophot II (Zeiss, Jena, Germany) équipé d’une caméra. Les images furent captées

en utilisant le programme Northern Eclipse.
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3.2.6 Quantification des bandes immunoréactives et analyses statistiques

Nous avons numérisé les films de Western blots au scanner et 1’intensité relative
des bandes immunoréactives fut évaluée par densitométrie en utilisant le programme Scion
Image Software (Scion corporation, Frederick, MD, EU). La densité optique de chaque
bande fut mesurée trois fois. Un minimum de 3 expériences indépendantes fut réalisé pour
chacune des protéines analysées. Nous avons ensuite calculé la moyenne de toutes les
mesures obtenues pour chaque bande de chaque film. Pour le développement postnatal de
souris, nous avons divisé la moyenne de la densité optique obtenue pour chacun des ages a
I’intérieur d’une méme expérience par la densité optique moyenne de I’échantillon de 14
jours (14d). Pour les études effectuées chez les souris génétiquement déficientes, nous
avons utilisé¢ la chaine 1égeére de la myosine II non-musculaire (MLC) comme standard
interne. L’intensit¢ de la bande immunoréactive de la MLC variait peu dans tous les
¢échantillons des ITf et des STf de souris adultes mais pas durant le développement
postnatal. Pour cela, la partie inférieure (< 40 kDa) de la membrane de nitrocellulose de
chaque expérience fut découpée et incubée avec I’anticorps anti-MLC. Apres
quantification, nous avons divisé la densité¢ optique moyenne de la bande immunoréactive
de chaque protéine analysée par celle de la MLC correspondante a I’intérieur de chaque

expérience.

3.2.6.2  Analyses statistiques des données

Toutes les données furent analysées par le test t de Student en utilisant le

programme Sigma Plot 2001. Les résultats sont présentés sous forme de graphiques et



68

exprimés en moyenne = SEM (standard error of the mean). Les résultats de Western blot et

de PCR en temps réel sont exprimés en unités arbitraires.

Tableau 1: Amorces utilisées pour le PCR en temps réel

Genes GenBankTM

accession No

Forward primer

Reverse primer

Amplicon

size (bp)

SR-BII

HPRT-1

SR-BI  NM 016741

NM_007644

ABCAl NM_013454

CD36 L23108

NM_013556

GGCTGCTGTTTGCTGCG

AGAACGTAGAAGGACTGCCTGCTT

GTTTGGAGATGGTTATACAATAGTTGT

TTCTTCCAGCCAATGCCTTT

TGACACTGGCAAAACAATGCA

GCTGCTTGATGAGGGAGGG3’

TCGGGTATACAGAAGCCAGCGTTT

TTCCCGGAAACGCAAGTC

63

91

96

ATGTCTAGCACACCATAAGATGTACAGTT 110

GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

93

Tableau 2: Taux de dilution d’anticorps utilisés en Western blot

Anticorps Dilution Anticorps Dilution
SR-BI 1:2 000 Cx43 non phospho. 1:200
SR-BII 1:1 000 Cx50 1:250
ABCAI1 1:500 Cx46 1:500
CD36 1:1 000 Cx32 1:100
HSL 1:400 Cx30.2 1:200
HMG-CoA réd. 1:500 Cx26 1:100
ACATI1 1:500 Flotilline-1 1:250
ACAT2 1:250 Cavéoline-1 1:5 000
Pan Cx43 1:20 000 MLC 1:5 000
Cx43 phospho. 1:400




69

4. RESULTATS
4.1 Caractérisation des fractions enrichies en tissu interstitiel et en

tubules séminiféres générées sans enzymes digestives
4.1.1 Caractérisation morphologique des fractions enrichies

Les fractions enrichies en tubules séminifeéres (STT) étaient exemptes de résidus de
tissu interstitiel (Annexe 2, fig. 2B). La texture des STf était différente de celle des
fractions enrichies en tissu interstitiel (ITf) lesquelles avaient 1’aspect d’un réseau de tissu
conjonctif lache (Annexe 2, fig. 2A). Il n’y avait aucune trace de tubules séminiferes dans
les ITf. En revanche, les ITf étaient contaminées par des spermatides qui s’étaient

échappées de I’extrémité des tubules coupés durant I’isolation (Annexe 2, fig. 2A).

4.1.2 Avantages et désavantages d’une digestion enzymatique préalable

Notre objectif était de déterminer si I’enzyme collagénase utilisée pour I’isolation
des fractions enrichies affectait la détection des protéines dans les échantillons de STf et
d’ITf. A cette fin, nous avons analysé par Western blot les taux protéiniques de Cx43 et de
SR-BI dans les STf qui avait été préalablement exposées a la collagénase que nous avons
comparée a ceux provenant de STf qui n’avaient pas été exposées aux enzymes digestives.
Nous avons utilis€¢ un anticorps anti-Cx43 qui identifie les formes phosphorylées et non-
phosphorylées de la Cx43 et un autre anticorps qui identifie la forme glycosylée de SR-BI.
Nous avons obtenu quatre bandes immunoréactives de 42-, 43-44- et 45- kDa de Cx43 dans

les STT isolées sans enzyme (Annexe 2, fig. 3A). Dans les STf isolées avec des enzymes,
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seulement deux bandes immunoréactives de 42- et 43 kDa de Cx43 furent détectées, avec
une intensité plus faible que celle obtenue dans les STf isolées sans enzyme (Annexe 2, fig.
3A). Il en était de méme pour la bande immunoréactive de la forme glycosylée de 85 kDa
de SR-BI (Annexe 2, fig. 3B). Par contre, I’intensité¢ de la bande immunoréactive de la
chaine légeére de la myosine II non-musculaire (MLC) n’était pas significativement

différente dans les STf isolées avec ou sans enzymes (Annexe 2, fig. 3 A et B).

4.2 KEtudes des transporteurs sélectifs de cholestérol au cours du
développement postnatal chez la souris normale

L’objectif de cette étude était de déterminer la corrélation temporelle dans
I’expression de la protéine et de ’ARNm des transporteurs sélectifs SR-BI, SR-BII, CD36
et ABCALI et la variation du taux de CL et CE dans les ITf et les STf. Les mesures furent
effectuées & tous les sept jours durant le développement postnatal, depuis le 14°™ jour

Oiéme

apres la naissance jusqu’au 6 (age adulte).

4.2.1 SR-BI et SR-BII

4.2.1.1 Validation des analyses de Western blot et de PCR

4.2.1.1.1 Western blot

Nous avons détecté une bande immunoréactive de forte intensité de 85 kDa
correspondant a la forme glycosylée de SR-BI dans les ITf et les STf de souris SR-BI+/+
mais pas dans les échantillons de souris SR-BI-/- (fig. 1A). Par contre, les bandes

d’intensité plus faible de 110- et 240 kDa étaient détectées a la fois dans les échantillons de
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souris SR-BI+/+ et SR-BI-/- (fig. 1A). Aucune autre bande immunoréactive, pouvant
correspondre a la forme non-glycosylée (52 kDa) ou a des oligoméres de SR-BI, n’a été
détectée (fig. 1A).

SR-BII: Plusieurs bandes immunoréactives de forte intensité de SR-BII étaient
détectées dans les ITf et les STf de souris SR-BI+/+ (fig. 1B). Cependant, seule une bande
de 85 kDa apparaissait avec une intensité plus faible dans les échantillons d’ITf et de STf
de souris SR-BI-/- que dans ceux de souris SR-BI+/+ (fig. 1B). Cette bande correspond a la
forme glycosylée de SR-BII de 85 kDa. Toutes les bandes immunoréactives détectées dans
les échantillons de souris SR-BI+/+ en utilisant I’anticorps anti-SR-BII ¢étaient aussi
détectée dans ceux de souris SR-BI-/- (fig. 1B).

MLC: Pour quantifier les analyses de Western blot, nous avons cherché une
protéine de référence dont le taux d’expression n’était pas affecté par les conditions
expérimentales. Nous avons testé la B-actine, la B-tubuline, la vimentine et la MLC sur des
échantillons d’ITf et de STf de souris SR-BI-/-, CD36-/- et HSL-/- et leurs contrdles
sauvages respectifs. Seule I'intensité de la bande immunoréactive de MLC n’était pas
affectée par la suppression génétique de SR-BI (fig. 1C). Les résultats indiqués dans la
figure 1C sont semblables a ceux obtenus a partir des échantillons de souris CD36-/- et

HSL-/- et de leurs contrdles sauvages respectifs.

4.2.1.1.2 PCR en temps réel et digestion limitée de SR-BII

Par la technique de PCR en temps réel, nous avons détecté I’ARNm de SR-BI dans
les STf de souris SR-BI+/+ mais pas dans les STf de souris SR-BI-/- (fig. 1D). L’ARNm de

SR-BII a été détecté non seulement dans les échantillons de STf de souris SR-BI+/+ mais
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¢galement dans celles de souris SR-BI-/- (fig. 1D). Toutefois, nous avons observé une
baisse significative (P<0.02) de ’ARNm de SR-BII dans les STf de souris SR-BI-/-
comparativement aux souris SR-BI+/+ (fig. 1D).

Afin de vérifier la spécificité du produit de PCR de SR-BII, nous avons effectué¢
une digestion limitée de ce produit en utilisant une enzyme digestive, la Pstl, qui clive
spécifiquement le transcrit de SR-BII de 93 paires de bases (bp) en deux sous-produits de
44- et 49 bp (Fodor, 1978). Aprées digestion, le produit initial de 93 bp de SR-BII fut
substitué par un produit d’environ 49 bp correspondant aux produits de clivage (fig. 1E). Ce

résultat confirme que le transcrit mesuré par le PCR en temps réel correspondait a SR-BII.

4.2.1.2 Expression de SR-BI et SR-BII dans différents tissus de souris normales

L’intensité de la bande immunoréactive de 85 kDa de SR-BI était plus forte dans
le foie puis dans les ITf, les STf et ’hypophyse antérieure (fig. 2). Le cceur, le rein et le
cerveau ne contenaient que des traces de la protéine SR-BI (fig. 2).

L’intensité de la bande immunoréactive de 85 kDa de SR-BII était plus élevée
dans les ITf puis dans les STT, le foie, le cerveau, I’hypophyse antérieure et le coeur (fig. 2).

Le rein ne contenait que des traces de la protéine SR-BII (fig. 2).

4.2.1.3 SR-BI et SR-BII dans les ITf et STf de souris normales durant le

développement

4.2.1.3.1 ITf
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Le niveau d’expression de ’ARNm de SR-BI était bas du 14°™ jour au 28“™ jour
puis augmentait de facon significative (P<0,05) au 35ieme jour (fig. 3Aa). Ce niveau élevé
¢était maintenu jusqu’a 1’age 1’adulte (fig. 3Aa).

Le profil du taux de variation de la protéine SR-BI durant le développement était
semblable a celui de ’ARNm excepté que 1’augmentation significative de la protéine
(P<0,05) précédait celle de ’ARNm a 28 jours (fig. 3Ba).

Les taux de ’ARNm (fig. 3Ab) et de la protéine de SR-BII (fig. 3Bb) ne variaient

pas de facon significative durant le développement.

4.2.1.3.2 STf

L’ARNm de SR-BI était bas du 14°™ jour au 28“™ jour, puis augmentait

(P<0,001) avec la complétion de la spermatogenése au 35°™

jour avant de diminuer de
fagon significative (P<0,05) au 42°™ jour (fig. 3Ca).

Le taux de la protéine SR-BI augmentait de fagon significative (P<0,05) a 28 jours,
demeurait ¢élevé a 35 jours et 42 jours mais diminuait significativement (P<0,005) chez
I’adulte & un niveau inférieur a celui de souris agées de 21 jours (fig. 3Da).

Les taux de ’ARNm (fig. 3Cb) et de la protéine de SR-BII (fig. 3Db) ne variaient

pas de facon significative durant le développement.

4.2.1.4 Immuno-histochimie chez la souris adulte

SR-BI: La protéine SR-BI était localisée dans la membrane plasmique et le

cytoplasme des cellules de Sertoli (fig. 4A), I’acrosome des spermatides (fig. 4B) et dans la
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membrane plasmique des cellules de Leydig (fig. 4C). Les cellules germinales en apoptose
¢taient fortement marquées (fig. 4B).
SR-BII: La protéine SR-BII était essentiellement localisée dans le cytoplasme des

cellules de Sertoli (fig. 4D) et ’acrosome des spermatides arrondies (fig. 4E).

4.2.2 CD36

4.2.2.1 Analyses de Western blot et de PCR
4.2.2.1.1 Western blot

Nous avons analysé I’expression de la protéine CD36 dans les STf et les ITf en
utilisant le poumon (Guthmann et coll., 1999) comme contréle positif. Aucun des cinq
anticorps commerciaux que nous avons testés n’a révélé de bande spécifique de CD36 dans
les échantillons. A 1’opposé, ’anticorps anti-CD36 du Dr Febbraio détectait une bande
immunoréactive unique de 88 kDa dans 1’échantillon de poumon, d’ITf et de STf de souris
CD36+/+ qui était absente dans les échantillons de souris CD36-/- (fig. 5A). Aucune autre
bande immunoréactive correspondant a la forme non-glycosylée (53 kDa) ou a des
oligomeres (120-, 170 kDa) de CD36 n’était identifiée (fig. SA).

A la lumiére de ces résultats, nous avons décidé d’utiliser I’anticorps anti-CD36 du
Dr Febbraio pour toutes les analyses de Western blot et d’immuno-histochimie de CD36.
Seule la bande immunoréactive de 88 kDa de CD36 fut prise en compte dans nos résultats

de Western blot.
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4.2.2.1.2 PCR semi-quantitative et PCR en temps réel

Nos analyses de PCR semi-quantitatif (fig. 5B) et de PCR en temps réel (fig. 5C)
ont détecté le transcrit du géne CD36 dans les STf de souris CD36+/+ mais pas dans les
STf de souris CD36-/-. Ceci est une confirmation des résultats que nous avons obtenus par

les analyses de Western blot.

4.2.2.2 CD36 dans les ITf et STf de souris normales durant le développement
4.2.2.2.1 ITf

Les variations du taux d’expression de ’ARNm et de la protéine CD36 étaient

semblables (fig. 6A): elles augmentaient du 14°™ au 42™ jour et diminuaient de fagcon
significative (P<0,05) chez I’adulte pour atteindre des niveaux comparables a ceux obtenus

chez les souris de 14 jours (fig. 6A).

4.2.2.2.2 STf

Le taux d’expression de ’ARNm et de la protéine de CD36 était faible du 14°™
au 35°™ jour (fig. 6B). Ensuite, PARNm (P<0,02) et la protéine (P<0,005) de CD36
augmentaient de fagon significative une premicre fois a 42 jours puis une seconde fois chez

I’adulte (fig. 6B).

4.2.2.3 Immuno-histochimie chez la souris adulte

La protéine CD36 était localisée dans le cytoplasme et a la membrane des cellules

de Sertoli et des cellules du tissu interstitiel (fig. 7).
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4.2.3 ABCAl

4.2.3.1 ABCALI dans les ITf et STf de souris normales durant le développement

4.2.3.1.1ITf

Les niveaux d’expression de I’ARNm et de la protéine ABCA1 ne variaient pas de

facon significative (fig. 8A).

423.1.2 STf

Les niveaux de I’ARNm et de la protéine d’ABCA1 tendaient a augmenter du
14°™ jour au 42°™ jour (fig. 8B). Chez I’adulte en revanche, ’ARNm d’ABCAI
augmentait de fagon significative (P<0,05) alors que le taux de la protéine diminuait de

facon significative (P<0,005) (fig. 8B).

4.2.3.2 Immuno-histochimie chez la souris adulte

La protéine ABCALI était localisée dans la région basale des cellules de Sertoli,
dans le cytoplasme et a la membrane plasmique. L’acrosome des cellules germinales et le

cytoplasme des cellules du tissu interstitiel étaient aussi marqués (fig. 9).

4.2.4 Cholestérol libre et estérifié dans les I'Tf, les STf et le sérum durant le

développement

ITf: Les taux de CL et de CE ne variaient pas de fagon significative (fig. 10A).
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STf: Le taux de CL variait peu tandis que celui du CE augmentait de fagon
significative (P<0,05) a 35 jours puis diminuait significativement (P<0,01) a 42 jours (fig.
10B).

Sérum: Le taux de CL variait peu du 14°™ au 42°™ jour mais il baissait
significativement (P<0,05) chez I’adulte (fig. 10C).

Le taux de CE augmentait significativement (P<0,05) a 21 jours puis a nouveau a

35 jours (P<0,01) avant de tendre a la baisse a 42 jours et chez I’adulte (fig. 10C).

4.3 Etude chez les souris génétiquement déficientes en SR-BI, CD36 et

HSL

Cette étude avait pour but de déterminer si la suppression du géne d’une enzyme
(HSL) ou de celui d’un transporteur sélectif de cholestérol (SR-BI ou CD36) était
compensée et comment cette suppression affectait le taux de CL et de CE dans les ITf et les
STf. Pour cela, nous avons mesuré l’expression de ’ARNm et de la protéine des
transporteurs sélectifs de cholestérol (SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCA1) et I’expression de
la protéine des enzymes du métabolisme de cholestérol (HSL, HMG-CoA réd., ACATI1 et
ACAT?2) dans les ITf et les STf de souris SR-BI-/-, de souris CD36-/- et de souris HSL-/-
que nous avons comparée a leurs contrdles sauvages respectifs. Les mesures de I’ARNm
des enzymes du métabolisme du cholestérol ont été réalisées par une étudiante graduée

dans un autre projet et ne seront pas présentées ici.
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4.3.1 Souris génétiquement déficientes en transporteurs sélectifs de

cholestérol SR-BI et CD36

4.3.1.1 Souris SR-BI-/-
4.3.1.1.1 Expression de SR-BII, CD36 et ABCAI dans les ITf et les STf de souris SR-BI

+/+ et SR-BI-/-
43.1.1.1.1 ITf

Le niveau d’expression de ’ARNm de SR-BII (P<0,01) et de celui de CD36
(P<0,02) étaient significativement plus bas chez les souris SR-BI-/- que chez les souris SR-
BI+/+ (fig. 11Aa). Par contre, celui d’ABCAL était significativement augmenté (P<0,005)
chez les souris SR-BI-/- par rapport aux souris SR-BI+/+ (fig. 11Aa).

Les taux d’expression des protéines SR-BII (P<0,05) et ABCA1 (P<0,01) étaient
plus bas chez les souris SR-BI-/- que chez les souris SR-BI+/+ (fig. 11Ab). A I"opposée, le
taux d’expression de CD36 (P<0,05) était plus élevé chez les souris SR-BI-/- que chez les

souris SR-BI+/+ (fig. 11Ab).

4.3.1.1.1.2 STf

Les niveaux d’expression de ’ARNm de SR-BII (P<0,02) et de CD36 (P<0,005)
étaient significativement plus bas chez les souris SR-BI-/- comparé¢ a les souris SR-BI+/+
alors que celui de I’ABCA1 plus élevé (P<0,0005) (fig. 11Ba).

Les niveaux d’expression de la protéine SR-BII (P<0,05) et de ’ABCAT1 (P<0,01)

étaient significativement plus bas chez les souris SR-BI-/- comparés aux souris SR-BI+/+
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(fig. 11BDb). Les niveaux d’expression de la protéine CD36 étaient semblables dans les deux

groupes de souris (fig. 11Bb).

4.3.1.1.2 Expression de la HSL, HMR-CoA réd., ACATI et ACAT2 dans les ITf et STf

de souris SR-BI +/+ et SR-BI-/-
4.3.1.1.2.1 ITf

Le niveau d’expression protéinique de la HSL était significativement plus élevé
(P<0,005) chez les souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+ tandis que celui de
I’ACATI était significativement plus bas (P<0,001) (fig. 12A). Les niveaux d’expression
de la protéine HMG-CoA réd. et ACAT2 chez les souris SR-BI-/- étaient comparables a

ceux mesurés chez les souris SR-BI+/+ (fig. 12A).

4.3.1.1.2.2 STf

L’expression de la protéine HSL était significativement plus élevée (P<0,005)
chez les souris SR-BI-/- que les souris SR-BI+/+ (fig. 12B). En revanche, I’expression de
I’ACAT1 (P<0,001) et celle de ’ACAT2 (P<0,01) étaient significativement plus basses
chez les souris SR-BI-/- que chez les souris SR-BI+/+ (fig. 12B). L’expression de la HMG-
CoA réd. chez les souris SR-BI-/- était comparable a celle mesurée chez les souris SR-

BI+/+ (fig.12B).

4.3.1.1.3 Cholestérol libre et estérifié¢ dans les ITf, les STf et le sérum de souris SR-

BI+/+ et SR-BI-/-
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Dans les ITf, le taux de CL chez les souris SR-BI-/- était comparable a celui
mesuré¢ chez les souris SR-BI+/+ tandis que celui du CE était significativement plus bas
(P<0,0005) chez les souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+ (fig. 13A).

Les taux de CL et de CE ¢étaient comparables dans les STt de souris SR-BI-/- et
SR-BI+/+ (fig. 13B).

Dans le sérum, le taux de CL était significativement plus haut (P<0,0001) et celui
du CE plus bas (P<0,02) chez les souris SR-BI -/- comparées aux souris SR-BI+/+ (fig.

