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“Todas as vitdrias ocultam uma abdicacédo.”
(Simone de Beauvoir)






RESUMO

A espermatogénese, processo que ocorre nos tabulos seminiferos (TS), é
controlada por uma rede de fatores enddcrinos e outros fatores
regulatorios. Dentre eles, os hormdnios da tireoide (HT), a 10,25(0OH),-
vitamina D3 (1,25-D3), e o 17B-estradiol (E;) sdo criticos para a
manutencdo da reprodugdo. Os resultados obtidos neste estudo,
utilizando células de Sertoli de ratos de 11 dias de idade, mostraram que
concentracBes muito baixas de T3 reverso (Tar) estimulam a captacdo de
calcio nestas células depois de 1 minuto de exposicdo. Este efeito
estimulatério envolve alteraces no fluxo iénico, uma vez que canais de
célcio dependentes de voltagem, canais de potassio, canais de cloreto e 0
célcio intracelular estdo envolvidos no efeito do horménio. Além disso,
sugere-se que a integrina avp3 atue como um receptor para o Taf,
evidenciado pelo blogueio do influxo de célcio na presenca do RGD
(um inibidor da interagdo integrina-ligante). Também foi demonstrado
gue a entrada de calcio estimulada pelo horménio é dependente de PKC
e ERK e que o Tar estimula a secrecédo celular, mediada pelo receptor de
integrina. Além do Tsr, 0 metabolito T, também apresentou um efeito
estimulatério na captacdo de célcio tanto em testiculos (10™ M e 107
M) quanto em células de Sertoli isoladas (10 M e 10 M). Este efeito
ocorreu com apenas 30 segundos de exposi¢cdo ao horménio. Estes
dados apontam que os metabolitos Tsr e T, apresentam efeitos
importantes nas células de Sertoli de ratos imaturos. O Tar modula a
entrada de célcio e a secrecdo celular, o qual pode ter uma funcdo na
regulacdo de uma variedade de processos intracelulares envolvidos na
fisiologia da reproducdo masculina, por outro lado, mais estudos devem
ser realizados para compreender as funcbes do T, nestas células. Neste
estudo, também foi demonstrado que o E, (10° M), assim como a 1,25-
D5 (10 M), estimulam a captacéo de célcio em testiculos de ratos de 30
dias de idade e parece que ambos os hormdnios dependem dos
receptores cléassicos do E, (ESR1 e ESR2) para que este efeito ocorra.
Este evento estimulado pelo E, envolve a participacdo de canais de
célcio dependentes de voltagem, canais de cloreto e do célcio
intracelular. Além disso, PLC, PKA, PKC e MAPK estdo envolvidas
neste efeito estimulatério. Resultados semelhantes ja foram descritos
para a 1,25-D3; em testiculos de ratos de 30 dias. Como estas vias de
sinalizacdo sdo utilizadas por diferentes horménios esterdides para ligar
acOes iniciadas na membrana com acdes nucleares, verificou-se o
envolvimento da 1,25-D; na expressdo de genes envolvidos na
sinalizacdo do E, e no ciclo celular. A quantificacdo dos niveis de



transcritos de genes relacionados a sinalizagdo do E; e ao ciclo celular,
em cultura de TS, foi realizada usando 0 método quantitativo de PCR
em tempo real. Investigando os efeitos da 1,25-D3; na expressdo dos
receptores de estrogénio