13C).

4.3.1.2  Souris CD36-/-
4.3.1.2.1 Expression de SR-BI, SR-BII et ABCAI dans les ITf et STf de souris CD36

+/+ et CD36-/-
43.1.2.1.1 ITf

Seul le niveau d’expression de I’ARNm de SR-BI était significativement plus bas
(P<0,02) chez les souris CD36-/- comparé¢ aux souris CD36+/+ (fig. 14Aa). Les taux de
I’ARNm de SR-BII et ceux de I’ABCA1 ne différaient pas significativement dans les deux
groupes de souris (fig. 14Aa).

Le niveau d’expression des protéines SR-BI (P<0,05) et SR-BII (P<0,05) était
significativement plus élevé chez les souris CD36-/- que chez les souris CD36+/+ alors
celui de ’ABCA1 n’était pas significativement différent chez les deux groupes de souris

(fig. 14Ab).
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43.1.2.1.2 STf

Le niveau d’expression de ’ARNm de SR-BI (P<0,002) et de I’ABCA1 (P<0,05)
¢tait plus bas chez les souris CD36-/- que chez les souris CD36+/+ (fig. 14Ba). Le taux
d’expression de I’ARNm de SR-BII n’était pas significativement différent dans les deux
groupes de souris (fig. 14Ba).

Les taux d’expression des protéines SR-BI (P<0,0001), SR-BII (P<0,05) et
ABCA1 (P<0,02) étaient significativement plus élevés chez les souris CD36-/- que chez les

souris CD36+/+ (fig. 14Bb).

4.3.1.2.2 Expression de la HSL, HMR-CoA réductase, ACATI et ACAT?2 dans les ITf

et STf de souris CD36 +/+ et CD36-/-
4.3.1.2.2.1 ITf
Seule I’expression de la protéine ACATI1 était significativement plus élevée
(P<0,005) chez les souris CD36-/- comparée aux souris CD36+/+ (fig. 15A). Les taux

d’expression des protéines HSL, HMG-CoA réd. et ACAT2 n’étaient pas significativement

différents dans les deux groupes de souris (fig. 15A).

43.1.2.2.2 STf

Le niveau d’expression de la protéine HSL était significativement plus bas
(P<0,02) tandis que celui de ’ACAT]1 était significativement plus élevé (P<0,05) chez les

souris CD36-/- que chez les souris CD36+/+ (fig. 15B). Par contre, les niveaux
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d’expression de la HMG-CoA réd. et d’ACAT2 n’étaient pas significativement différents

dans les deux groupes (fig. 15B)

4.3.1.2.3 Cholestérol libre et estérifié dans les ITf, les STf et le sérum de souris

CD36+/+ et CD36-/-

Les taux de CL et de CE n’étaient pas significativement différents dans les ITf

(16), les STf (16B) et le sérum (16C) de souris CD36-/- comparés aux souris CD36+/+.

4.3.2 Souris génétiquement déficientes en HSL

4.3.2.1 Expression de SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCA1 dans les ITf et STf de souris
HSL+/+ et HSL-/-

4.3.2.1.1 ITf

L’ARNm de SR-BI (P<0,05) et de CD36 (P<0,005) étaient significativement plus
bas chez les souris HSL-/- que chez les souris HSL+/+ (fig. 17Aa). Par contre, le taux
d’ARNm de SR-BII et celui de ’ABCA1 n’étaient pas significativement différents dans les
deux groupes de souris (fig. 17Aa).

Les taux de protéine de SR-BI (P<0,05) et de ’ABCA1 (P<0,0005) étaient
significativement plus élevés chez les souris HSL-/- chez les souris HSL+/+ (fig. 17 Ab).
Le taux de CD36 était significativement plus bas (P<0,05) chez les souris HSL-/- comparé
a aux HSL+/+ alors que celui de SR-BII n’était pas significativement différent dans les

deux groupes (fig. 17Ab).
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43.2.1.2 STf

Le taux d’ARNm de SR-BII était deux fois plus élevé (P<0,0005) tandis que celui
de CD36 deux fois moindre (P<0,05) chez les souris HSL-/- que chez les souris HSL+/+
(fig. 17Ba). Les taux d’ARNm de SR-BI et d’ABCAIl ne différaient pas de fagon
significative chez les souris HSL-/- et HSL+/+ (fig. 17Ba).

Les taux de protéine de SR-BI (P<0,05) et de ’ABCA1 (P<0,001) étaient
significativement plus élevés chez les souris HSL-/- que chez les souris HSL+/+ (fig.
17Bb). En revanche, les taux de SR-BII et de CD36 n’étaient pas significativement

différents dans les deux groupes (fig. 17Bb).

4.3.2.2 Expression de la HMG-CoA réd., ACAT1 et ACAT2 dans les ITf et STf de
souris HSL+/+ et HSL-/-

4.3.2.2.1 ITf
Les taux protéiniques de la HMG-CoA réd. et d’ACATI étaient significativement
plus élevés (P<0,005) chez les souris HSL-/- que chez les souris HSL+/+ (fig. 18A).

Cependant, le taux d’ACAT2 n’était pas significativement différent dans les deux groupes

(fig. 18A).

4.3.2.2.2 STf
Le niveau d’expression de la protéine HMG-CoA réd. (P<0,01) et de ’ACATI1
(P<0,005) était significativement plus élevé dans les STf HSL-/- comparé aux STf HSL+/+.

A T’opposé, le niveau d’expression de la protéine ACAT2 était significativement plus bas

(P<0,005) dans les STt de souris HSL-/- compar¢ a celles de souris HSL+/+ (fig. 18B).



84

4.3.2.3 Taux de cholestérol libre et estérifié¢ dans les ITf, les STf et le sérum de souris

HSL+/+ et HSL-/-

Le taux de CL n’était pas significativement différent dans les ITf de souris HSL-/-
et HSL+/+ alors qu’il était significativement plus ¢élevé (P<0,05) dans les STf de souris
HSL-/- que chez les souris HSL+/+ (fig. 19A). Le taux de CE était significativement plus
¢levé dans les ITf (P<0,01) et les STf (P<0,005) de souris HSL-/- comparés aux souris
HSL+/+ (fig. 19B). Les niveaux de CL (P<0,001) et CE (P<0,02) étaient significativement

plus ¢élevés dans le sérum de souris HSL-/- que dans celui de souris HSL+/+ (fig. 19C).

4.4 Etude des transporteurs sélectifs de cholestérol chez les visons et
mesure du taux de cholestérol

Nous avons publi¢ en 2006 un article dans la revue «Journal of Lipid Research»
(Akpovi et coll., 2006) sur les résultats des travaux que j’ai réalisés durant mes études de
maitrise et sur certains résultats générés dans le cadre de mes études de doctorat. Voici ces

résultats:

4.4.1 Mesure du taux protéinique des transporteurs sélectifs de cholestérol

dans les STf

SR-BI: Le taux protéinique de SR-BI était significativement plus élevé (P<0,02)
chez les visons atteints d’orchite autoimmune (AIO) spontanée que chez les visons

normaux du mois de février (Annexe 1, fig. 8). En revanche, les niveaux d’expression de
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SR-BI ne différaient pas de fagon significative chez les visons orchitiques et les visons
normaux en mars et juillet (Annexe 1, fig. §).

SR-BII: Les taux d’expression de SR-BII n’étaient pas significativement différents
chez les visons orchitiques et les visons normaux en février (Annexe 1, fig. 8). En
revanche, SR-BII était significativement plus bas (P<0,02) en mars mais significativement
plus élevé (P<0,05) en juillet chez les visons orchitiques que chez les visons normaux
(Annexe 1, fig. 8).

CD36: Le niveau d’expression de CD36 n’était pas significativement différent
chez les visons orchitiques et les visons normaux en février (fig. 20A). Par contre, CD36
était significativement plus bas (P<0,02) en mars alors qu’il était significativement plus
¢levé (P<0,05) en juillet chez les visons orchitiques que chez les visons normaux (fig.
20A).

ABCAI1: Le niveau protéinique d’ABCA1 n’était pas significativement différent
chez les visons orchitiques et les visons normaux en février (fig. 20B). En revanche,
ABCALI était significativement plus élevé (P<0,05) chez les visons orchitiques que chez les
visons normaux en mars. En juillet, ABCAT1 était significativement plus bas (P<0,005) chez

les visons orchitiques que chez les visons normaux (fig. 20B).

4.4.2 Cholestérol libre et estérifié chez les visons normaux et orchitiques

4.4.2.1 Visons normaux

4.4.2.1.1 ITf
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Développement: Le taux de CE augmentait du 60°™ jour au 150°™ avant de
baisser significativement (P<0,05) a 180 jours alors que le taux de CL ne variait pas de
facon significative (Annexe 1, fig. 7).

Cycle reproductif saisonnier: Les taux de CL et de CE ¢étaient plus bas de

décembre a mars que durant le reste du cycle reproductif annuel (Articlel, fig. 7).

4.4.2.1.2 STf

Développement: Les taux de CL et de CE ne variaient pas de fagon significative
(Articlel, fig. 7).

Cycle reproductif saisonnier: Le taux de CE était élevé d’aolit & novembre avant
de baisser significativement (P<0,05) en décembre puis demeurait bas jusqu’en mars. Il
augmentait ensuite significativement (P<0,02) en avril au niveau atteint en aolit avant de
baisser significativement (P<0,01) en mai (Articlel, fig. 7). Le taux de CL ne variait pas de

facon significative durant le cycle reproductif annuel (Annexe 1, fig. 7).

4.4.2.2 Visons orchitiques

Le taux de CL n’était pas significativement différent dans les STf de visons
orchitiques et de visons normaux de février, mars et juillet (Articlel, fig. 8). De méme, le
taux de CE n’était pas significativement différents entre les deux groupes de visons en
février et juillet mais il était significativement plus élevé chez les visons orchitiques que

chez les visons normaux en mars (P<0,05) (Annexe 1, fig. 9).
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4.5 Etude des transporteurs sélectifs et des enzymes du métabolisme

du cholestérol dans les STf de souris NPC1+/+ et NPC1-/-

Le Niemann-Pick type C1 (NPC1) effectue le transport intracellulaire du
cholestérol des compartiments endosome/lysosome vers d’autres organites qui utilisent le
cholestérol (Ko et coll., 2001). La déficience en NPC1 provoque une accumulation du
cholestérol dans les lysosomes (Ko et coll., 2001) et il a été rapporté que les souris males et
femelles NPCI1-/- étaient infertiles (Erickson et coll., 2002; Fan et coll., 2006). Dans notre
étude, nous avons examiné si les causes de I’infertilité¢ rapportée chez les souris males
NPC1-/- entrainaient un déréglement du métabolisme du cholestérol testiculaire et des
changements dans 1’expression de la protéine des facteurs enzymatiques (HSL, HMG-CoA
Réd., ACATI1 et ACAT2) et non-enzymatiques (SR-BI, SR-BII, ABCA1 et CD36) et dans
les taux de CL et de CE dans les STf des souris NPC1-/-.

Les taux protéiniques de SR-BI (P<0,02) et d’ABCA1l (P<0,05) ¢taient
significativement plus élevés chez les souris NPC1-/- que chez les souris NPC1+/+ (fig.
21A). En revanche, les taux protéiniques de SR-BII n’étaient pas significativement
différents chez les souris NPC1-/- et NPC1+/+ (fig. 21A).

Les niveaux d’expression des protéines HMG-CoA réd. (P<0,05), ACATI
(P<0,01) et ACAT2 (P<0,02) étaient significativement plus élevés chez les souris NPC1-/-
que chez les souris NPC1+/+ (fig. 21B). Par contre, les taux protéiniques de la HSL
n’étaient pas significativement différents chez les souris NPC1-/- et les souris NPC1+/+

(fig. 21B).
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Le taux de CL était deux fois plus élevé (P<0,01) chez les souris NPC1-/- que chez
les souris NPC1+/+ (fig. 21C). Le taux de CE quant a lui était environ 10 fois plus élevé

(P<0,005) chez les souris NPC1-/- que chez les souris NPC1+/+ (fig. 21C).

4.6 Etude de protéines de jonctions lacunaires chez la souris

La protéine SR-BI est exprimée dans la membrane plasmique ou elle médie
I’influx et ’efflux du cholestérol (Yancey et coll., 2000). Cette fonction est rendue possible
par la localisation de la protéine dans des microdomaines de la membrane plasmique riches
en cholestérol tels que les radeaux lipidiques «rafts» et les cavéoles (Peng et coll., 2004).
Nous avons test¢ 1’hypothése que la suppression génétique de SR-BI entrainerait un
changement dans I’expression des protéines de jonctions lacunaires entre cellules de Sertoli
et entre cellules de Sertoli et cellules germinales. Nous avons basé notre hypothése sur le
fait qu’un changement du taux de cholestérol membranaire, causé¢ par la suppression
génétique de SR-BI, pourrait entrainer des changements dans 1’expression des protéines
constituant ces jonctions lacunaires. Nous avons mesuré l'expression de Cx26, Cx30.2,
Cx32, Cx43, Cx46 et Cx50, ainsi que la flotilline-1 et la cavéoline-1, qui sont associées aux
radeaux lipidiques, dans les STf de souris normales et de souris génétiquement déficientes

en SR-BI.

4.6.1 Quantification des taux protéiniques de différentes connexines dans les

STTf de souris normales durant le développement
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Cx26: L’expression de la Cx26 était faible a 14 jour puis augmentait de fagon
significative (P<0,02) au 21°™ jour (fig. 22) mais diminuait significativement (P<0,05)
chez I’adulte (fig. 22).

Cx30.2: Nous n’avons détecté que des traces de Cx30.2 dans les STf du 14°™ jour
et du 21°™ jour (fig. 22). Le niveau de Cx30.2 augmentait ensuite de fagon significative
d’abord a 28 jours (P<0,01) puis une seconde fois a 35 jours (P<0,05) avant de baisser
significativement (P<0,005) chez I’adulte (fig. 22).

Cx31: Le taux protéinique de la Cx31 était bas durant la période pré-puberte mais
augmentait au cours du développement pour atteindre son niveau maximal chez I’adulte
(fig. 22).

Cx32: Le taux protéinique de la Cx32 ne variait pas de fagon significative durant
le développement (fig. 22).

Cx46: Le niveau d’expression de la Cx46 était le plus bas a 14 jours jour puis
augmentait progressivement au cours du développement (fig. 22).

Cx50: Le taux d’expression de la Cx50 augmentait progressivement au cours du
développement et ce de fagon significative (P<0,01) a 42 jours avant de baisser
significativement (P<0,002) chez I’adulte (fig. 22).

Pan Cx43: Le niveau d’expression de la Pan Cx43 était le plus élevé a 14 jours
puis diminuait progressivement jusqu’a I’age adulte ou il atteignait son niveau le plus bas
(fig. 22). Cette baisse était significative (P<0,05) a 28 jours (fig. 22).

Cx43 phosphorylée en sérine 368: Le taux protéinique de la Cx43 phosphorylée en

sérine 368 était le plus élevé a 14 jours puis baissait significativement a 21 jours (P<0,002),
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a 28 jours (P<0,02) et a 35 jours (P<0,05) ou le taux le plus bas était atteint (fig. 22). Ce
niveau bas était maintenu a 42 jours et chez I’adulte (fig. 22).

Cx43 non-phosphorylée en sérine 368: Le taux d’expression de la Cx43 non-
phosphorylée en sérine 368 était le plus élevé a 14 jours et 21 jours avant de baisser
significativement (P<0,005) a 35 jours (fig. 22) puis demeurait inchangé durant le reste du

développement et chez 1’adulte (fig. 22).

4.6.2 Quantification des taux protéiniques de différentes connexines dans les

STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

Le niveau d’expression de la Cx-26, -30.2, -46 et Pan Cx43 n’était pas
significativement différent chez les souris SR-BI-/- et les souris SR-BI+/+ (fig. 23A).
Cependant, le niveau d’expression de la Cx32 était significativement plus élevé (P<0,02)
tandis que celui de la Cx50 était significativement plus bas (P<0,05) chez les souris SR-BI-
/- que chez les souris SR-BI+/+ (fig. 23A). Bien que le niveau d’expression de la Pan Cx43
ne différait pas de fagon significative chez les souris SR-BI-/- et les souris SR-BI+/+, le
taux de la Cx43 non-phosphorylée en sérine 368 était significativement plus élevé
(P<0,005) tandis que celui de la Cx43 phosphorylée en sérine 368 était significativement

plus bas (P<0,02) chez les souris SR-BI-/- que chez les souris SR-BI+/+ (fig. 23B).
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4.6.3 Quantification des taux protéiniques de cavéoline-1 et de flotilline-1

dans les STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

Le niveau d’expression de la cavéoline-1 ¢était significativement plus élevé
(P<0,005) chez les souris SR-BI-/- que les souris SR-BI+/+ tandis que celui de la flotilline-

1 était significativement plus bas (P<0,05) dans le premier groupe de souris que dans le

second (fig. 24).
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Tableau 3: Résumé des analyses de I’ARNm, de la protéine et du cholestérol libre et

estérifi¢ dans les ITf de souris SR-BI-/-, CD36-/- et HSL-/- comparées aux souris normales

Paramétres
mesureés

Observations [ ARNm (f)/Protéines ( *)]

SR-BI-/-

CD36-/-

HSL-/-

SR-BI

| 1

SR-BII

CD36

ABCA1

J
J

!
|
!

HSL

HMG-CoA Réd.

ACAT1

ACAT2

CL

CE

!
|
|

Ly pb= 1]

!
[
!

— : Paramétre invariable dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type

T : Parameétre augmenté dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type

J/ : Paramétre diminué dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type

— : Parameétre non mesuré

CL: cholestérol libre; CE: cholestérol estérifié.



93

Tableau 4: Résumé des analyses de I’ARNm, de la protéine et du cholestérol libre et

estérifi¢ dans les STf de souris SR-BI-/-, CD36-/- et HSL-/- comparées aux souris

normales
Paramatres Obscrvations [ ARNm ($)/Protéines (4]
mesures SR-Bl-/- | CD36-/- | HSL-/- NPC1-/-

SR-BI . T —= 1 |
SR-BII A A I = =
CD36 , | = —
ABCA1 L1 1= |
HSL ! ! — —
HMG-CoA Réd. — — 1 "
ACAT1 ! 1 1

ACAT2 ! — |

cL — — 1

CE - — 1

: Paramétre invariable dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type
: Parameétre augmenté dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type

: Paramétre diminué dans les échantillons de souris knockout comparé au Wild type

(——)J,

— : Parametre non mesuré

CL: cholestérol libre; CE: cholestérol estérifié.
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Figure 1: Etude de la spécificité des anticorps et sondes de SR-BI et SR-BII

Trente ug de protéines d’homogénat d’ITf et de STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-
/- furent soumises a une analyse de Western blot en utilisant un anticorps dirigé contre le
SR-BI et un autre contre le SR-BII. Les résultats ont révélé une bande immunoréactive de
85 kDa de SR-BI dans les échantillons d’ITf et STf de souris SR-BI+/+ qui n’était pas
détectée dans les échantillons de souris SR-BI-/- (A). Les analyses de SR-BII ont révélé
plusieurs bandes immunoréactives. Toutefois, I’intensité d’une seule bande immunoréactive
de 85 kDa baissait significativement dans les échantillons de souris SR-BI-/- comparée aux
échantillons de souris SR-BI+/+ (B). L’intensité de la bande immunoréactive de la chaine
légére de la myosine II non-musculaire (MLC) n’était pas affectée par la suppression
génétique de SR-BI (C). Les analyses de PCR en temps réel ont détecté I’ARNm de SR-BI
dans les échantillons de STf de souris SR-BI+/+ mais pas dans ceux de souris SR-BI-/-. Par
contre, I’ARNm de SR-BII fut détecté dans les échantillons de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-
(D). L’ARNm de SR-BII détectée dans les STf de souris SR-BI-/- fut soumise a la
digestion enzymatique limitée et le résultat a montré que le produit était spécifique a SR-

BII (E).
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Figure 2: Quantification des taux protéiniques de SR-BI et SR-BII dans différents tissus de
souris

Trente pg de protéines de I’homogénat de chaque tissu, prélevé chez des souris
adultes agées de 60 jours, furent analysées par Western blot en utilisant un anticorps
spécifique pour SR-BI et un autre pour SR-BII. Les résultats sont présentés sous forme
d’histogramme et représentent 1’intensité le la bande immunoréactive de la protéine SR-BI
et SR-BII en unités arbitraires. (Liv = foie; Kid = rein; Br = cerveau; Hrt = cceur; Pit =

hypophyse antérieure).
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Figure 3: Quantification de ’ARNm et de la protéine de SR-BI et SR-BII dans les ITf et
STf de souris normales durant le développement

Le taux de ’ARNm de SR-BI dans les ITf (Aa) et les STf (Ca) et de SR-BII dans
les ITf (Ab) et les STf (Cb) furent quantifiés par la technique de PCR en temps réel et les
résultats sont exprimés en unités arbitraires sous forme de moyenne + erreur standard de
trois expériences indépendantes réalisées a partir d’échantillons différents. Les taux de la
protéine SR-BI dans les ITf (Ba) et les STf (Da) et de la protéine SR-BII dans les ITf (Bb)
et les STf furent mesurés par Western blot et 'intensité des bandes immunoréactives
obtenues fut quantifiée. Les résultats, exprimés unités arbitraires, représentent la moyenne
+ erreur standard de cinq expériences indépendantes. Les analyses de SR-BI et SR-BII
furent réalisées dans les mémes échantillons d’ITf et de STf. (++P<0.001; *P<0.05;

*£P<(.,005).
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Figure 4: Immuno-histochimie de SR-BI et SR-BII dans le testicule de souris adultes
(A) Dans les tubules séminiferes, SR-BI est localis¢ dans les cellules de Sertoli
(fleche noire), les spermatides arrondies (B, fleche blanche) et les cellules germinales en
apoptose (B, fleche zigzag). (C) Dans le tissu interstitiel, SR-BI était localis¢ dans la
membrane des cellules de Leydig.
SR-BII était localisé dans les cellules de Sertoli (D, fleches noires) et dans 1’acrosome des

spermatides arrondies (E, fléche blanche). (IT: Tissu interstitiel; ST: Tubule séminifére)
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Figure 5: Etude de la spécificité des anticorps et sondes de CD36

A) Les analyses de Western blot de CD36 furent effectuées a partir de cinquante
ng de protéines d’homogénat de poumon, d’ITf et de STf de souris CD36+/+ et CD36-/-.
Les résultats ont révélé une bande immunoréactive de 88 kDa dans le poumon de souris
CD36+/+ qui n’était pas détectée dans le poumon de souris CD36-/-. Dans les ITf et les
STf, nous avons détecté plusieurs bandes immunoréactives. Cependant, une bande
immunoréactive de 88 kDa, correspondant a celle détectée dans le poumon de souris
CD36+/+, n’était pas détectée dans les ITf et STf de souris CD36-/-. L’ARNm de CD36
était détecté dans les STf de souris CD36+/+ par les analyses de PCR semi-quantitatif (B)

et de PCR en temps réel (C) mais pas dans celles de souris CD36-/-.
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Figure 6: Quantification de ’ARNm et de la protéine de CD36 dans les ITf et STt de
souris normales durant le développement

Les taux d’expression de I’ARNm (courbe) et de la protéine (histogramme) de
CD36 furent mesurés par PCR en temps réel et par Western blot dans les ITf (A) et dans les
STf (B) et les résultats montrés correspondent a la moyenne + erreur standard de trois
expériences indépendantes réalisées. Les analyses de Western blot furent réalisées a partir
de cinquante pug de protéines d’homogénat de chaque échantillon. (*P<0.05; **P<0.005;

#P<0.02; ##P<0.002).
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Figure 7: Immuno-histochimie de CD36 dans le testicule de souris adultes
La protéine CD36 était localisée dans le cytoplasme et a la membrane des cellules
de Sertoli et des cellules du tissu interstitiel. (IT: Tissu interstitiel; ST: Tubule séminifére;

V: Vaisseau sanguin)
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Figure 8: Quantification de ’ARNm et de la protéine d’ABCA1 dans les ITf et les STf de
souris normales durant le développement

Les taux d’expression de I’ARNm (courbe) et de la protéine (histogramme)
d’ABCALI furent mesurés par PCR en temps réel et par Western blot dans les ITf (A) et les
STt (B). Les analyses de Western blot furent réalisées a partir de trente ug de protéines de
chaque échantillon. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.

(*P<0.05; **P<0.005).
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Figure 9: Immuno-histochimie d’ABCA 1 dans le testicule de souris adultes

La protéine ABCALI ¢était essentiellement localisée dans le cytoplasme des cellules
de Sertoli et faiblement a la membrane plasmique (A, fléches noires). L’acrosome des
cellules germinales (A, fleche blanche) et le cytoplasme des cellules du tissu interstitiel (B)

¢taient aussi marqués (fleche noire). (IT: Tissu interstitiel; ST: Tubule séminifere)
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Figure 10: Taux de CL et de CE dans les ITf, les STf et le sérum de souris normales durant
le développement

Les lipides contenus dans les échantillons d’ITf, de STt et de sérum furent extraits
dans 1’hexane/isopropanol (3:2). Le taux de CT et CL contenus dans les extraits furent
dosés par la technique enzymatique (Wako). La concentration en CE est obtenue en
soustrayant la valeur du taux de CL de celle de CT a I’intérieur de chaque échantillon. Les
taux de CL et de CE sont exprimés en pg de cholestérol/mg de protéines d’ITf et STT, et en
mg de cholestérol/dl de sérum. Les résultats représentent la moyenne =+ erreur standard de
six expériences indépendantes pour les STf et de quatre expériences indépendantes pour les

ITf et le sérum. (+P<0.01; *P<0.05).
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Figure 11: Quantification de I’ARNm et de la protéine des transporteurs sélectifs de
cholestérol dans les ITf et STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

Les taux d’expression de ’ARNm de SR-BII, de CD36 et de ’ABCAI furent
mesurés dans les ITf (Aa) et les STt (Ba) de souris SR-BI+/+ et de souris SR-BI-/- par le
PCR en temps réel. L’expression de la protéine SR-BII, CD36 et ABCAL1 fut analysée par
Western blot dans les ITf (Ab) et les STf (Bb). Trente ug de protéines d’homogénat de
chaque échantillon furent analysées dans le cas de SR-BII et ABCAI et cinquante ug de
protéines dans le cas de CD36. Les bandes immunoréactives obtenues furent ensuite
quantifiées et rapportés aux taux de MLC correspondant a chaque analyse de Western blot
tel que décrit dans la section méthodes. Cinq expériences indépendantes de Western blot
furent réalisées pour chaque protéine. Les mesures de I’ARNm et la protéine des trois
récepteurs furent effectuées dans les mémes échantillons. (+P<0.01; *P<0.05; **P<0.005;

*#%P<0.0005; #P<0.02).
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Figure 12: Quantification des taux protéiniques des enzymes dans les ITf et les STt de
souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

Le taux d’expression protéinique des enzymes HSL, HMG-CoA réd. (HMGR),
ACATI et ACAT2 fut mesuré par Western blot. Trente ug de protéines d’homogénat d’ITf
(A) et de STf (B) de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/- furent analysées. Les bandes
immunoréactives obtenues furent numérisées et leur intensité quantifiée par densitométrie.
Les valeurs densitométriques obtenues furent ensuite rapportées a celles de MLC
correspondantes a chaque analyse. Les résultats représentent la moyenne =+ erreur standard

de cinq expériences indépendantes. (+P<0.01; ++P<0.001; **P<0.005).
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Figure 13: Cholestérol libre et estérifi¢ dans les ITt, les STf et le sérum de souris SR-
BI+/+ et SR-BI-/-

Les taux de CL et CE furent mesurés dans les échantillons d’ITf (A), de STf (B) et
dans le sérum (C) de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-. Les résultats sont exprimés en ug de
cholestérol/mg de protéines d’ITf et de STf et en mg de cholestérol/dl de sérum. Six
expériences indépendantes furent réalisées dans le cas des STf et quatre dans le cas des ITf

et le sérum. (+++P<0.0001; ***P<0.0005; #P<0.02).
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Figure 14: Quantification de I’ARNm et de la protéine des transporteurs sélectifs de
cholestérol dans les ITf et STf de souris CD36+/+ et CD36-/-

Les taux d’expression de ’ARNm de SR-BI, SR-BII et ABCAI, furent mesurés
dans les ITf (Aa) et STf (Ba) de souris CD36+/+ et CD36-/- par le PCR en temps réel. Les
résultats sont exprimés en unités arbitraires sous forme de moyenne + erreur standard de
trois expériences indépendantes réalisées a partir d’échantillons différents. L’expression de
la protéine de SR-BI, SR-BII et ABCAI fut quant a elle mesurée par Western blot dans les
ITf (Ab) et les STf (Bb). Trente pg de protéines d’homogénat d’ITf et de STf furent
analysées dans chaque cas. Les bandes immunoréactives obtenues furent quantifiées et
rapportées au taux de MLC correspondant a chaque analyse de Western blot tel que décrit
dans la section méthode. Cinq expériences indépendantes furent réalisées pour chaque
protéine et les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. Les
mesures de I’ARNm et la protéine furent effectuées dans les mémes échantillons. (+P<0.01;

+++P<0.0001; *P<0.05; #P<0.02; ##P<0.002).
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Figure 15: Quantification des taux protéiniques des enzymes dans les ITf et STt de souris
CD36+/+ et CD36-/-

Les taux d’expression de la protéine HSL, HMG-CoA réd. (HMGR), ACATI et
ACAT2 furent mesurés par analyse de Western blot. Trente pug de protéines totales
d’homogénat d’ITf (A) et STf (B) de souris CD36+/+ et CD36-/- furent analysées dans
chaque cas. Les bandes immunoréactives furent rapportées a celles de MLC
correspondantes a chaque analyse. Les résultats sont exprimés en unités arbitraires sous
forme de moyenne = erreur standard de cinq expériences indépendantes. (*P<0.05;

**P<0.005; #P<0.02).
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Figure 16: Cholestérol libre et estérifi¢ dans les ITf, les STf et le sérum de souris
CD36+/+ et CD36-/-

Le CL et de CE CE contenus dans les échantillons d’ITf (A), de STf (B) et dans le
sérum (C) furent mesurés dans les échantillons de cinq groupes différents de souris
CD36+/+ et CD36-/-. Les résultats sont exprimés en pug de cholestérol/mg de protéines

d’ITf et STf et en mg de cholestérol/dl de sérum sous forme de moyenne + erreur standard.
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Figure 17: Quantification de I’ARNm et de la protéine des transporteurs sélectifs de
cholestérol dans les ITf et STf de souris HSL+/+ et HSL-/-

Les taux d’expressions de I’ARNm de SR-BI, SR-BII et ABCA1 furent mesurés
par le PCR en temps réel dans les ITf (Aa) et STf (Ba) de souris HSL+/+ et HSL-/-. Les
résultats montrés sont la moyenne de trois expériences indépendantes réalisées a partir de
trois groupes d’échantillons différents et exprimés en unités arbitraires. La mesure par
Western blot du taux d’expression de la protéine SR-BI, SR-BII et ABCA1 fut réalisée
dans les mémes échantillons d’ITf (Ab) et STf (Bb) que ceux utilisés pour la mesure de
I’ARNm. L’intensité de la bande immunoréactive de chaque protéine fut rapportée a celle
de la MLC correspondante. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur

standard de trois expériences indépendantes. (++P<0.001; *P<0.05; ***P<0.0005).
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Figure 18: Quantification des taux protéiniques des enzymes dans les ITf et les STt de
souris HSL+/+ et HSL-/-

Le taux d’expression de la protéine de la HMG-CoA réd. (HMGR), ACATI et
ACAT?2 fut mesuré¢ par Western blot dans les échantillons d’ITf (A) et STf (B) de souris
HSL+/+ et HSL-/-. L’intensit¢ de la bande immunoréactive de chaque protéine fut
quantifiée et rapportée a celle de la MLC correspondante. Les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne + erreur standard de trois expériences indépendantes réalisées a partir

d’échantillons différents. (+P<0.01; **P<0.005).
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Figure 19: Cholestérol libre et estérifi¢ dans les ITf, les STf et le sérum de souris HSL+/+
et HSL-/-

Les taux de CL et CE furent mesurés dans les échantillons d’ITf (A), de STf (B)
et dans le sérum (C). Les mesures furent effectuées sur 4 groupes différents de souris
HSL+/+ et HSL-/-. Les résultats sont exprimés en pg de cholestérol/mg de protéines d’ITf
et STf et en mg de cholestérol/dl de sérum. Les valeurs sont présentées sous forme de

moyenne + erreur standard. (+P<0.01; ++P<0.001; *P<0.05; **P<0.005; #P<0.02).
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Figure 20: Quantification des taux protéiniques de CD36 et d’ABCAI1 dans les STt de
vison normal et orchitique

Les niveaux d’expression de la protéine de CD36 (A) et d’ABCAI1 (B) furent
mesurés par Western blot a partir de trente ug de protéines d’homogénat de STf de visons
normaux et de visons atteints d’orchite autoimmune (AIO) spontané pendant les mois de
février (Fév.), mars et juillet (Juil.). Les résultats représentent la moyenne + erreur standard
de 'intensité des bandes immunoréactives de trois expériences indépendantes effectuées a

partir d’échantillons différents. (#P<0.02; *P<0.05; **P<0.005).
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Figure 21: Quantification des taux de protéines des transporteurs sélectifs du cholestérol,
des enzymes et de cholestérol libre et estérifi¢ dans les STt de souris NPC1+/+ et NPC1-/-
Les taux protéiniques de SR-BI, SR-BII et ABCA1 (A), de la HSL, HMG-CoA
réd. (HGMR), ACAT1 et ACAT2 (B) furent mesurés par Western blot a partir de trente pug
de protéine d’homogénat de STf de souris NPC1+/+ et NPC1-/-. La valeur de I’intensité de
la bande immunoréactive de chaque protéine mesurée dans les STf de souris NPC1-/- fut
divisée par celle mesurée dans les STt de souris NPCI1+/+. Les résultats sont exprimés en
unités arbitraires sous forme de moyenne + erreur standard de trois expériences
indépendantes effectuées a partir d’échantillons différents. Le taux de CL et CE fut mesuré
dans les STf de souris NPCI1+/+ et NPC1-/- par la technique enzymatique (Wako). Les
résultats sont exprimés en pg de cholestérol/mg de protéines de STf sous forme de
moyenne =+ erreur standard de trois mesures indépendantes. (+P<0.01; #P<0.02; *P<0.05;

*£P<(,005).
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Figure 22: Quantification des taux protéiniques des connexines dans les STf de souris
normales durant le développement

Les taux de variation de I’expression de la protéine Cx26, Cx30.2, Cx32, Cx46,
Cx50, Pan Cx43, Cx43 phosphorylée en sérine 368 et Cx43 non-phosphorylée en sérine
368 furent mesurés par Western blot a partir vingt pg de protéines d’homogénat de STf. La
valeur de I’intensité de la bande immunoréactive obtenue a chacun des ages fut rapportée a
celle de 14 jours au sein de chaque analyse de Western blot. Les résultats sont exprimés en
unités arbitraires sous forme de moyenne + erreur standard de trois expériences

indépendantes. (+P<0.01; *P<0.05, **P<0.005, #P<0.02, #P<0.002).
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Figure 23: Quantification des taux protéiniques des connexines dans les STf de souris SR-
BI+/+ et SR-BI-/-

A) Les taux d’expression protéinique de Cx26, Cx30.2, Cx32, Cx43, Cx46 et
Cx50 furent mesurés par Western blot dans les STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-. Trente
nug de protéines d’homogénat de STf furent analysées dans le cas de chaque protéine a
I’exception de la Cx43 pour laquelle vingt pg de protéines furent analysées. B) Les taux
d’expression de la Cx43 non-phosphorylée en sérine 368 (Cx43 NP) et la de Cx43
phosphorylée en sérine 368 (Cx43 P) furent analysés a partir de vingt ug de protéines
d’homogénat de STf. Les résultats sont la moyenne = erreur standard de trois expériences

indépendantes exprimée en unités arbitraires. (#P<0.02; *P<0.001; **P<0.005).
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Figure 24: Quantification des taux protéiniques de cavéoline-1 et de flotilline-1 dans les
STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

Le taux d’expression des protéines cavéoline-1 et flotilline-1 fut mesuré par
analyses de Western blot dans les échantillons de STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-. Les
résultats montrés sont la moyenne £ erreur standard de trois expériences indépendantes.

(*P<0.05; **P<0.005).
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5. DISCUSSION
5.1 Caractérisation des fractions enrichies en tissu interstitiel (ITf) et
en tubules séminiféres (STY)

Pour mettre le métabolisme du cholestérol en relation avec les fonctions propres a
chaque compartiment du testicule, nous avons séparé les tubules séminiféres du tissu
interstitiel. Christensen et Mason (1965) avaient développé une technique d’isolation de
fractions de tissu interstitiel et de tubules séminiféres de grande pureté (Christensen et
Mason, 1965). Cependant, leur approche requiert des temps considérables et fournit trop
peu de matériel pour satisfaire a nos besoins. C’est pourquoi notre laboratoire avait
développé une autre technique basée sur I'utilisation d’enzymes digestives (Pelletier et
coll., 1999b) dont le rendement était bon. Cependant, cette approche avait le désavantage
de mal préserver 1’intégrité des protéines dans les échantillons (Akpovi et Pelletier, 2009).
Pour palier a ce probléme, nous avons mis au point une nouvelle approche qui représente
une amélioration de la technique de Christensen et Mason (1965) et de celle de Pelletier et
collegues (1999) et qui fournit un rendement quantitatif supérieur et une meilleure
préservation de 1’intégrité des protéines (Akpovi et Pelletier, 2009). La caractérisation
microscopique des fractions enrichies en tubules séminiféres (STf) que nous avons
générées a montré que celles-ci était d’une pureté comparable a celle rapportée par
Christensen et Mason (1965). Nous avons montré que ['utilisation d’enzymes digestives
durant la préparation des fractions tissulaires altérait I’intégrité des protéines et ne
permettait pas la détection par Western blot de toutes les formes phosphorylées de la Cx43

(Akpovi et Pelletier, 2009).
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5.2 Etude des transporteurs sélectifs de cholestérol chez les souris

normales durant le développement postnatal
5.2.1 SR-Bl et SR-BII

5.2.1.1 Validation des analyses de Western blot et de PCR

Acton et collegues (1994) avaient rapporté que SR-BI et SR-BII étaient deux
glycoprotéines transmembranaires isoformes provenant de 1’épissage alternatif d’un méme
ARN natif. Ils avaient aussi rapporté que SR-BI et SR-BII ont un poids moléculaire non
glycosylé de 57 kDa et sont exprimés dans la membrane plasmique sous forme glycosylée
de 82-85 kDa (Acton et coll., 1996) ou de dimére de 164 kDa (Reaven et coll., 2004). Nous
avons montré par PCR en temps réel que ’ARNm de SR-BI était exprimé dans les fractions
enrichies en tissu interstitiel et en tubules de souris sauvages mais qu’il était absent chez les
souris SR-BI-/-. Par analyse de Western blot, nous avons détecté cinq bandes
immunoréactives de 40-, 45-, 85-, 104- et 225- kDa de SR-BI dans les fractions de tissu
interstitiel et de tubules de souris sauvages. Cependant, a 1’exception de la bande
immunoréactive de 85 kDa, toutes les autres bandes étaient aussi détectées chez les souris
SR-BI-/-. Ce résultat contraste avec les travaux de Reaven et collegues (2004) qui avaient
rapporté la présence de dimeres de SR-BI de 164 kDa dans le testicule de souris.

Nous avons détecté I’ARNm de SR-BII chez les souris SR-BI+/+ et les souris SR-
BI-/-. Par contre, le taux d’expression de ’ARNm de SR-BII était significativement plus
faible dans les échantillons de souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+. Toutes les
bandes immunoréactives de SR-BII que nous avons détectées dans les fractions tissulaires

de souris SR-BI+/+ 1’¢étaient aussi chez les souris SR-BI-/-. Cependant, I’intensité¢ de la
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bande immunoréactive de 85 kDa de SR-BII était significativement réduite chez les souris
SR-BI-/- comparée aux souris SR-BI+/+. Webb et collegues (1998) avaient rapporté que
I’insertion du gene de SR-BII dans le génome des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary)
induisait ’expression de la forme glycosylée de 85 kDa de SR-BII. C’est pourquoi nous
avons conclu que la bande de 85 kDa correspondait a la protéine de SR-BII et que seule la
forme monomere glycosylée de SR-BII était détectée par Western blot dans les fractions
tissulaires de souris.

En montrant que ’ARNm et la protéine de SR-BII étaient exprimés dans les
fractions tissulaires de souris SR-BI-/-, nos résultats remettent en question la notion
généralement admise que SR-BI et SR-BII sont des produits de I’épissage alternatif d’un
méme geéne (Webb et coll., 1997; Zhang et coll., 2007). Nos résultats suggérent au contraire
que SR-BI et SR-BII sont des produits de deux genes différents. C’est pourquoi nous
prévoyons de faire le séquencage génétique du produit de SR-BII afin de clarifier cette

question.

5.2.1.2 Expression tissulaire de SR-BI et SR-BII

L’expression des protéines SR-BI et SR-BII étaient significativement plus élevée
dans les fractions de tissu interstitiel et de tubules séminiféres et dans le foie que dans le
rein, le cerveau, le cceur et ’hypophyse antérieure. Le testicule et le foie effectuent la
captation sélective de cholestérol dérivé des HDL (Glass et coll., 1983; Glass et coll., 1985)
et nos résultats supportent la notion que SR-BI et SR-BII sont impliqués dans ce processus

dans le testicule (Acton et coll., 1996; Trigatti et coll., 2000a; Eckhardt et coll., 2004).
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5.2.1.3 Expression de SR-BI et SR-BII et variation du taux de cholestérol dans les

ITf et les STf au cours du développement postnatal

Nous avons mesuré¢ I’expression (ARNm et protéine) de SR-BI et SR-BII que nous
avons comparée aux taux de variation du CL et de CE dans les fractions de tissu interstitiel
et de tubules séminiféres durant le développement postnatal. Nos résultats ont montré que
I’expression de I’ARNm de SR-BI augmentait a 35 jours aprés la naissance jusqu’a 1’age
adulte et la protéine augmentait au 28°™ jour dans les fractions enrichies en tissu
interstitiel (ITf). Dans les fractions tubulaires (STf), 1’expression de I’ARNm de SR-BI
augmentait a 35 jours apreés la naissance puis diminuait a 42 jours jusqu’a I’age adulte; la
protéine SR-BI augmentait a 28 jours et diminuait chez I’adulte. Cette différence entre les
ITf et les STf de souris adultes démontre que nos fractions enrichies étaient bien
représentatives des deux compartiments cellulaires et que I’ARNm et la protéine de SR-BI
variaient de fagon différente dans les deux compartiments suggérant une action différente.

Jeyaraj et collégues (2005) avaient rapporté que le taux intratesticulaire de
testostérone augmentait au cours du développement chez la souris et atteignait son niveau
maximal a 30 jours. Environ 40% du cholestérol utilisé pour la synthése de la testostérone
dans le tissu interstitiel est importé du sang a partir des HDL et des LDL (Gwynne et
Strauss, 1982; Benahmed et coll., 1983). En montrant que le taux protéinique de SR-BI
¢était maximal a 28 jours et en tenant compte du fait que SR-BI est le récepteur préférentiel
des HDL (Acton et coll., 1996; Xu et coll., 1997), nos résultats suggeérent que SR-BI
contribue a la prise du cholestérol sanguin dans le tissu interstitiel. Cette interprétation

concorde avec nos résultats d’immuno-histochimie qui révélaient une forte expression de

SR-BI dans la membrane plasmique des cellules du tissu interstitiel. Reaven et collégues
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(2000) ont rapporté que les cellules de Leydig ont la capacité de convertir directement le
cholestérol importé par I’entremise de SR-BI en testostérone au lieu de le mettre en réserve.
Ceci pourrait expliquer pourquoi nos résultats ont montré que le taux de CL et CE ne variait
pas de fagon significative dans les fractions de tissu interstitiel malgré 1’augmentation de
I’expression de SR-BI au cours du développement.

Les cellules de Sertoli pourraient dépendre du cholestérol sanguin (Fofana et coll.,
2000) et de celui obtenu de la phagocytose des cellules germinales apoptotique et des corps
résiduels. Nous avons examiné la possibilité que SR-BI et/ou SR-BII fussent associés au
transport sélectif de cholestérol sanguin dans les tubules séminiféres au-dela de la barriere
hémato-testiculaire. Nous avons montré que I’augmentation du taux protéinique de SR-BI a
28 jours puis a 35 jours coincidait avec 1’¢lévation du taux de CE dans les fractions
tubulaires. Considérant que le cholestérol sanguin entre dans les tubules séminiféres sous
forme de HDL (Maboundou et coll., 1995; Fofana et coll.,, 2000) et que SR-BI est le
récepteur préférentiel des ces lipoprotéines (Krieger, 1999), nos résultats suggérent que SR-
BI contribue au processus d’importation du cholestérol dans les tubules séminiferes.

Durant le développement chez la souris, la premiére vague de la spermatogencse
est complétée aux environs de 35 jours au moment ou le taux le plus élevé de cellules
germinales en apoptose a été rapporté (Jeyaraj et coll.,, 2003). SR-BI a été associé a la
phagocytose des cellules germinales apoptotiques par la cellule de Sertoli (Shiratsuchi et
coll., 1997; Nakagawa et coll., 2005). Ceci suggére que I’augmentation du taux de CE que
nous avons mesurée a 35 jours est le résultat de la captation par SR-BI de cholestérol
sanguin dans les tubules et/ou de la phagocytose des cellules germinales en apoptose par les

cellules de Sertoli.
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Contrairement a SR-BI, le taux d’expression de I’ARNm et la protéine de SR-BII
ne variaient pas de facon significative durant le développement dans les deux
compartiments cellulaires du testicule. Cela contraste avec les résultats que nous avons
rapportés chez les visons chez lesquels I’expression maximale de la protéine SR-BII
coincidait avec la complétion du développement dans les fractions de tissu interstitiel et de
tubules séminiféres (Akpovi et coll., 2006) et suggere que SR-BII est peu associé au

transport du cholestérol dans le testicule de souris normales.

5.2.2 CD36

5.2.2.1 Validation des analyses de Western blot et de PCR

Nous avons montré, par le PCR en temps réel et le PCR semi-quantitatif, que
I’ARNm de CD36 était exprimé dans les fractions de tubules séminiféres de souris
CD36+/+ mais pas chez les souris CD36-/-. Ce résultat confirme que les souris CD36-/- que
nous avons utilisées étaient effectivement déficientes en CD36. Nos résultats montrent que
seul le monomeére glycosylé de CD36 était détecté par Western blot dans les fractions de
tissu interstitiel et de tubules séminiféres de souris. Cela contraste avec le rapport de quatre
a cinq bandes immunoréactives de 52- a 121 kDa de CD36 dans le testicule (Arenas et coll.,
2004; Gillot et coll., 2005). Contrairement a nous, les études précitées n’ont pas fait de
contrdles négatifs. En utilisant les échantillons de souris CD36-/-, nous avons montré que
les bandes immunoréactives que ces auteurs avaient attribuées a CD36 étaient détectées

chez les souris CD36-/- qui n’exprimaient pas ’ARNm de CD36.



149

5.2.2.2 Expression de CD36 et variation du taux de cholestérol dans les ITf et les

STTf au cours du développement postnatal

L’ARNm et la protéine de CD36 chutait chez I’adulte aprés avoir atteint leur
maximum a 42 jours dans les fractions de tissu interstitiel alors que dans les fractions
tubulaires, le niveau d’expression de I’ARNm et la protéine de CD36 était bas durant le
développement mais augmentait chez 1’adulte. Cette différence n’aurait pu étre observée si
les analyses étaient réalisées dans des homogénats de testicules entiers comme c’était fait
ailleurs (Zibara et coll., 2002; Arenas et coll., 2004). Nos résultats suggérent que CD36 est
associé a deux fonctions différentes dans les deux compartiments cellulaires du testicule.

L’expression de CD36 a été rapportée dans les macrophages (Nicholson et coll.,
1995; Han et coll., 1997) ou il médie I’endocytose des LDL d’origine sanguine (Endemann
et coll., 1993). Nous avons localis¢ CD36 dans les cellules du tissu interstitiel par immuno-
histochimie et nos résultats de Western blot et de PCR en temps réel ont montré que
I’expression de ’ARNm et la protéine de CD36 augmentaient de fagon concomitante
durant le développement. Le profil de variation de I’expression de CD36 est semblable a
celui de la testostérone (Jeyaraj et coll., 2005). C’est pourquoi nous suggérons que CD36
contribue a la captation du cholestérol sanguin utilisé pour la synthése de la testostérone
dans le tissu interstitiel.

Dans les fractions tubulaires, 1’augmentation de CD36 (ARNm et protéine) a 42
jours et chez 1’adulte coincidait avec la période ou les spermatides allongées étaient en plus
grand nombre dans les tubules. Cela suggére que CD36 était abondant dans les spermatides
allongées et/ou que son expression dépendait a la présence des spermatides dans les tubules

séminiféres. Nos analyses immuno-histochimiques ont révélé des traces de CD36 dans les
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spermatides contrairement aux cellules de Sertoli dans lesquelles le produit de réaction était
abondant. Gillot et collegues (2005) avaient rapporté que les cellules germinales induisaient
I’expression de CD36 a la surface des cellules de Sertoli. Nos résultats ne supportent pas
cette hypothese parce que bien qu’il existe de cellules germinales dans les tubules de souris
de 14-, 21-, 28- et 35 jours, nous n’avons détecté que des traces de la protéine de CD36
dans les fractions tubulaires. Nos résultats ont montré que le maximum de 1’expression de
CD36 coincidait avec la période ou la proportion des corps résiduels était le plus élevé dans
les tubules séminiféres au cours du développement postnatal. Cela suggere que ce sont les
corps qui induisent I’expression de CD36 dans les cellules de Sertoli et non les cellules
germinales. Cette interprétation soutient la notion que CD36 médie la phagocytose par la

cellule de Sertoli des corps résiduels (Gillot et coll., 2005).

5.23 ABCAl

5.2.3.1 Validation des analyses de Western blot et de PCR

Nous avons détecté ’ARNm et une bande immunoréactive de 240 kDa de
I’ABCA1 dans les fractions de tissu interstitiel et de tubules séminifeéres de souris.
Wellington et collegues (2002) ont rapporté 1’expression de I’ARNm et la protéine de
I’ABCALI dans le testicule de souris, mais contrairement a nous, leurs travaux avaient été
réalisés sur des homogénats de testicule entier.

Nous n’avons pu valider les analyses de Western de ’ABCA1 parce que nos
efforts pour I’obtention de souris génétiquement déficientes en ABCA1 n’ont pu encore

aboutir. Toutefois, a ’opposé de SR-BI et CD36, I’anticorps anti-ABCA1 que nous avons
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utilisé a détecté une bande immunoréactive unique de 240 kDa dans les fractions enrichies.
En attendant de confirmer ce résultat, nous avons considéré cette bande dans nos

quantifications.

5.2.3.2 Expression de ’ABCAL1 et variation du taux de cholestérol dans les ITf et les

STTf au cours du développement postnatal

L’ABCAI1 effectue I’efflux de I’exceés du CL intracellulaire (Selva et coll., 2004;
Cavelier et coll., 2006) qui est ensuite acheminé au foie par transport inverse et une
augmentation intracellulaire du cholestérol accroit I’expression de I’ABCA1 (Costet et
coll., 2000). Nous avons montré que le CL et de CE tout comme I’ARNm et la protéine de
I’ABCAL ne variaient pas de fagon significative dans les fractions de tissu interstitiel au
cours du développement. Cela suggere que les cellules du tissu interstitiel exportent moins
de cholestérol vers le sang au cours du développement postnatal.

Dans les fractions tubulaires, 1’expression de I’ARNm de I’ABCAI1 variait peu
tandis que celle de la protéine tendaient a I’augmentation au cours du développement. Chez
I’adulte, le niveau de I’ARNm piquait alors que celui de la protéine baissait
significativement. Nos résultats concordent avec les travaux de Willington et collégues
(2002) qui ont rapporté que le taux protéinique de I’ABCA1 était bas tandis que celui de
I’ARNm était élevé dans les homogénats de testicules entiers de souris adultes.

Selva et colléegues (2004) ont démontré 1) que les cellules de Sertoli de souris
ABCAI-/- effectuaient moins d’efflux du CL vers ’Apo Al que celles de souris
ABCA1+/+, 2) que I’induction de I’expression de ’ABCA1 exogene restaurait 1’efflux du

CL et 3) que le taux de gouttelettes lipidiques était anormalement élevé dans les tubules
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séminiferes de souris ABCA1-/- (Selva et coll., 2004). Nous avons montré que le taux
d’expression de la prot¢ine ABCA1 dans les fractions tubulaires était ¢levé au moment ou
le taux de CE était élevé et bas au moment ou le taux de CE était bas. Nos résultats
soutiennent les travaux de Selva et collegues (2004) et suggérent que I’ABCAI était

associé a I’efflux du cholestérol dans les tubules séminiféres.

5.3 Etude de compensation chez les souris génétiquement déficientes

en SR-BI, CD36 et HSL
5.3.1 Souris SR-BI-/-

5.3.1.1 ITf

Nous avons montré que la suppression génétique de SR-BI était accompagnée
d’une réduction significative du taux de CE dans les fractions de tissu interstitiel. De plus,
nos résultats ont montré que la suppression génétique de SR-BI était compensée par les
transporteurs sélectifs de cholestérol SR-BII, CD36 et ABCAIL: 1) ’ARNm et la protéine
de SR-BII était réduits chez les souris SR-BI-/- que chez les souris SR-BI+/+, 2) le niveau
de ’ARNm de CD36 était réduit tandis que celui de la protéine était augmenté chez les
souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+ et 3) ’ARNm de ’ABCA1 était augmenté
tandis que la protéine baissait chez les souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+. Ces
résultats supportent notre hypothése que SR-BI contribue au transport du cholestérol dans
le tissu inetrstitiel.

SR-BII (Mulcahy et coll.,, 2004) et ABCA1 (Wang et coll., 2007) effectuent

I’efflux du cholestérol alors que CD36 médie I'influx du cholestérol dérivé des LDL
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sanguines (Nicholson et coll., 1995; Podrez et coll., 2000) dans les macrophages. Les
macrophages représentent la deuxiéme plus importante population de cellules dans le tissu
interstitiel chez les rongeurs adultes (Niemi et coll., 1986; Vergouwen et coll., 1991). Les
macrophages testiculaires synthétisent le 25-hydroxy-cholestérol a partir du CL qui est
transformé en testostérone par les cellules de Leydig (Lukyanenko et coll., 2001) et
I’élimination expérimentale ou génétique des macrophages dans le testicule causait une
baisse de la production de la testostérone et une hypofertilité (Bergh et coll., 1993; Cohen
et coll., 1996). La réduction du taux protéinique de SR-BII et ABCAI1 et ’augmentation de
celui de CD36 dans les fractions de tissu interstitiel de souris SR-BI-/- reflétent
respectivement une baisse de 1’efflux du CL intracellulaire et un accroissement de la
captation du cholestérol dérivé des LDL sanguines dans les macrophages (Nakata et coll.,
1999; Mulcahy et coll., 2004; Wang et coll., 2007). Cette interprétation est soutenue par les
travaux de Luangrath et collégues (2008) qui ont rapporté que la captation sélective de
cholestérol dérivé des LDL sanguines par le CD36 était augmentée dans les macrophages
de souris SR-BI-/- (Luangrath et coll., 2008). Nos résultats suggerent que la suppression
génétique de SR-BI limitait I’entrée du cholestérol dérivé des HDL sanguines dans les
cellules du tissu interstitiel, notamment les macrophages, d’ou la chute du taux intra-
interstitiel du CE. Cette baisse du taux de cholestérol entrainait une réduction de I’efflux du
cholestérol et une augmentation de la captation de cholestérol dérivé des LDL sanguines
d’ou respectivement la baisse des taux protéiniques de SR-BII et ABCA1 et I’augmentation
du taux protéinique de CD36.

Nous avons aussi montré que la suppression génétique de SR-BI induisait une

surexpression de la protéine HSL qui hydrolyse le CE (Yeaman, 1990; Kabbaj et coll.,
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2003) et une réduction de celle de ’ACATI1 qui estérifie le CL (Chang et coll., 1997).
L’augmentation du taux protéinique de la HSL et la baisse du celui de ’ACATI reflétaient
la baisse du niveau de CE que nous avons observée dans les fractions de tissu interstitiel.
Ensemble, nos résultats montrent que la suppression génétique de SR-BI résulte en
un ajustement des niveaux d’expression (ARNm et protéine) des transporteurs sélectifs de
cholestérol SR-BII, CD36 et ABCAIl et des enzymes HSL et ACATI qui pourrait
constituer un mécanisme de compensation servant a maintenir le taux de CL dans le tissu

interstitiel aux mémes niveaux que chez les souris SR-BI+/+.

5.3.1.1 STf

Le fait que les souris males SR-BI-/- soient fertiles, suggere 1’existence de
mécanismes compensatoires dans les tubules séminiféres, car nos résultats ont montré que
les taux de CL et de CE n’étaient pas modifiés chez les souris SR-BI-/-. A notre
connaissance, aucune étude n’a examiné jusqu’a ce jour 1’existence de tels mécanismes de
compensation.

Les tubules séminiferes importent du cholestérol dérivé des HDL du sang
(Maboundou et coll., 1995; Fofana et coll., 2000). Nous avons montré que la suppression
génétique de SR-BI était accompagnée 1) d’une réduction de I’ARNm et la protéine de SR-
BII, 2) d’une augmentation de I’ARNm et une baisse du taux protéinique de ’ABCAL1 et 3)
d’une réduction de I’ARNm et le maintien du taux protéinique de CD36 comparé aux souris

SR-BI+/+.
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SR-BII et ABCAI1 effectuent I’efflux du CL intracellulaire (Mulcahy et coll.,
2004; Selva et coll., 2004). Le fait que le taux protéinique des deux récepteurs était diminué
dans les fractions tubulaires de souris SR-BI-/- comparé aux souris SR-BI+/+ suggére que
I’efflux du cholestérol était réduit dans les tubules séminiferes de souris SR-BI-/-. Nos
résultats ont aussi montré que le taux protéinique de ’ACATI et I’ACAT?2 était réduit chez
les souris SR-BI-/- tandis que celui de la HSL était augmenté. Cela signifie une réduction
de I’estérification du CL et une augmentation de 1’hydrolyse de CE. Nos résultats suggerent
que la suppression génétique de SR-BI limitait I’entrée du cholestérol d’origine sanguine
dans les tubules. Cependant, ces résultats n’ont pu étre corroborés par les résultats du
dosage du cholestérol dans les fractions tubulaires. En effet, le taux de CL et de CE étaient

semblables dans les STf de souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-.

5.3.2 Souris CD36-/-

5.3.21 ITf

Nous avons montré que la suppression génétique de CD36 était accompagnée par
une diminution de I’ARNm et par une augmentation du taux protéinique de SR-BI et SR-
BII dans les fractions de tissu interstitiel. Ces résultats suggerent que 1) la suppression
génétique de CD36 favorise la stabilisation des protéines SR-BI et SR-BII et 2) que SR-BI
et SR-BII compensent la suppression de CD36 dans le tissu interstitiel. SR-BI et SR-BII
sont des récepteurs des lipoprotéines riches en Apo A et en Apo E comme les HDL (Acton
et coll., 1996; Li et coll., 2002; Eckhardt et coll., 2004). Cela suggére que la suppression

génétique de CD36 favorise ’entrée sélective du cholestérol sanguin dérivé des HDL dans
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le tissu interstitiel. Zibara et collégues (2002) ont rapporté que CD36 contribuait au
transport du cholestérol dans le testicule parce que la suppression génétique de I’Apo E
entrainait une augmentation de 1’expression de I’ARNm de la protéine de CD36 dans le
testicule. Nos résultats soutiennent ceux de Zibara et collegues (2002) et suggerent que
CD36, SR-BI et SR-BII contribuent au transport sélectif du cholestérol sanguin dans le

tissu interstitiel.

5.3.2.2 STf

Gillot et collegues (2005) ont conclu que CD36 servait de récepteur pour la
phagocytose des corps résiduels par la cellule de Sertoli. Cependant, les souris males
CD36-/- sont fertiles (Febbraio et coll., 1999). Nos résultats montrent que le taux de CL et
de CE dans les fractions de tubules séminiféres n’était pas significativement modifiés chez
les souris CD36-/-. Cela suggére qu’il existe d’autres récepteurs capables de compenser la
suppression de CD36. Pour vérifier cette hypothése, nous avons mesuré 1’expression de
I’ARNm et la protéine de SR-BI, SR-BII et ABCA1 qui sont des multiligands également
impliqués dans la phagocytose de cellules apoptotiques (Kawasaki et coll., 2002; Grau et
Chimini, 2005). Nos résultats ont montré que le taux protéinique des trois récepteurs était
augmenté chez les souris CD36-/- bien que I’expression d’ARNm de SR-BI et ABCA1 était
abaissée et celle de SR-BII était inchangée. Cela suggere que la suppression de CD36 était
compensée par une surexpression de SR-BI, SR-BII et ABCAI1 dans les tubules

séminiferes.
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5.3.3 Souris HSL-/-

5.33.1 ITf

Osuga et collegues (2000) ont rapporté que le taux de la testostérone sérique était
inchangé chez les souris males HSL-/- malgré le fait qu’elles étaient stériles.

Nous avons montré le taux de CL et de CE étaient augmentés dans le sérum de
souris HSL-/-. Fernandez et collégues (2008) ont rapporté des résultats semblables dans le
sérum de souris femelles HSL-/-. La suppression génétique de la HSL baisse le taux
sanguin des VLDL et augmente le taux du CE dans les HDL sanguines (Haemmerle et
coll., 2002; Fernandez et coll., 2008). A la lumiere de cette information et sachant que le
cholestérol utilisé pour la synthése de la testostérone dans le tissu interstitiel provient en
partie du sang (Gwynne et Strauss, 1982; Benahmed et coll., 1983), il était prévisible que le
métabolisme du cholestérol serait affecté dans le tissu interstitiel de souris HSL-/-.

Nous avons montré que les niveaux d’ARNm de SR-BI et ABCAI étaient plus
faibles dans le tissu interstitiel de souris HSL-/- comparé a celui de souris HSL+/+ tandis
que leur taux protéinique était augmenté. Ces résultats suggeérent que la HSL affecte la
régulation post-traductionnelle de SR-BI et ABCALI en favorisant la stabilité des protéines
contrairement a SR-BII dont le taux protéinique n’était pas affecté par la suppression
génétique de la HSL. SR-BI et ABCAL1 effectuent I’efflux de I’excés du cholestérol
intracellulaire (Panzenboeck et coll., 2002; Yancey et coll., 2004). L’augmentation du taux
protéinique de SR-BI et ABCAI combinée au taux élevé du CE dans les ITf de souris HSL-
/- suggere un accroissement de 1’efflux du cholestérol au niveau des cellules du tissu

interstitiel. Cette interprétation est compatible avec la baisse du niveau d’expression de
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I’ARNm et la protéine de CD36 qui effectue essentiellement I’influx du cholestérol dérivé
des LDL sanguines (Febbraio et coll., 1999; Podrez et coll., 2000).

L’augmentation du taux protéinique de ’ACATI1 dans les ITf de souris HSL-/-
refléte le taux élevé du CE que nous avons mesuré dans les mémes échantillons. Le fait que
le taux protéinique de la HMG-CoA réductase était élevé dans les fractions de tissu
interstitiel de souris HSL-/- suggére que la synthése du cholestérol était augmentée dans le
tissu interstitiel malgré I’excés de CE. Environ 60 % du cholestérol utilis¢é pour la
production de la testostérone est synthétisé¢ de novo dans les cellules de Leydig (Morris et
Chaikoff, 1959). Les macrophages résidents du tissu interstitiel synthétisent le 25-hydroxy-
cholestérol qui est ensuite transformé en testostérone par les cellules de Leydig
(Lukyanenko et coll., 2001).

Nos résultats ont montré que la suppression génétique de la HSL chez les souris
males était accompagnée d’un ensemble de mécanisme de compensation impliquant les
enzymes du métabolisme du cholestérol et les transporteurs sélectifs de cholestérol dans le

tissu interstitiel.

5.33.1 STf

Les souris males HSL-/- sont infertiles a cause d’une oligospermie (Osuga et coll.,
2000; Chung et coll., 2001). Des ¢études ont rapporté que le taux de CE, et non celui
de CL, était augmenté dans le testicule de souris HSL-/- (Osuga et coll., 2000; Vallet-
Erdtmann et coll., 2004). Nos résultats ont montré qu’en plus du CE, le taux du CL était

significativement plus élevé dans les fractions tubulaires de souris HSL-/- comparé aux
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souris HSL+/+. La différence entre nos résultats et ceux des autres est due au fait que nos
mesures furent réalisées sur des fractions de tubules et non sur des homogénat de testicules
entiers. Le fait que le taux de CL soit élevé dans les tubules de souris HSL-/- confirme la
notion que la HSL n’est pas la seule hydrolase de CE dans 1’épithélium séminifére (Durham
et Grogan, 1984).

Nous avons montré que la suppression génétique de la HSL augmentait
I’expression de I’ARNm de SR-BII et baissait celui de CD36 alors que le taux protéinique
des deux récepteurs était inchangé. L’expression de I’ARNm de SR-BI et ABCAI était
semblable chez les souris HSL+/+ et HSL-/- tandis que leur taux protéinique était
significativement augmenté chez les souris HSL-/-. L’augmentation du taux protéinique de
SR-BI et ABCA1 combinée aux taux élevés de CL et de CE dans les tubules suggérent une
¢lévation du niveau d’efflux du cholestérol dans les tubules de souris HSL-/-. Cette
interprétation est en accord avec les travaux de Selva et collégues (2004) qui avaient
rapporté que la suppression génétique de I’ABCA1 chez la souris était accompagnée d’une
accumulation de cholestérol dans les tubules séminiferes.

Le taux protéinique de la HMG-CoA réductase était augmenté dans les fractions
tubulaires de souris HSL-/- malgré les taux élevés de CL et de CE. Il faudrait examiner si le
transport intracellulaire du cholestérol est affecté dans les tubules de souris HSL-/-. Car, si
le cholestérol était séquestré dans les lysosomes de souris HSL-/- comme c’est le cas chez
les souris NPC1-/- (Ko et coll., 2001), alors on comprendrait pourquoi le taux protéinique
de la HMG-CoA réductase était augmenté dans les tubules de souris HSL-/-.

L’augmentation du niveau d’expression de I’ACATI peut s’expliquer par la

nécessité de réduire 1’exceés du CL intracellulaire qui est toxique (Warner et coll., 1995).
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Contrairement a I’ACAT]1, le taux protéinique de I’ACAT?2 était réduit dans les fractions
tubulaires de souris HSL-/-. Cela suggere que les deux enzymes sont associées a des
fonctions différentes dans les tubules séminiféres chez la souris. Dans le foie et I’intestin,
I’ACAT?2 estérifie le CL en CE qui est incorporé dans les lipoprotéines (Lee et coll., 2005;
Temel et coll., 2007) alors que ’ACAT1 génére du CE qui est mis en réserve dans les

gouttelettes lipidiques (Goodman, 1965).

5.4 Etude chez les visons orchitiques

L’orchite autoimmune spontané aboutit a une aspermatogenese (Voisin et Toullet,
1968) et il a été suggéré qu’elle résultait en partie d’une mauvaise élimination des cellules
germinales en apoptose (Akpovi et coll., 2006). Nous avons examiné les conséquences de
I’arrét de la spermatogenc¢se au cours de l’orchitique autoimmune sur [’expression
protéinique des transporteurs sélectifs SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCAI et leurs effets sur le
taux de cholestérol intratubulaire.

Chez les visons normaux au cours du cycle reproductif saisonnier, nous avons
rapporté que les périodes montrant de basses concentrations de CE étaient accompagnées
des taux élevés des protéines SR-BI et SR-BII alors que les périodes montrant de hautes
concentrations coincidaient avec I’augmentation de 1’'un seulement des deux récepteurs
(Akpovi et coll., 2006). Chez le vison orchitique du mois de mars, la baisse du niveau
d’expression de SR-BI et SR-BII était accompagnée d’une accumulation de CE dans les
tubules séminifeéres (Akpovi et coll., 2006). Cela suggére que 1’expression maximale des

deux récepteurs était réquise pour le maintien des bas taux de cholestérol intratubulaire
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durant la spermatogenese. L’expression de CD36 baissait dans les fractions tubulaires de
visons orchitiques de février et mars comparé aux visons normaux. Comme chez les souris
normales de 35 jours d’age ou les souris HSL-/-, nos résultats ont montré que
I’accumulation du cholestérol dans les tubules de visons orchitiques était accompagnée
d’une augmentation de I’expression de la protéine ABCA1. Cela appuie I’hypothése que
I’ABCAL1 effectue I’efflux du cholestérol dans les cellules de Sertoli (Selva et coll., 2004).
Ensemble, nos résultats montrent que 1’expression des transporteurs sélectifs de
cholestérol SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCAL était étroitement liée de la spermatogencse et
au taux de cholestérol intratesticulaire. Les résultats que nous avons obtenus chez les visons
supportent ceux que nous avons présentés chez les souris chez lesquelles le taux
d’expression (ARNm et protéine) intratubulaire des transporteurs sélectifs SR-BI, SR-BII,
CD36 et ABCAL et le taux de CL et de CE variaient en fonction de la spermatogenése.
Cela suggere I’implication de ces récepteurs dans le métabolisme du cholestérol dans le

testicule.

5.5 Souris NPC1-/-

Pour déterminer comment les transporteurs sélectifs contribuent au cholestérol
dans le tissu interstitiel et dans les tubules séminiféres, nous avons analysé les relations qui
existent entre la spermatogenese, le taux de cholestérol et les niveaux d’expression
protéinique de ces récepteurs. Les souris génétiquement déficientes en NPC1 sont infertiles

a cause d’une oligospermie (Fan et coll,, 2006) et constituent un autre modele pour
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examiner la contribution de SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCA1 dans le métabolisme du
cholestérol dans le testicule.

Ko et collegues (2001) ont rapporté que la suppression génétique de NPC1 causait
la séquestration du cholestérol dans les lysosomes (Ko et coll., 2001). Dans les tubules
séminiferes, les cellules de Sertoli phagocytent les cellules germinales en apoptose et les
corps résiduels qui en sont partie dégradés dans les lysosomes (Chemes, 1986; Clermont et
coll., 1987) et le cholestérol récupéré est réutilisé pour la spermatogencse (Kerr et De
Kretser, 1975). Le blocage de cette source de cholestérol intratubulaire pourrait déréguler
I’ensemble des facteurs du métabolisme du cholestérol. Nos résultats sont les premiers a
montrer que la suppression génétique de NPC1 cause une augmentation significative des
taux de CL et de CE dans les tubules séminiféres de souris adultes. Ils montrent aussi que la
suppression génétique de NPCI1 entrainait une surexpression des protéines SR-BI et
ABCA1 mais pas SR-BII. Lorsque le taux intracellulaire du cholestérol est ¢levé, SR-BI et
ABCAL peuvent contribuer synergiquement a effectuer 1’efflux du cholestérol vers le sang
(Panzenboeck et coll.,, 2002; Yancey et coll., 2004). Cela suggére que la suppression
génétique de NPC1 favorisait ’efflux du cholestérol intratubulaire comme dans le foie
(Kulinski et Vance, 2007). Nous avons aussi montré que les taux protéiniques de ’ACAT1
et ’ACAT2, qui estérifient le CL en CE (Goodman, 1965), étaient significativement plus
¢levés dans les fractions tubulaires de souris NPC1-/- que dans celles de souris NPC1+/+.
Nos résultats suggerent que I’accumulation du CL et de CE dans les fractions tubulaires de
souris NCP1-/- a provoqué une augmentation de I’expression protéinique des récepteurs en

des enzymes impliqués dans 1’efflux et I’estérification du CL dont I’excés est toxique.
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Ensemble, nos résultats montrent que le niveau d’expression des transporteurs
sélectifs de cholestérol SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCA1 dépend des taux intra-testiculaires

du cholestérol qui est reli¢ a I’état de la spermatogenese.

5.6 Etude de protéines de jonctions lacunaires chez la souris

5.6.1 Variation du taux protéinique de connexines dans les STf durant le

développement chez les souris normales

Les jonctions lacunaires permettent le transfert de matériel de taille inférieure a 1
kDa entre deux cellules adjacentes (Loewenstein et Rose, 1992). Elles existent entre
cellules de Sertoli et entre cellules de Sertoli et cellules germinales (McGinley et coll.,
1979; Pelletier et Friend, 1983). L’ARNm d’une douzaine de connexines (Cx-26, -30, -
30.2, -31, -32, -33, -37, -43, -45, -46, -50 et -57) a été détecté dans le testicule de rat et de
souris (Juneja, 2003). Nous avons montré que 1’expression des protéines Cx-26, -30.2, -32
et -50 augmentait dans les fractions tubulaires au cours du développement postnatal mais
diminuait chez 1’adulte. L’expression protéinique de la Cx43 diminuait au cours du
développement et chez I’adulte. Seule I’expression de la Cx46 était ¢levée chez I’adulte. 11
est documenté que 1’expression de la Cx43 dans les tubules séminiféres est dépendante de
I’age et du stage de 1’épithélium séminiféres (Pelletier, 1995; Risley, 2000). Nous avons
montré que I’expression protéinique de la Pan Cx43 ainsi que la forme phosphorylée en
sérine 368 diminuaient chez 1’adulte. La diminution de la phosphorylation de la Cx43 en
sérine 368 est souvent associée a une baisse de la perméabilité¢ des jonctions lacunaires

impliquées (Bao et coll., 2004). Nos résultats suggerent que les communications



164

intercellulaires a travers les jonctions lacunaires impliquant les Cx43 sont perméables au
moment ou la spermatogenese est maximale comme 1’avait suggéré Pelletier (1995). Le fait
que I’expression de la Cx43 baissait au cours du développement alors que celle des Cx-26, -
30.2, -31, -32 et -50 augmentait suggeére que certaines connexines sont substituées a

d’autres au cours du développement.

5.6.2 Expression de protéines de jonctions dans les tubules séminiferes de

souris SR-BI+/+ et SR-BI-/-

SR-BI a été localisé dans les microdomaines membranaires riches en cholestérol
(Babitt et coll., 1997) ou on a rapporté qu’il médiait I’influx et I’efflux du cholestérol (Graf
et coll., 1999; Yancey et coll., 2000). On a de plus rapporté¢ que SR-BI participait a la
formation de ces microdomaines (Kellner-Weibel et coll., 2000) en y favorisant la
séquestration du cholestérol (Silver et Tall, 2001). Considérant ce role de SR-BI dans la
distribution du cholestérol dans la membrane plasmique, nous avons examiné 1’hypothese
que la suppression génétique de SR-BI compromettrait I’expression des protéines des
jonctions intercellulaires entre cellules de Sertoli et entre cellules de Sertoli et cellules
germinales.

Nous avons d’abord examiné si la suppression génétique de SR-BI affectait
I’expression de protéines associées aux radeaux lipidiques. Nos résultats ont montré que la
suppression génétique de SR-BI induisait la surexpression de la protéine cavéoline-1 et la
réduction de flotilline-1 dans les tubules séminifeéres. La cavéoline-1 et la flotilline-1 sont
deux protéines contenues dans les radeaux lipidiques (Harder et Simons, 1997; Evans et

coll., 2003). La cavéoline-1 est exprimée dans les cellules germinales (Travis et coll., 2001)
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mais pas dans les cellules de Sertoli (Evans et coll., 2003). L’expression de flotilline-1 a été
rapportée dans les deux types cellulaires (Evans et coll., 2003). La cavéoline-1 et le SR-BI
sont co-localisés dans les microdomaines riches en cholestérol (Babitt et coll., 1997) et sont
impliquées dans I’influx et ’efflux du CL a travers la membrane plasmique (Graf et coll.,
1999). La hausse du taux d’expression de cavéoline-1 dans les fractions tubulaires de souris
SR-BI-/- suggére que celle-ci compensait la suppression génétique de SR-BI dans les
tubules séminiféeres. En tenant compte du rapport selon lequel la cavéoline-1 était absente
des cellules de Sertoli (Evans et coll., 2003), nos résultats suggeérent que la cavéoline-1
avec le SR-BI sont impliqués dans le transport du cholestérol dans les cellules germinales.
En accord avec notre hypothese, nos résultats ont montré que la suppression
génétique de SR-BI était accompagnée une surexpression de la protéine Cx32 et une
réduction de celle de Cx31 et Cx50 dans les tubules séminiféres. Par contre, la suppression
génétique de SR-BI n’était pas accompagnée d’un changement dans 1’expression de Cx26,
Cx30.2, Cx43 et Cx46. Le taux de cholestérol contenu dans la membrane plasmique
influence non seulement la formation les microdomaines membranaires comme les
cavéoles et les rafts (Harder et Simons, 1997; Fielding et Fielding, 2000), mais également
I’assemblage des jonctions lacunaires (Malewicz et coll., 1990). Certaines connexines
(Cx43, Cx32, Cx36 et Cx46) sont préférentiellement associées aux radeaux lipidiques
cavéole et rafts et elles co-immunoprécipitent avec la cavéoline-1 alors que d’autres (Cx26
et Cx50) en sont exclus (Schubert et coll., 2002). Bien que la suppression génétique de SR-
BI ne fiit pas accompagnée de changements dans I’expression de toutes les connexines
testées, le fait qu’elle était accompagnée d’une surexpression de Cx32 et de la cavéoline-1

(qui co-localisent dans les rafts) suggere que SR-BI interagit avec les radeaux lipidiques et
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les jonctions lacunaires. La suppression génétique de SR-BI n’avait pas d’impact sur
I’expression de la Pan Cx43 dans les tubules séminiféres. Cependant, elle était
accompagnée d’une diminution du niveau de phosphorylation de la Cx43 en sérine 368. La
phosphorylation joue un rdle déterminant dans la régulation de la fonction des jonctions
lacunaires (Lampe et Lau, 2004) et elle est favorisée par la présence ou la proximité des
microdomaines riches en cholestérol (Martens et coll., 2004). Par exemple, la kinase c-Src
qui est localisée dans les radeaux lipidiques, est capable de phosphoryler la Cx43 en
thyrosine (Giepmans et coll., 2001) et de moduler la fonction des jonctions lacunaires
impliquées (Bao et coll., 2004). Ensemble, nos résultats suggerent que SR-BI participe a la
formation et a la régulation des jonctions lacunaires dans les tubules séminiféres et par

conséquent a I’homéostasie de la spermatogencse.

6. CONCLUSION ET SUGGESTIONS

L’objectif principal de cette thése était d’examiner si les transporteurs sélectifs de
cholestérol SR-BI, SR-BII, CD36 et ABCAI1 contribuent a I’homéostasie du cholestérol
intratesticulaire. Nous avons montré que 1) I’expression maximale de SR-BI coincidait
avec l’activité spermatogénétique maximale et ’augmentation du taux intratesticulaire du
cholestérol; 2) le taux d’expression de ’ABCAI était €¢levé au moment ou le taux
intratesticulaire de cholestérol estérifié était élevé et bas au moment le taux de cholestérol
estérifi¢ était bas; 3) le niveau d’expression maximale de CD36 coincidait avec la période
ou le taux de corps résiduels était le plus €élevé. Nous avons aussi montré que la suppression

génétique de NPC1 et de HSL qui causent une oligospermie et une infertilité chez les souris
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males était accompagnée d’une accumulation du cholestérol dans les tubules séminiféres
alors que la suppression génétique de SR-BI et de CD36 qui ne cause pas d’infertilité
affectaient peu le taux de cholestérol intratubulaire. L’orchite autoimmune spontanée chez
le vison, qui cause une azoospermie, €tait elle aussi accompagnée d’une accumulation du
cholestérol dans les tubules séminiféres. Dans toutes les conditions que nous avons
examinées, I’augmentation le taux du CL et/ou CE dans les fractions de tissu interstitiel et
de tubules séminiféres était accompagnée de 1) une augmentation de 1’expression des
transporteurs sélectifs qui effectuent 1’efflux du cholestérol comme SR-BI, SR-BII et
ABCAL1; 2) une baisse de I’expression des récepteurs médiant I'influx du cholestérol
comme CD36; 3) une réduction de I’expression de la HSL qui hydrolyse le CE et 4) une
augmentation de 1’expression de ’ACATI et/ou ’ACAT2 qui estérifient le CL. Nos
résultats soutienent notre hypothése et suggérent que le maintien de 1’homéostasie du
cholestérol dans les deux compartiments cellulaires du testicule passe par une étroite
régulation de I’expression des transporteurs sélectifs de cholestérol SR-BI, SR-BII, CD36
et ABCAL.

Il était admis que SR-BI et SR-BII sont issus d’un méme geéne. Mais nos résultats
ne supportent pas cette notion. C’est pourquoi nous suggérons de faire le séquencage
génétique du produit de SR-BII afin de mieux justifier notre point de vue.

SR-BI participe a la formation des radeaux lipidiques en y favorisant la
séquestration du cholestérol. Nous avons montré que la suppression génétique de SR-BI
affectait 1’expression des protéines des radeaux lipidiques comme la cavéoline-1 et la
flotilline-1 et certaines connexines qui sont préférentiellement associées aux radeaux

lipidiques (Schubert, et coll., 2002) dans les tubules séminiféres. Les résultats que nous
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avons présentés dans cette thése au sujet de I’impact de la suppression génétique de SR-BI
sur la dynamique des microdomaines membranaires et des jonctions lacunaires sont
préliminaires. Nous suggérons que la question soit examinée de fagon plus extensive en
procédant a I’extraction et a 1’é¢tude détaillée des radeaux lipidiques dans les tubules

séminiferes de souris SR-BI-/-.
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Article 1

The predominance of one of the SR-BI isoforms is
associated with increased esterified cholesterol levels

not apoptosis in mink testis

Casimir D. Akpovi, Suk Ran Yoon, Maria Leiza Vitale, and R-Marc Pelletier'

Département de Pathologie et Biologie Cellulaire, Faculté de Médecine, Université de Montréal, Montréal,

Québec, Canada

Abstract Scavenger receptor class B type I (SR-BI) contrib-
utes to HDL-mediated cellular cholesterol efflux and is a
phagocytosis-inducing phospholipid phosphatidylserine re-
ceptor in rat Sertoli cells, whereas the spliced variant of the
SR-B gene, SR-BII, is implicated in the efflux of free choles-
terol in macrophages. This study aimed to assess whether
spontaneous autoimmune orchitis (AIO), which causes im-
paired clearance of apoptotic germ cells and spermatogenic
arrest, involves SR-BI, SR-BII, and/or cholesterol. The levels
measured during development and the annual reproductive
cycle in normal mink were compared with those in mink with
spontaneous AIO. Time periods with lowest tubular esteri-
fied cholesterol (EC) levels showed maximal SR-BI and
SR-BII levels, and the periods when one or the other SR-BI
isoform predominated showed increased EC levels and
spermatogenic arrest in normal mink seminiferous tubules.
In tubules with AIO, the predominance of only one or the
other SR-BI isoform was the reverse of that measured in
normal tubules, and it was associated with an increase in EC
levels but not with apoptosis levels. SR-BI and SR-BII levels
were not correlated with serum testosterone levels. SR-BI
mainly localized to the Leydig cell, germ cell, and Sertoli cell
surface, where its distribution was stage-specific. SR-BII
was principally intracellular, Tubules from testes with AIO
showed a deregulation of cholesterol homeostasis and SR-BI
expression but relatively unchanged apoptosis levels. Bl
These results suggest that the expression of both SR-BI
isoforms is required for the maintenance of low EC levels
and that the predominance of only one isoform is associated
with the accumulation of EC but not with apoptosis in the
tubules.—Akpovi, C. D., 8. R. Yoon, M. L. Vitale, and R-M.
Pelletier. The predominance of one of the SR-BI isoforms is
associated with increased esterified cholesterol levels and not
with apoptosis in mink testis. J. Lipid Res. 2006. 47: 2233-2247.

Supplementary key words  scavenger receptor class B type 1« Sertoli
cell « autoimmune orchitis « cell clearance « Leydig cell

The report of a high incidence of dyslipidemia in infer-
tile men (1) is one of a body of evidence that cholesterol
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is indispensable for gamete development and fertility
(2-8). The source of cholesterol for Leydig cells is de novo
synthesis and HDL, one of several lipoproteins transport-
ing lipids from blood (9-11). In the seminiferous tubules,
the other compartment of the testis, the basement mem-
brane, which separates each tubule from blood capillaries,
blocks LDL while allowing the entry of HDL (11), the
major source of cholesterol for Sertoli cells (12). In addi-
tion, the blood-testis barrier formed by junctional com-
plexes joining Sertoli cells (13, 14) has been said to be
opposed to the entry of circulating cholesterol into the
tubules (15). Although Sertoli cells show the capacity to
synthesize cholesterol from acetate in vitro (16), there
is no evidence that they do so in large amounts in vivo.
Besides the blood circulation, cholesterol within the tu-
bules themselves originates from the phagocytosis of lipid-
containing residual bodies, lipid-rich cells, and apoptotic
germ cells or their cell membrane remnants, which can
represent up to 50% of cell loss in normal testis (17, 18).
The observation that free cholesterol (FC) concentration
in the interstidal tissue equals that in tubules (19, 20) en-
tails factors regulating cholesterol influx and efflux to main-
tain equilibrium.

The nonenzymatic factors potentially involved in cho-
lesterol homeostasis include ABCA1, which transfers cho-
lesterol to apolipoprotein 1 (7, 21), and CD36 (22), which
mediates the selective uptake of HDL cholesteryl esters
and binds oxidized low density lipoproteins. In addition,
scavenger receptor class B type I (SR-BI) selectively re-
moves cholesteryl esters from the HDL to which it binds
(23, 24) and contributes to the HDL-mediated cellular cho-
lesterol efflux (25). Moreover, SR-BI is highly expressed in
tissues with a strong cholesterol demand for steroidogen-
esis, such as adrenals, ovaries, and testes (23, 24). Experi-
mental deficiency of SR-BI is accompanied by abnormal
structure, composition, and abundance of lipoproteins,
which alters the development of female gametes and
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causes a significant proportion of ovulated oocytes to die
soon after ovulation, resulting in sterility in SR-B gene-
knockout female mice (26). SR-BII, a spliced variant of the
SR-B gene that differs from SR-BI only in the C-terminal
cytoplasmic domain, also binds HDL with high allinity
(27). In contrast to SR-BI, SR-BII does not mobilize in-
tracellular cholesteryl ester stores and is less efficient at
promoting cellular cholesterol efflux (27), but it effluxes
2-fold more FC than SR-BI in macrophages (28). None-
theless, SR-BI and SR-BII both colocalize with cholesterol-
rich plasma membrane caveolae (28-31), which influence
cholesterol homeostasis by acting as conduits for cellular
flux (32) and concentrate signaling proteins for signal
transduction (33).

Autoimmune orchitis (AIO) is characterized by an in-
crease in serum anti-sperm antibody levels, inflammation
of the testis, leukocyte infiltration, degeneration of the
germinal epithelium, spermatogenic arrest, and infertility
(34). Spontaneous AIO has been documented in human,
dog, mink, and rat (35). The incidence of inflammation of
the testis is high in infertile males, and testicular inflam-
mation has been identified as a cause of infertility, al-
though symptomatic orchitis caused by bacterial or viral
infections is a rare occurrence in men (36). Immunologi-
cal male infertility is associated with pathological features
that resemble granulomatous orchitis, with inflammation
of the testis and persistent infertility documented in in-
fertile mink with spontaneous AIO (35). To assess whether
testicular SR-BI, SR-BII, esterified cholesterol (EC), and
FC were affected by an impaired clearance of apoptotic
germ cells caused by AIO, measurements performed in
mink with spontaneous AIO were compared with those in
normal development and the annual reproductive cycle.
The model provides a unique opportunity to highlight the
relationship between apoptosis, germ cell removal, SR-BI
expression, and cholesterol levels. This information is sig-
nificant because injection of a part of the extracellular
domain of rat SR-BI fused with human FC in the tubules
was claimed to cause an increased numbers of apoptotic
germ cells (37) and because phagocytosis of apoptotic germ
cells by Sertoli cells was said to be mediated by SR-BI in
rodents (31, 37-39).

This study shows that the time periods during the an-
nual seasonal reproductive cycle characterized by high
levels of SR-BI and SR-BII were accompanied by low EC
levels in the tubules, whereas the periods characterized by
the predominance of one of the two SR-BI isoforms were
accompanied by high EC levels. These results show that
tubules with AIO were characterized by a deregulation of
cholesterol homeostasis and a concurrent deregulation of
SR-BI and SR-BII expression. This study also shows that
an increase in only one of the two SR-BI isoforms in the
tubules with AIO was accompanied by increased EC levels
but not by a significant increase in apoptosis levels, sug-
gesting that the recognition and phagocytosis of apoptotic
cells are distinct physiological events and that the engulf-
ment of apoptotic cells by Sertoli cells is only partly de-
pendent on SR-BI.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

All mink (Mustela wvison) purchased from Visonniére St
Damase (St. Damase, Québec, Canada) were individually caged,
fed a high-protein diet, kept under natural lighting conditions,
and allowed food and water ad libitum. After anesthesia by intra-
peritoneal injection of 0.9 ml/kg body weight sodium pheno-
barbital (Somnotol; MCI Pharmaceutical, Mississauga, Ontario,
Canada) and 0.15 ml/kg body weight of a solution of 0.3 g/ml
chloral hydrate in sterile saline, mink were decapitated and the
trunk blood and tissues were collected. For studies on develop-
ment, testes were harvested at 30 day intervals [) during the neo-
natal period (60-90 days old), 2) during puberty (120, 150, 210,
and 240 days old), and 3) by the onset of adulthood (270 days
old). Adult mink testes were collected at 30 day intervals during
the last week of the month throughout the annual reproductive
cycle from 1-2 year old mink. The calendar of the monthly
changes in germ cell population during the annual reproductive
cycle and the method of Pelletier (40) for the identification of
the 12 stages of the cycle of the seminiferous epithelium were
used. Six normal mink per age group were used except when
testes were small during puberty, when 6=10 mink were used.

For studies on infertile male mink, 2-3 year old mink that suc-
cessfully mated and sired five litters of no fewer than four kits the
year before but that were sterile during the current year and were
diagnosed with spontaneous AIO were selected.

Clinical criteria of fertility

The ejaculated semen recovered from vaginal smears was
evaluated with a light microscope, and the morphology, motility,
and number of spermatozoa were assessed for each male mink
during the mating season in March. For studies in infertile mink,
those that failed to sire a litter, whose semen contained low counts
of spermatozoa, immobile spermatozoa, or no spermatozoa with
high serum levels of anti-sperm antibodies, and whose pathologi-
cal features showed leukocyte infiltration and destruction of the
seminiferous epithelium at autopsy typical of spontaneous AIO
were used. Ten adult mink with AIO for February, March, and
July (totaling 30 mink) were used. The right testis was processed
for histological studies and the left for enriched tissue fractiona-
tion. The protocol was approved by the Université de Montréal
Animal Care Committee.

Quantification of serum anti-sperm antibodies by ELISA

The methods of Ing et al. (41) and Benet-Rubinat et al. (42)
were used as follows. One hundred microliters of spermatozoa
suspended in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM NasHPO,, and
1.5 mM KHgPOy, pH 7.4) ata cu_nc::ntmliun of 1 % 10° cells/ml
was added to each well (1 X 107 cells/well) of polystyrene flat-
bottom plates (Immulon 2; Dynex Technology, Chantilly, VA),
and the plates were centrifuged at 2,000 rpm in a G5-6R Beckman
centrifuge (Beckman, Mississauga, Ontario, Canada) equipped
with a GH 3.8 rotor at 4°C for 10 min. The supernatant was re-
moved and the plates were dried. Spermatozoa were fixed in
=20°C methanol for 30 min, dried, incubated with 1% BSA in PBS
at 4°C overnight to eliminate nonspecific labeling, and washed in
PBS containing 0.05% Tween 20. Spermatozoa were incubated
first with various dilutions of mink sera (higher dilutions were
needed when sera of infertile mink were used). Serum dilutions
were prepared in 1% BSA in PBS ranging from 1:100 to 1:1,000.
Spermatozoa were incubated with serum dilutions at 37°C for
1 h, next with rabbit anti-mink IgG (1:2,000 dilution) at 37°C for
1 h, and then with HRP-conjugated anti-rabbit IgG (1:2,000
dilution) at 37°C for 1 h. The reaction was detected by adding



100 pl of substrate solution containing 0.4 mg/ml orthophenyl-
ene diamine and 0.015% hydrogen peroxide in citrate buffer,
pH 5.0, and stopped by the addition of 25 pl/well of 2 N sulfuric
acid. Optical density was determined at 492 nm by an ELISA
autoreader (Dynatech, Mississauga, Ontario, Canada). All sam-
ples were assayed in duplicate, and the results are expressed as
fold dilution of serum where the absorbance value was (1.5.

Isolation of seminiferous tubule- and interstitial
tissue-enriched fractions

Testes were decapsulated and immersed in PBS with or with-
out phosphatase and protease inhibitors: 2 mM PMSF, 1 mM
EGTA, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin, 4 mM NazVO,,
80 mM NaF, 20 mM NayP2Os7, and 10 pM potassium bisperoxol-
(1,10-phenanthroline)oxovanadate. The seminiferous tubules
were teased apart and individually detached from the interstitial
tissue with fine tweezers. Next, the tubule-interstitial tissue mix-
ture was placed in PBS with or without phosphatase inhibitors in
a water shaker bath set at 80 cycles/min at 4°C for 1 h. The mix-
ture was allowed to sediment for 1 h in 15 ml conical tubes on ice
and centrifuged at 600 rpm for 20 min in a GS-6R Beckman
centrifuge equipped with a GH 3.8 rotor at 4°C. The seminiferous
tubule-enriched fraction (STf) occupied the pellet, and the
interstitial tissue fraction (ITf) occupied the top. The fractions
were washed in PBS or PBS containing proteases and phospha-
tase inhibitors, and their purity was evaluated by light micros-
copy. This represents a modification of a previously published
isolation method in which mild enzymatic digestion with colla-
genase D and soybean trypsin inhibitor was used to separate -
bules from the interstitial tissue (19). The protein content of the
ITf and STf samples was measured (43).

Quantification of apoptosis by ELISA

Measurements were done using a cell death detection ELISA
kit (Boehringer-Mannheim, Laval, Québec, Canada) in accor-
dance with the manufacturer’s instructions. The assay kit allows
the quantification of mononucleosome- and oligonucleosome-
bound DNA in the cytoplasmic fraction of a cell homogenate that
is caused by DNA fragmentation during apoptosis. Briefly, STf
homogenates were incubated with the lysis buffer at room tem-
perature for 30 min and centrifuged at 15,000 rpm in a Beckman
centrifuge (Palo Alto, CA) at 4°C for 30 min. The cytosolic frac-
tions were collected, and 20 pug of proteins was loaded onto
streptavidin-coated microtiter plates, exposed to anti-histone biotin
and peroxidase-conjugated anti-DNA antibody at room tempera-
ture for 2 h, washed, and incubated with 2,2"-azino-di-[3-ethyl-
benzithiazoline sulfonate] diammonium salt substrate solution.
The results are expressed in absorbance unit per milligram of
protein STf (AU/mg). Samples were assayed in duplicate.

Epididymal spermatozoa

Epididymides from normal adult mink euthanized in February
and March were diced in cold PBS with or without proteases and
phosphatase inhibitors, filtered through a 74 pm mesh, and cen-
trifuged at 2,000 rpm for 15 min in a GS-6R Beckman centrifuge
at 4°C to recover spermatozoa. The gametes were resuspended in
10 mM Tris-HCI, pH 8, containing 1 mM EDTA for 5 min to lyse
epithelial and blood cells (44), washed twice, and diluted 1:1 in
cold PBS with or without proteases and phosphatase inhibitors.
The cells were sonicated in a Fisher Sonic Dismembrator (model
300; Fisher, Farmington, NY) during three 30 s intervals.

Antibodies against SR-BI and SR-BII

Three distinct antibodies were used for the detection of SR-BI
and its isoform SR-BIIL: 1) the polyclonal antibody to SR-BI, which
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recognizes only the SR-BI isoform, was raised in rabbit against a
peptide antigen corresponding to residues 496-509 of mouse SR-
BI; 2) the goat polyclonal antibody to SR-BI produced against a
synthetic peptide made to the C-terminal region of murine SR-BI,
corresponding to residues 400-509; and 3) the rabbit polyclonal
antibody, which recognizes exclusively the SR-BII isoform, was
produced against a peptide antigen corresponding to residues
491-506. In addition, the rabbit SR-BII antibodies were affinity-
purified against the recombinant SR-BII coupled to a CNBr-
activated Sepharose 4B column. Antibodies 1 and 3 above were
purchased from Novus Biologicals (Litleton, CO). The goat
polyclonal antibody to SR-BI was a generous gift from Novus
Biologicals. The affinity-purified antibodies are specific for each
isoform of SR-BI and do not cross-react with other proteins in
Western blot analyses of tissue extracts, The specificity of SR-BI
and SR-BII antibodies was tested using mouse tissue as a positive
control. The primary or secondary antibody alone was used for
negative controls.

Electrophoresis and Western blots

Twenty micrograms of total proteins for each STt and/or ITf
sample was denatured in electrophoresis sample buffer and
loaded on a 10% pnlyncr}rlamidc minigel, subjected to electro-
phoresis, and electrotransferred onto nitrocellulose membranes.
Membranes blocked for 60 min at 37°C with 5% skim milk in TBS
(140 mM NaCl and 50 mM Tris-HCI, pH 7.4) were incubated with
purified anti-SR-BI (1:2,000 dilution) or anti-SR-BII (1:1,000) over-
night and mixed with the corresponding HRP-conjugated second-
ary antibody. Some membranes were reprobed with either a goat
polyclonal antibody to human vimentin (Sigma, St. Louis, MO)
(1:500 dilution) or a monoclonal anti-human clusterin (Novocas-
tra Laboratories, Ltd., New Castle upon Tyne, UK) (1:50 dilution).

For studies of A1O, myosin light chain (MLC) was used as an
internal loading control. MLC has a molecular mass of 20 kDa,
and the intensity of the band did not change in the different
experimental conditions. The membranes between 40 and 50 kDa
were incubated with monoclonal MLC antibody (Sigma) and then
with anti-IgM peroxidase-conjugated antibody. Antigen-antibody
complexes were revealed using enhanced chemiluminescence
(Lumi-lig]ll+; Roche, Laval, Québec, Canada).

Plasma and testicular cholesterol analysis

Duplicate samples of enriched tissue fraction homogenates
(60-80 pl each) and serum (40-60 pl) were extracted with 5 ml
of hexane-isopropanol (3:2) for 30 min at room temperature and
centrifuged at 2,500 rpm (GS-6R Beckman centrifuge) for 5 min
(45). The supernatant was removed, and the extraction was
repeated three times on the pellet. The supernatant from each
sample was pooled, separated into two equal volumes, and evapo-
rated at 37°C with N-EVAP Nitrogen Evaporators (Organomation
Associates, Inc., Berlin, MA). Total cholesterol (TC) and unesteri-
fied FC were measured in the dried pellet from the 2 volumes with
an enzymatic kit (Wako Chemical USA, Inc., Richmond, VA), EC
levels were obtained by substraction of FC from TC. EC and FC
contents are expressed in pg cholesterol /myg total protein for ITf
and STf or in mg cholesterol /d] serum. The values are means =
SEM from three independent experiments.

Immunolabeling

Testes were perfusion-fixed with Bouin's fixative (46). Endog-
enous peroxidase activity was inhibited with 0.3% hydrogen
peroxide, and immunolabeling was performed (19). Nonspecific
binding was blocked with 0.5-3.0% skim milk. Paraffin sections
were incubated with rabbit anti-SR-BI (1:50 dilution), goat anti-
SR-BI (1:100 dilution}, or rabbit anti-SR-BII (1:25 dilution), then
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with biotinylated anti-rabbit F(ab')s (1:10,000 dilution) or anti-
goat IgG (1:2,000 dilution) and peroxidase-conjugated strepta-
vidin (1:200 dilution) (20). Controls included either the first or
the second antibody alone.

Fluorescence microscopy

Spermatozoa mounted on poly-L-lysine-coated cover slips were
air-dried, fixed, and permeabilized with —20°C methanol for
10 min. Preparations were incubated with 3% skim milk in PBS to
block nonspecific binding. Next, spermatozoa were incubated
with purified anti-SR-BI (1:10 dilution) or anti-SR-BII (1:5 dilu-
tion) for 60=120 min at 37°C, rinsed with PBS, and incubated with
FITC-conjugated anti-rabbit IgG (1:400 dilution) at 37°C for 1 h.
Cover slips were mounted in PBS/glycerol (1:1) containing 5%
1, 4-diazabiscyclo-[2,2,2]octane and visualized with a Carl Zeiss
Axioskop II fluorescence microscope.

Measurements of serum testosterone levels

Testosterone concentration in mink sera was measured by
ELISA using ALPCO diagnostics kits (American Laboratory Prod-
ucts Company, Salem, NH) (19). The sensitivity of the method
was 0.07 ng/ml.

Data analysis and statistical analysis

The bands of five independent immunoblots of SR-BI and SR-
BII obtained for each time interval studied in ITf and STf were
scanned on an Astra 20008 laser scanner (Umax Data System,
Inc., Hainchu, Taiwan). The relative SR-BI and SR-BII protein
contents of scanned bands were estimated by densitometry (Scion
Image Software, Scion Corp.). The values were normalized to
60 day values for the studies of development or to August values
for the studies of adults. The data are presented as means = SEM
and were evaluated with Student’s Fest.

Source of chemicals and antibodies

Poly-1-lysine and 1,4-diazabiscyclo-[2,2,2]octane were from
Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada), and PMSF, biotin-
vlated anti-rabbit IgG, biotinylated anti-goat IgG, leupeptin,
aprotinin, and the 1.l1l‘ﬂi—“g’h1+ chemiluminescence detection kit
were from Roche. Potassium bisperoxol-(1,10-phenanthroline)
oxovanadate (V) was from Calbiochem (San Diego, CA). Biotinyl-
ated anti-rabbit affinity-purified F(ab'), fragment and peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG, peroxidaseconjugated anti-mouse
IgG, and anti-goat IgG were purchased from Jackson Immunore-
search Laboratories (Mississauga, Ontario, Canada).

RESULTS

In the mink, the neonatal period covers the first 90 days
after birth, generally by May in the northern hemisphere,
and it is followed by puberty, which lasts from day 91 to day
252 after birth. Spermatogenesis is completed by day 240
after birth. The appearance of spermatozoa in the epididy-
mis 12 days later in January is the hallmark for the onset of
adulthood (40). The annual seasonal reproductive cycle in
the adult is composed of an 8 month long active sper-
matogenic phase, beginning with the division of spermato-
gonial stem cells in August and ending with the arrest of
spermatogenesis by the last week of March. Spermatozoa
are produced from January to March (40). This is followed
by a 4 month long inactive spermatogenic phase, or tes-
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ticular regression, from April until the end of July (40).
The duration of the cycle of the seminiferous epithelium
lasts 58 days in mink (47).

‘Western blot analyses of SR-BI and SR-BII in mink and
mouse tissue fractions

When anti-SR-BI was used, one immunoreactive band
was detected in the ITI and one in the STT (Fig. 1). Al-
though the molecular mass was the same in both mink
tissue fractions, the mass was 82 kDa in mink and 85 kDa
in mouse (Fig. 1). Anti-SR-BII showed a molecular mass of
85 kDa in the two tissue fractions in both species (Fig. 1).

Western blot analyses of SR-BI and SR-BII in mink tissues

The intensity of the SR-Bl immunoreactive band was
strongest in mink ITf followed by the liver, ST, kidney,
small intestine, and lung. The heart and brain contained
traces (Fig. 2A). The intensity of the SR-BIl immunoreac-
tive band was strongest in the ITf and next in the STf and
kidney (Fig. 2B). Contrary to SR-BI, the liver and small
intestine contained only traces of SR-BII (Fig. 2B).

Measurements of SR-BI and SR-BII levels in the ITf

During development, SR-BI levels increased from 90 to
180 days, then leveled off until 270 days (Fig. 2C). During
the annual cycle, SR-BI levels decreased significantly by
March, leaving traces from April to June, but increased
significantly by July and stayed high from August until
February (Fig. 2D).

During development, traces of SR-BII were detected
from 60 to 120 days, but the levels increased significantly
from 120 to 150 days, from 150 to 180 days, and from 210
to 240 days (Fig. 2E). In contrast to SR-BI (Fig. 2D), SR-BII
levels were low from July to October but high from No-
vember to June (Fig. 2F). SR-BII levels increased signifi-
cantly from October to November (Fig. 2F) but decreased
from June to July (Fig. 2F).

Measurements of SR-BI and SR-BII levels in the STf

During development, SR-BI levels increased significantly
from 120 to 150 days, when they peaked and reached values

SR-BI SR-B[I

85kDa
Fanm ™

.

molTf mkITf moSTf mkSTf molTf mKITf moSTfmkSTf
Fig. 1. Specificity of anti-scavenger receptor class B type I (SR-BI)
and anti-SR-BII antibodies in mink and mouse seminiferous tubule-
enriched fraction (STf). Representative Western blots show one
immunoreactive band of 82 kDa in interstitial tissue fraction (ITf)
(mKkSTH) and ST (mkSTI) from adult mink in February, when anti-
SR-BI antibodies were used. In mouse ITF (molTf) and STF (moSTI),
the band shows a molecular mass of 85 kDa with the same anu-
bodies. When SR-BII antibodies were used on the same samples,
the immunoreactive band detected had a molecular mass of 85 kDa
in the ITf and STY of both species.
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Fig. 2. Assessment of SR-BI and SR-BII levels in mink tissues and in the ITf during development and the annual reproductive cycle.
A: Representative Western blot analysis of SR-BI showing that the molecular mass of SR-BI was 82 kDa in all of the mink tissues assayed. The
histogram shows SR-BI protein levels expressed in arbitrary units. The SR-BI levels were highest in I'Tf followed by ST¥, liver, kidney (Kid),
lung, and small intestine (Int). The brain and heart (Hrt) contained traces of the protein. B: Representative Western blot analysis of SR-BIL.
The intensity of the 85 kDa immunoreactive band was strongest in the ITf followed by the STf and kidney. Weak traces of the protein were
present in the lung, small intestine, brain, and heart. The SR-BII protein levels are expressed in arbitrary units. C, D: Western blot analyses
of SR-BI in ITf obtained monthly throughout development (C) and during the seasonal annual reproductive cycle in the adult (D).
Representative Western blots show that the 82 kDa SR-Bl-immunoreactive band is detected throughout both development and the annual
reproductive cycle in the adult. The intensities of the bands obtained in six independent experiments were normalized to the 60 day data
for development or to the August data for the annual reproductive cycle, The values shown are means = SEM. *7 P < 0,00001, February
versus March; ' P < 0.001, June versus July. E, F: Representative Western blot analyses of SR-BII in the ITf obtained monthly during
development (E) and throughout the annual reproductive cycle (F). The intensities of the bands obtained in six independent experiments
were normalized to the 60 day data for development or to the August data for the annual cycle. The values shown are means + SEM. " P <
0.02, 120 versus 150 days; ~ 7 P < 0.001, 150 versus 180 days; ** P < 0.005, 210 versus 240 days *#%P < (0.00005.
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that neared twice the ITf values before decreasing until to March, there was a very significant decrease in SR-BI
270 days; the decrease was significant between 180 and levels, and only traces of the receptor were detected from
210 days (Fig. 3A). During the annual reproductive cycle,  April to June. However, this was followed by a significant
SR-BI levels were increased by August, then they decreased increase in SR-BI levels from June to July (Fig. 3B). SR-BI
significantly by September before increasing again to was detected in epididymal spermatozoa isolated from
reach peak values until February (Fig. 3B). From February adult mink in February and March (Fig. 3B).
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Fig. 3. Measurements of SR-BI and SR-BII levels and of vimentin in the STf during development and the annual reproductive cycle. A, B:
Representative Western blot analyses of SR-BI in the STf obtained monthly during development (A) and the annual reproductive cycle
(B) and in epididymal spermatozoa (SPZ). * P < 0.05, 180 versus 210 days and August versus September; ## P <2 0,005, 120 versus 150 days
and June versus July; *#* P < 0.00005, February versus March. C, D: Representative Western blot analyses of SR-BII in the STf obtained
monthly during development (C) and the annual reproductive cycle (D) as well as in epididymal spermatozoa. ' P < 0.02, 150 versus
180 days; M p < 0.00002, December versus January; #F P < 0,005, 180 versus 210 days and January versus February; *#% P < 0.00005,
June versus July. E, F: Representative Western blot analyses of vimentin performed on the same membranes for which the Western blots of
SR-BI had been done. # P < 0.05, November versus December; * " P < 0.00001, June versus July. The intensity of the bands obtained
in six independent experiments was measured to generate histograms, and values were normalized to the 60 day data for development or to
the August data for the annual cycle. All values shown are means = SEM.
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During development, in contrast to SR-BI (Fig. 3A),
there were only traces of SR-BII from 60 to 150 days, and
the first significant increase in SR-BII occurred from 150 to
180 days (Fig. 3C). This 150-180 day SR-BII increase (Fig. 3C)
was roughly concomitant with a decline in SR-BI levels
in the STT (Fig. 3A). A second significant SR-BII increase
occurred from 180 to 210 days (Fig. 3C). During the annual
reproductive cycle, in contrast to SR-BI (Fig. 3B), SR-BII
appeared in traces from August to December (Fig. 3D).
The SR-BII levels were very significantly increased from
December to January and again from January to February
before decreasing from July to December (Fig. 3D). The
SR-BII decrease was significant from June to July, and this
(Fig. 3D) was concomitant with a significant SR-BI increase
in July (Fig. 3B). Thus, SR-BII and SR-BI levels were in-
versely related to each other in the STf except for during
the months of January and February. SR-BII levels were
increased when the number of germ cells was high from
January to June (Fig. 3D), suggesting that SR-BII is chiefly
associated with germ cells and SR-BI is chiefly associated
with Sertoli cells and germ cells. Spermatozoa contained
SR-BII (Fig. 3D).

The immunoblot membranes used to measure SR-BI
expression in the STf were stripped and reprobed for
vimentin (Fig. 3E, F) and clusterin (data not shown be-
cause clusterin and vimentin variations were similar). The
vimentin levels showed a profile of variations (Fig. 3E, F)
reminiscent of that of SR-BI (Fig. 3A, B) but not SR-BII
(Fig. 3C, D), suggesting that SR-BI is associated partly, al-
beit not exclusively, with Sertoli cells. This observation
adds further support to the contention that SR-BIl is prin-
cipally associated with germ cells, because vimentin and
clusterin have been considered to be normally synthesized
by Sertoli cells, not germ cells.

Immunohistochemical studies of SR-BI

SR-BI localized to germ cells and Sertoli cells in a stage-
specific manner in adult mink testes harvested in February
(Fig. 4A-D). SR-BI localized at the surface of the thin
Sertoli cell cytoplasmic processes surrounding the germ
cells during stage I (Fig. 4A). By stages VII and VIII, inter-
cellular Sertoli cell junctional membranes in the vicinity
of spermatocytes near the basal third of the epithelium
(Fig. 4B, C) and the “trunk” of the supporting cells were
labeled (Fig. 4D). The cell surfaces in the intercellular
clefts between zygotene spermatocytes and Sertoli cell as
well as those between adjoining Sertoli cell processes were
SR-Bl-positive during stage X (Fig. 4D). Stage X is con-
comitant with the spermatocyte migration from the basal
to the lumenal compartment in mink. SR-Bl-positive ma-
terial was detected at the germ cell’s surface and within the
cytoplasm, where it appeared as SR-Bl-positive minute dots
(Fig. 4A-D). Intracellular SR-Bl-positive clumps were pres-
ent in apoptotic germ cells (Fig. 4B). SR-BI localized to the
Leydig cell surface (Fig. 4E).

The histological changes during puberty are similar to
those of the testicular regression in reverse sequence in
mink testis (40). Because changes in SR-BI immunolocal-
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ization during puberty during testicular regression were
similar, only data recorded during the later period are
presented here (Fig. 4F-H). SR-Bl-positive dots were de-
tected within the Sertoli cells’ trunk (Fig. 4F), but cyto-
plasmic labeling decreased during testicular regression
(Fig. 4H). In addition, the cell surface of Sertoli cells and
germ cells was labeled; Sertoli cell membrane segments
facing degenerating germ cells were intensely labeled
(Fig. 4F-H). Sertoli cells contained large SR-Bl-positive
vacuoles after germ cells had been cleared from the tu-
bules (Fig. 4G). Intracellular SR-BI-positive clumps were ob-
served in germ cells undergoing apoptosis (Fig. 4F-H).

Immunohistochemical studies of SR-BII

Most SR-BII was detected intracellularly in the vicinity
of the nucleus in germ cells (Fig. 5A, B) and Sertoli cells
(Fig. 5A) in adult mink testes harvested in February, but
this distribution did not change with the stage of the cycle
(Fig. 5A, B). In addition, intercellular clefts between Ser-
toli cells and germ cells were weakly immunostained dur-
ing stage X (Fig. 5B). The endothelial cells of blood vessels
and other interstitial cells, but not Leydig cells, were SR-
Bll-positive (Fig. 5C). During testicular regression, the
Sertoli cell surface was very weakly SR-BII-immunoreactive,
although the immunoreactivity in this location was in-
creased by May and June (cf. Fig. 5D, E with Fig. 5F). In
addition, the intracellular immunoreactivity of SR-BII was
localized to germ cells, in particular round spermatids and
cells that showed signs of apoptosis (Fig. 5A). The protein
was not detected in the interstitial space during testicular
regression (Fig. 5D-F).

Immunofluorescence studies on epididymal spermatozoa

Spermatozoa incubated with the second antibody alone
showed occasional nonspecific weak staining of the mito-
chondrial sheath in the tail (Fig. 6A). Scattered SR-BI-
positive clumps covered the anterior acrosomal segment,
and the mitochondrial sheath was labeled (Fig. 6B). SR-BII
localized to the anterior acrosomal segment but more
intensely than SR-BI in the same region, and the mito-
chondrial sheath was not labeled (Fig. 6C).

Measurements of FC and EC levels in the ITf and STf
and serum

The developmental and seasonal FC and EC level varia-
tions in the ITf, STf, and serum are shown in Fig. 7. In the
ITt, during development, FC levels reached a plateau at
~45 g cholesterol/mg protein by 120 days until adult-
hood. Conversely, the increase in EC levels from 90 to
150 days was followed by a significant decrease (P < 0.01,
150 vs. 180 days old) by 180 days. In adult mink, FC levels
were approximately three times the EC values. FC and EC
levels were lower during the periods when spermatogen-
esis was completed (from December to March) than when
it was not (the rest of the annual reproductive cycle). In
the STT, FC values were three times the EC values. During
development, FC levels showed no significant changes but
EC levels decreased, although not significantly, until adult-
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Fig. 4. Immunolocalization of SR-BI in adult mink testis. A-D: The stages of the cycle of the seminiferous epithelium appear in roman
numerals at the top of the panels. SR-Bl-positive dots are identified in germ cells. P, pachytene spermatocytes; s and S, rounded (s) and
elongated (S) spermatids; Z, zygotene spermatocytes. In B, a pachytene spermatocyte showing signs of apoptosis contains clumps of SR-BI-
positive material. In addition, the protein localizes at the surface of germ cells (thin arrows). In the Sertoli cell’s cytoplasm, SR-BI labeling is
abundant near the basal third of the epithelium (thick arrows in A-D). In addition, the localization of the protein coincides with the
localization usually agreed to be that of the cell junctions within the Sertoli cell junctional complexes (thick arrows in B-D). Labeling in this
location of the seminiferous epithelium is particularly intense during stage X of the cycle (D). It is apparent in the intercellular cleft
separating zygotene spermatocytes from the neighboring Sertoli cells (the three thick arrows near the lowest zygotene spermatocytes in ID)
and in the clefts between adjacent Sertoli cells (the thick top right arrow in D and the thick arrow in C). Magnification, X 1,310. E: Within
the interstitial tissue, SR-BI immunoreactivity was detected on the Leydig cell surfaces (L). Magnification, X1,100. F: A tubule with a lumen
in May. g, giant cell. G, H: Tubules with a collapsed lumen in June and August, respectively. SR-BI labeling is visible at the surface
[thick arrows in F=H and along the outline of the large vacuole (V) in G] and in the Sertoli cell's eytoplasm principally near the basal
third of the epithelium (thick arrows) and at the germ cell surface (P in F, G). SR-Bl-positive clumps are identified in apoptotic germ cells
(P in F, G and thin arrows in F). Magnification, X780.
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Fig. 5. Immunolocalization of SR-BII in adult mink testis. A, B: The stages of the cycle of the seminiferous epithelium appear in roman
numerals at the top of the panels. SR-BII localizes to pachytene (P) and zygotene (Z) spermatocytes, round and elongated spermatids (thin
arrows), and Sertoli cells (S). Labeling is visible near the nucleus (A, B) and at the Sertoli cell-germ cell interface (thick arrows in B). C: In
the interstitial tissue, endothelial cells in blood vessels (BV) and interstitial cells (thick arrows) resembling macrophages are
immunostained, but Leydig cells (L) are not. D: A tubule with a lumen in April. E, F: Tubules with a collapsed lumen in May and June,
respectively. SR-BII labeling is weak at the surface of Sertoli cells, but immunoreactivity in this location is increased by May and June (thin
arrows in D-F). SR-Bll-positive material is detected in germ cells, particularly round spermatids showing signs of degradation; some
spermatids are gathered into giant cells (g) and disposed like a plug in the reduced lumen (D). In June, the base of Sertoli cells is SR-BII-
positive (F). Magnifications, X 1,000 (A, C); X880 (B); X1,190 (D); X880 (E, F).
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Immunofluorescence localization of SR-BI and SR-BII in
epididymal spermatozoa. A: Controls with the first or second

Fig. 6.

antibody alone showed inconsistent w staining in the mito-
chondrial sheath (m). B: SR-BI is localized over the anterior
acrosomal segment (aa) and scattered in clumps; the mitochon-
drial sheath is also labeled. C: The anterior acrosomal segment is
strongly SR-BlI-positive and is ended by a distinct shape reminis-
cent of a pair of eyvebrows (asterisk) next to the equatorial segment,
which itself is not labeled. Magnification, X980,

hood. In the adult, FC levels decreased from December
to March. The profile of the EC levels in the STf was
reminiscent of that in the ITf, except that the November-
to-December decrease (P < 0.01) was significant and there
was a significant increase from March to April (P < 0.02)
followed by a significant decrease from April to May (P <
0.05). Serum FC and EC values were near each other and
ranged between 80 and 90 mg cholesterol/dl serum and
90 and 104 mg cholesterol/dl, respectively, without show-
ing significant differences.

Studies on adult mink with spontaneous AIO

SR-BI and SR-BII levels in the STf of normal mink and mink
with AIO. In Fig. 8, for each month studied, the control
value was set at 1 and the AIO values were compared with
the corresponding controls. SR-BI levels were increased
significantly in mink with AIO in February (£ < 0.02, AIO
vs. normal). However, control SR-BI values did not differ
significantly from those in mink with AIO in March and
July. SR-BII levels were not significantly higher in mink
with AIO than in controls in February. However, SR-BII
was decreased significantly by March (P < 0.02, AIO vs.
normal) and increased significantly by July (< 0.05, AIO
vs. normal).

IC and EC levels in the STf in normal mink and mink with
AIO. There were no significant differences between nor-
mal and AIO FC values (Fig. 9). However, EC levels tended
to be higher in mink with AIO than in normal mink in the
3 months studied, and the difference was significant (P <
0.02, AIO vs. normal) by March.
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Apoptosis levels measured by cell death detection with ELISA in
the eytoplasmic fraction of the STf obtained from adull normal

[fertile mink and mink with AIO. Apoptosis levels were higher

in mink with AIO than in normal mink in February, but
the values were not significantly different for any of the
months studied (Fig. 10).

Serum testosterone levels

Serum testosterone levels were significantly lower in mink
with AIO than in normal mink in February and March but

notin July (Table 1).

DISCUSSION

SR-BI is an integral membrane cell glycoprotein well
preserved among mammalian species, given that the pre-
dicted protein sequences of hamster, mouse, rat, cow, and
human have been reported to nearly 80% identity (48, 49),
The SR-Bl-immunoreactive band showed a molecular mass
of 82 kDa in mink. This observation differs from the report
of dimeric (164 kDa) and hetero/oligomeric forms in rat
(50, 51) and from that of a “discreet signal with a molecular
mass of ~70 kDa"” in membrane subfractions of primary
cultured, pubertal 20 day old rat Sertoli cells and liver (38).

Cholesterol and apoptosis levels

Our results show that measurements generated with
the N-EVAP Nitrogen Evaporator reflect real FC and EC
levels and substantiate the data we had obtained previously
by TLC (20).

Apoptosis levels measured by ELISA in whole testis ex-
tracts (52) and in enriched STfs (our unpublished results)
showed a 2-fold increase in March and July in normal
mink. The phagocytosis of massive numbers of apoptotic
cells entails a cholesterol buildup that results in increased
EC levels by March and April, whereas the decreased EC
levels in July reflect reduced cholesterol amounts origi-
nating from fewer apoptotic cells remaining during this
period. The observation of infrequent apoptotic figures in
February in mink testis sections despite the report that
apoptosis-mediated germ cell death accounts for half of
the cell loss in normal testis (17, 18) implies a rapid re-
moval and disposal by Sertoli cells. Moreover, our obser-
vation that low EC levels in February prevailed suggests a
contribution of SR-BI/SR-BII to the removal of cholesterol-
containing germ cells from the tubules back to the liver
for the reverse transport of peripheral cholesterol during
periods of spermatogenic activity. In normal mink, EC lev-
els were lowest when SR-BI and SR-BII expression were
both high, but the levels increased when only one isoform
was predominant in the tubules. This suggests that the
maintenance of low EC levels requires both isoforms and
that each one influences cholesterol in a distinct man-
ner in normal tubules. However, impaired clearance of
cholesterol-containing apoptotic cells by Sertoli cells de-
regulates cholesterol homeostasis and results in increased
EC levels in mink tubules with ATIO, in which a significant
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Fig. 7. Free cholesterol (FC) and esterified cholesterol (EC) levels in normal STf and ITf and serum. FC
(closed circles) and EC {open circles) are expressed in pg cholesterol/mg total protein for the ITfand STE.
The values shown are means * SEM of three independent experiments. In the ITf (top), FC levels from
120 to 270 day old mink were not significantly higher than those from 90 day old animals. However, EC levels

decreased si

rnificantly (* P< 0.01) from 150 to 180 days. In adult mink, FC and EC levels were both lower,

but not significantly, in January and February than during the remainder of the annual reproductive cycle,
In the STf (bottom), FC and EC levels were not significantly different during development. However, in the
adult, EC but not FC showed significant differences during the annual reproductive cycle. EC levels
decreased significantly from November to December (¥ P<< 0.01), they increased from March to April (* P<
0.02), and finally, they decreased from April to May (* P < 0.05).

EC increase was accompanied by a decrease in SR-BII
but not SR-BI in March. This observation is consistent
with the report that experimental hepatic overexpression
of SR-BI induces a significant diminution of HDL choles-
terol (53).

We show here the first measurements of SR-BI and SR-
BII in individual compartments rather than in whole testis
extract. Regarding the tubular compartment, the results
with vimentin, a marker for Sertoli cells, showed that the
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concentration of vimentin-containing Sertoli cells in STf
samples was lowest during periods when spermatogenesis
was near completion, although the total Sertoli cell num-
ber per testis remained constant regardless of spermato-
genic activity through the annual reproductive cycle. In
addition, the vimentin concentration profiles during the
development and annual cycle were similar to those in SR-
BI. Therefore, SR-BI variations are concomitant with those
in the proportion of Sertoli cells relative to the germ cell

T Fig. 8. Measuremenis of SR-BI and SR-BII levels in the
STf in normal fertile adult mink and in mink with
autoimmune orchitis (AIO) in February, March, and
July. The SR-BI levels were very significantly increased
in mink with AIO in February (#£ < 0.02, AIO vs.
normal) but not in March and July. SR-BII levels were
significantly decreased by March (#P < 0.02, AIO vs.
normal) but increased by July (*P < 0.05, AIO vs.
normal). The values shown are the mean = SEM of

. three independent experiments.

July
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Fig. 9. FCand EClevels in the STf in normal fertile
adult mink and mink with AIO in February, March,
and July. Normal versus AIO mink FC levels (ex-
pressed in pg cholesterol/mg total protein) were
not significantly different in February, March, and
July, but the EC levels tended 1o be higher in mink
with AIO than in normal mink. In March, the dif-
ference was significant (¥ P << 0,02, AIO vs, normal).
The values shown are means * SEM of three in-

Feb March July

population in the sample. This does not exclude the pos-
sibility that the profile of variations in vimentin or in SR-BI
indicates a specific change in vimentin and SR-BI gene
expression. The predominance of SR-BI from July to Feb-
ruary and of SR-BII from January to June suggests that an
increase in SR-BII causes a restriction in SR-BI expression
in normal mink tubules. During AIO, however, the feed-
back mechanism responsible for the expression in tandem
of each isoform is perturbed, as shown by the observations
that SR-BI and SR-BII expression was concurrent and that
SR-BI increased in February but SR-BII increased in July,
opposite of the normal measurements.

SR-BI/SR-BII expression and apoptosis levels

Our results show that the peak in apoptosis levels re-
ported in whole testis extracts (52) and tubule-enriched
fractions (our unpublished data) in March corresponds to
increased SR-BII levels, whereas the peak in apoptosis
recorded in July corresponds to high SR-BI levels. This
could suggest the involvement of a distinct isoform in the
removal of distinct generations of germ cells in normal
tubules. However, our observation that increased SR-BI
and/or SR-BII levels were not accompanied by significant
increases in apoptosis in mink with AIO in February and
July agrees with the reports that the expression of indi-

—&— Normal
80 A == AIO

B0

AU/mg protein
F-y
(=]

20 A

Feb March July

Fig. 10. Apoptosis levels measured by cell death detection. ELISA
in the cytoplasmic fraction of STF from normal fertile mink and
mink with AIO. The data are expressed as optical density at 410 nm,
and the values represent means * SEM of measurements performed
in six different animals per experimental condition. Apoptosis levels
in fertile and infertile STf were not significantly different.
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vidual receptors (54-56) and the genetic deletion of scav-
enger receptor A (57) only produce minimal effects on the
uptake of apoptotic cells in culture. Our results suggest
that other multiligands besides SR-BI/SR-BII are involved
in apoptosis and that this process is not causally related to
SR-BI expression in testis. However, our results contrast
with the report that injection of rat SR-BI into seminifer-
ous tubules causes an increase in the number of apoptotic
cells identified with the Terminal deoxynucleotidyl
Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling (TUNEL)
method in mice (37). The TUNEL measures apoptotic
cells not engulfed and remaining in tubules (i.e., clear-
ance by Sertoli cells), whereas ELISA measurements re-
flect real apoptosis levels. Other studies have reported an
increase in in situ end labeling (ISEL)-positive apoptotic
germ cells in the tubules during experimental AIO in rat
(58). More importantly, our finding of increased numbers
of apostain-labeled apoptotic germ cells in mink tubules
in which apoptosis levels measured by ELISA were not
increased is proof that cell clearance is impaired during
spontaneous AIO in mink (our unpublished data). Apo-
ptosis is characterized by the appearance of plasma mem-
brane blebs that have been shown to express externalized
phosphatidylserine and to constitute sites for Clq and
Cereactive protein binding, both of which are events con-
nected with the noninflammatory clearance of cellular
debris (59). The finding that phagocytosis of apoptotic
germ cells was inhibited by liposomes containing phos-
phatidylserine (60) and/or by anti-SR-BI antibody pro-
vides strong support for the conclusion that SR-BI acts as a
phosphatidylserine receptor (38).

Here, we show deregulated SR-BI and SR-BII expression
in mink testis with AIO, which could alter the bleb recog-
nition of dying germ cells and lead to impaired clearance

TABLE 1. Serum testosterone levels in normal adult mink and mink

with AIO
Month Normal AlO
February 958174 (n=17) 1.93 = 0.52 (n = 6)°
March 1.65 =+ 0.62 (n = 8) 0.33 = 0.09 (n = 9)*
July 0.64 * 0.08 (n = 4) 0.44 = 0.09 (n = 4)

AIO, autoimmune orchitis. Testosterone levels in serum measured
by ELISA are expressed in ng/ml serum. The values shown are means =
SEM, and the number of animals in which the measurements were
performed is indicated in parentheses.

“ P < 0.03, AIO versus normal in February,

tp< 0,05, ATO versus normal in March.



by Sertoli cells. A deficit in SR-Bl-mediated recognition of
the nuclear antigens that have been shown to redistribute
in blebs and apoptotic bodies (61) could favor intolerance
to self proteins. The observation here that an increase in
SR-BI or SR-BII was accompanied by minimal effects on
apoptosis levels supports the notion that the recognition
and phagocytosis of apoptotic cells are distinct physiologi-
cal events and that the engulfment of apoptotic cells by
Sertoli cells is only partly SR-Bl-dependent.

The distribution of SR-BI and SR-BII

The interstitial compartment. Our finding of SR-BI at the
mink Leydig cell plasma membrane agrees with similar
findings in rat (62, 63). However, the discrepancy between
our observation of a strong rather than “a very weak SR-BI
staining” and “barely detectable” (62) SR-BI levels likely
stems from the fact that mink Leydig cells are rich (64),
whereas rat Leydig cells are poor, in cholesteryl ester-
containing lipid droplets (65) and in the use endogenous,
not exogenous, blood-borne HDL or LDL cholesterol for
the purpose of testosterone production (62).

The seminiferous tubules. Our observation of SR-BI lo-
calized to mink Sertoli cells agrees with the finding of the
receptor protein and mRNA (39) and of SR-BI as a
phagocytosis-inducing phospholipid phosphatidylserine
receptor in rat Sertoli cells (37). In addition, our detection
of SR-BI on testicular cell and spermatozoan surfaces and
of SR-BII on the inner acrosome overlying the nucleus is
consistent with the report of ~70% of SR-BI on the cell
surface and ~80-90% of SR-BII around the Chinese ham-
ster ovary cell nucleus (66). In addition, our localization of
SR-BI to mink Sertoli cell junctional membranes, except
when it accumulates in the trunk of the cell during stage X
of the cycle of the seminiferous epithelium, entails factors
modifying its location to adapt to the physiological activi-
ties of the cell. This view is supported by the report of de-
creased SR-BI mRNA expression during stages I-VI in rat
(39). In addition, SR-BI was reported to modify the struc-
ture of the membrane (67, 68) and the distribution of cho-
lesterol within the membrane (69, 70). We showed that
cholesterol accumulates in germ cell membranes (71), at
the tight junctions of Sertoli cells (72-74), and within tes-
ticular cells (74). SR-BI/SR-Bll-mediated selective lipid up-
take in testicular cell membrane segments could modify
the membrane fluidity causing local concentration of sig-
naling proteins for signal transduction, which would in
turn influence cell-cell interactions. In particular, sper-
matocyte translocation from one side to the other of the
blood-testis barrier during stage X requires Sertoli cell
junction plasticity while the spermatids release into the
lumen, and the engulfiment by Sertoli cells of lipid-contain-
ing residual bodies involves the intracellular management of
cholesterol. A change in the scavenger receptor location
could influence both of these events, because the “selective
uptake of lipids by SR-BI and SR-BII correlates with the
surface expression of SR-BI and SR-BII rather than with the
rate at which the two receptors accumulate HDL intra-
cellularly” (66, 75). The lack of a C-terminal leucine amino
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acid decreased the surface expression of SR-BI in mouse
hepatocytes, and the three C-terminal amino acids required
for binding PDZKI1 are lacking in SR-BII (76). Interestingly,
hormone-sensitive lipase (20) and SR-BI expression are
both upregulated in the tubules during stage X.

In conclusion, cholesterol homeostasis and SR-BI ex-
pression are deregulated, but apoptosis levels are un-
changed, in tubules with AIO, These results suggest that
SR-BI and SR-BII expression favors the maintenance of low
EC levels and that the predominance of only one isoform
is associated with the accumulation of EC but not with
apoptosis in the tubules. B}
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Annexe 2: Article 2

A revised and improved method for the isolation of seminiferous tubule-enriched

fractions that preserves the phosphorylated and glycosylated forms of proteins

Casimir D. Akpovi and R.-Marc Pelletier

Abstract

An improved technique to generate high yields of relatively pure seminiferous tubule-
enriched fractions from mouse testis by manual isolation is described. Our laboratory had
previously developed an isolation method based on mild enzymatic digestion to separate
individual constituents of each compartment of the testis namely, the interstitial tissue and
the seminiferous tubules. Although the method had the advantage of allowing production of
seminiferous tubule-enriched fractions in large amounts, we show here that this approach
does not allow optimal preservation of the integrity of the proteins in the samples, in
particular of the phosphorylated and/or glycosylated forms of the proteins. In an attempt to
solve this problem, we developed a novel mechanical approach to generate interstitial
tissue- and seminiferous tubule-enriched fractions that does not require the use of
enzymatic digestion. This approach has the advantages of providing relatively pure
seminiferous tubule-enriched fractions in large quantities and in a short amount of time. In
addition, and more significantly, the approach allows a more faithful detection of the

phosphorylated and glycosylated forms of the proteins.

Key Words: Testis; seminiferous tubule; tissue fraction; isolation; protein; phosphorylated

forms; glycosylated forms.
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1. Introduction

The testis is made up of loops of convoluted seminiferous tubules surrounded by
interstitial tissue composed of loose connective tissue containing Leydig cells that secrete
testosterone into the bloodstream (Christensen, 1975). The seminiferous tubules are lined
with a stratified epithelium containing germ cells at various stages of development
(Leblond et Clermont, 1952) and the supporting Sertoli cells (Jégou, 1993). Despite
fundamental anatomical and functional differences that distinguish the two cellular
compartments of the testis (Halley, 1960), most studies use whole testis extracts rather than
seminiferous tubule- or interstitial tissue-enriched fractions to conduct their analyses
(Benahmed et coll., 1983; Bravo et coll., 1994; Xie et coll., 2006). Currently available
methods to generate tissue-enriched fractions are few in numbers and time consuming or
still based on the use of enzymes.

Christensen and collaborators (Christensen et Mason, 1965) have proposed an

elegant method to separate the interstitial tissue from the seminiferous tubules. Although
the interstitial tissue-enriched fractions generated were of relatively good purity, their
approach was very time consuming, requiring more than three hours to complete and
yielded only reduced amounts of tissue fractions from one single testis.
Our laboratory has reported an isolation method based on mild enzymatic digestion of the
testis (Pelletier et coll., 1999; Kabbaj et coll., 2001). The method had the advantage of
allowing the isolation of significantly larger amounts of seminiferous tubule-enriched
fractions.

Here in, we describe an improved method that: 1) provides relatively pure
seminiferous tubule-enriched fractions; 2) does not require the use of enzymatic digestion;
3) is rapid of execution; 4) provides large amounts of enriched-tissue fraction in which 5)

the integrity of the proteins is preserved.

2. Materials

2.1 Animals

Adult mice, aged more than 60 days, were purchased from Charles River (St-Constant, QC,
Canada). They were housed at room temperature with 12h:12h light-dark cycle. Food and
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water were provided ad libitum. Animals were anesthetised by i.p injection of 0.9 ml/kg
body weight of sodium phenobarbital (Somnotol; MCI Pharmaceutical, Mississauga, ON,
Canada) and 0.15 ml/kg body weight of a solution of 0.3 g/ml chloral hydrate in sterile

saline. The protocol was approved by Université de Montréal Animal Care Committee.

2.2 Mild enzymatic digestion

2.2.1  Reagents

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), ethylene glycol-bis- (-aminoethyl ether) ---
N,N,N’, N-tetraacetic acid (EGTA), sodium chloride (NaCl), sodium fluoride (NaF),
sodium orthovanadate (Na3;VQ,), sodium pyrophosphate dehydrate (NasP,0O7), potassium
chloride (KCl), potassium phosphate (KH,PO,) and soybean trypsin inhibitor (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, Canada).

Aprotinin, leupeptin and collagenase D (Boehringer Mannheim, Laval, QC, Canada).

Minimum essential medium (MEM) (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada).

2.2.2  Buffers

1. Phosphate buffered saline (PBS): 137mM NaCl, 3mM KCIl, 8mM Na,HPO,,
1.5mM KH,POy, pH 7.4 (see Note 1). Store at room temperature.
2. Buffer A: PBS containing 2 mM PMSF, 1 mM EGTA, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml

aprotinin, 4mM Na3;VOQOy4, 80mM NaF and 20 mM Na4P,0; (see Note 1). Store at 4°C.

2.3 Manual isolation technique

2.3.1  Reagents

The same reagents as for the mild enzymatic digestion technique are used except for
collagenase D and soybean trypsin inhibitor but with the addition of potassium bisperoxol
(1, 10- phenanthroline) oxovanadate (bpV (phen)) (Calbiochem, San Diego, CA, USA).
Protect from light (see Note 2).
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2.3.2  Buffers

1. Phosphate buffered saline (PBS)

2. Buffer B: buffer A plus 10puM potassium bisperoxol (1, 10- phenanthroline)
oxovanadate (bpV (phen)). Add bpV (phen) just prior to use, the product is unstable in

solution (see Note 2).

2.4 Electrophoresis and Western blotting

2.4.1  Reagents

1. Urea, bovine serum albumin (BSA), Tris (hydroxymethyl)-aminomethane, B-
mercaptoethanol, 3°,3°°,5°,5” tetrabromophenol-sulfonphtalein (bromophenol blue)
(Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).

2. Sodium dodecyl Sulfate (SDS), Bio-Rad Protein Assay, nitrocellulose membrane (Bio-
Rad, Mississauga, ON, Canada).

3. Lumi-lightplus chemiluminescence detection kit (Roche, Laval, QC, Canada)

4. Film-classic Blue (EBA 45) (Universal X-ray Company of Canada Ltd, Dorval, QC,
Canada).

2.4.2  Buffers

1. Tris-buffered saline with Tween (TBST): 140 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.4 and
0.05% Tween-20. Store at 4°C

2. Blocking agent and antibody dilution buffer: 3% (w/v) fat free dry milk in TBST. Can be
stored at 4°C for not more than 3 days.

3. Western blot sample dilution buffer: 8 mM urea, 3% SDS, 5% B-mercaptoethanol, 7 mM
Tris-HCI (pH 7.6), and 0.005% bromophenol blue. Heat to facilitate dissolution. Store at
4°C.

2.4.3  Antibodies
1. A rabbit polyclonal antibody IgG that recognizes all forms (phosphorylated and non-
phosphorylated) of Cx43 (Pan-Cx43) (Sigma-Aldrich, Windsor, ON, Canada).
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2. A rabbit polyclonal antibody IgG to Scavenger receptor class B type I (SR-BI) (Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA).

3. A rabbit anti-mouse myosin light chain (MLC) monoclonal IgM (Sigma, St-Louis, MO,
USA).

4. Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG and peroxidase-conjugated goat anti-mouse

IgM (Jackson ImmunoRes Lab, Mississauga, ON, Canada).

3. Methods

3.1 Testis collection

1. Clean the anesthetised animals' fur with 70% ethanol to minimize contamination.
2. Make an incision in the abdomen using curved scissors.

3. Cut the skin from the abdomen to the thorax with scissors.

4. Open the abdominal wall.

5. Remove testes.

6. Place testes in a glass Petri dish containing cold PBS on ice.

7. Remove the fat pad and the epididymis under a dissecting microscope and rinse

the testes in cold PBS.

8. The tunica albuginea and the testicular artery are removed.

3.2 Mild enzymatic digestion technique

1. Decapsulated testes are placed in 50-ml Erlenmeyer flask containing 0.25 mg/ml
of collagenase D and 0.1 mg/ml of soybean trypsin inhibitor in MEM (10 ml/5 pairs of
testis).

2. Place the mixture in a water shaker bath set at 80 cycles/min at 37°C for 2 X 20

min. The seminiferous tubules readily disperse.

3. The reaction is stopped by addition of an equal volume of MEM.
4. Transfer the mixture into 15 ml plastic conical tubes.
5. Allow to deposit 30 min on ice. The seminiferous tubules will settle by gravity,

while the interstitial cells will occupy the supernatant.
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6. Further separation is achieved by centrifugation at low speed (80 g) for 15 min at
4°C. The two cellular compartments of the testis will show distinct colors, thus rendering
identification easy: the tubules are whitish and the interstitial tissue brownish.

7. The resulting seminiferous tubule-enriched fraction in the pellet, and the
interstitial tissue-enriched fraction in the supernatant are washed three times 10 min in PBS

or in buffer A separately and recovered by centrifugation at 250 g for 10 min at 4°C.

8. Each tissue-enriched fraction is suspended in equal volume of PBS or buffer A

9. Aliquot and store at -80°C.

3.3 Manual isolation technique

1. Place the decapsulated testes in cold buffer (PBS, buffer A or buffer B) (see Note
1) in a glass Petri dish (2 ml/1 pair of testis) on ice.

2. Dice the testis into 2-4 pieces with clean razor blades

3. Use two pairs of No.5 Dumont stainless steel forceps to separate and detach the

tubules from the interstitium. This isolation usually takes approximately 20 min per testis
when mouse is used as animal model. The isolation time will vary with the species used.

4. Check if the seminiferous tubules are completely detached from the interstitial
tissue under dissecting microscope with illumination from above (see Note 3).

5. Once the isolation is completed, allow the product of isolation to decant in a 1.5
ml Eppendorf by 2 testes or in a 15 ml plastic conical tube if more testes are isolated (see
Note 4).

6. Allow to deposit an additional 30 min on ice.

7. Separation is followed by a centrifugation at 80 g for 15 min at 4°C. Three
superimposed segments are obtained (Fig. 1).

8. The supernatant (upper segment in Fig. 1) contains few round and elongated
spermatids that have escaped from the broken ends of the tubules. The middle segment in
figure 1 contains mainly interstitial tissue (Fig. 2A) (see Note 6). The lower segment in
figure 1 contains essentially seminiferous tubules (Fig. 2B). Because the upper segment
contains only few round and elongated spermatids, that segment is added to the lower one

before washing.
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9. Washing: The interstitial tissue- and the seminiferous tubule-enriched fractions are
washed three times with the appropriate buffer (PBS, buffer A or B) and recovered by
centrifugation at 250 g for 10 min at 4°C.

10. Each tissue-enriched fraction is suspended independently in an equal volume of either
buffer A, or buffer B or PBS (see Notes 1 and 5).

11. Aliquot and store at -80°C.

3.4 To use or not to use mild enzymatic digestion

As pointed out in the introduction, testicular tissue fractions can be use with or
without the use of mild enzymatic digestion. The use of mild enzymatic digestion (eg,
collagenase) favours a rapid dismantling of the testis parenchyma. However, the use of
enzymes does not allow for optimal preservation of the protein’s integrity particularly of
the phosphorylated (Fig. 3A) and glycosylated (Fig. 3B) forms of the proteins that once
exposed to enzymes, even to mild enzymatic digestion, are no longer detectable by Western

blot analyses.

4. Notes

1. For in vitro proteins dephosphorylation studies, a buffer without anti-phosphatase
(Buffer A) or PBS should be used because buffer contains anti-phosphatase could inactivate
the phosphatase used for the reaction.

2. Potassium bisperoxol (1, 10-phenanthroline) oxovanadate (bpV (phen)) is sold in
powder form and must be suspended, aliquoted and stored at -20 °C in a container opaque
to light. Avoid repeated freezing and thawing. For this reason the aliquots should be made
for single use only.

3. To better appreciate the product of the isolation, it is recommended to place a
piece of black paper between the ice and the Petri dish. The tissue can also be viewed under
a dissecting microscope, with illumination from above.

4. Use the least possible amount of buffer (about 2 ml/1 pair of testis) to facilitate the
manual isolation. However, add buffer to the isolated product and suspend before allowing

to sediment.
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5. The use of buffer containing anti-phosphatase (Buffer B) is indicated for proteins
with phosphorylated forms that need to be preserved.

6. The technique described in this study favours the isolation of the seminiferous
tubules by allowing generating relatively pure seminiferous tubule-enriched fractions in
large quantities. However, the technique does not favour interstitial tissue-enriched
fractions which usually appear contaminated by detached germ cells contained in the

supernatant.
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LEGEND TO FIGURES

Figure 1: Schematic representation of the isolation product following 30 min of
sedimentation. The seminiferous tubules deposite quickly at the bottom of the tube. The
interstitial tissue deposits less rapidly forming the next layer. The supernatant contained
isolated germ cells, mainly elongated spermatids that had escaped from the cut ends of the

seminiferous tubules.

Figure 2: Characterisation of the enriched fractions. (A) The interstitial tissue-enriched
fractions show contamination by round and elongated spermatids (Ryeom et coll.) that had
escaped from the broken ends of the tubules. (B) In contrast, the isolated seminiferous
tubules show virtually no residual interstitial tissue on their surfaces. The fractions were
viewed and photographed with an inverted microscope Leica DMRIB equipped with Zeiss
camera and Northern Eclipse program (A: 120X; B: 240X).

Figure 3: The manual isolation technique allows the preservation of the protein’s
integrity. Ten pg of total proteins of seminiferous tubule fractions were subjected to SDS-

PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The lower part (<35 kDa) of the
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membrane is cut and incubated with anti-MLC (1:5 000), while the middle part (around 40
kDa) is incubated with anti-Cx43 (1:20 000) that recognizes all forms (phosphorylated and
non-phosphorylated) of Cx43 (Pan-Cx43), and the upper part of the membrane is incubated
with anti-SR-BI (1:2 000). A) In the sample obtained through the manual isolation, all the
Cx43 phosphorylated isoforms are preserved. In contrast, in the sample that has been
processed using mild enzymatic digestion, the intensity of Cx43 bands is decreased and
some of the bands could no longer be detected. B) The intensity of the band of the
glycosylated form of SR-BI is significantly lower in the sample that has been processed
with a mild enzymatic digestion than in the sample obtained through manual isolation.
MLC, whose band intensity did not change with the different experimental conditions, was
used as an internal loading control. The positions of the non-phosphorylated (NP) and

phosphorylated (P) forms of Cx43 are indicated.
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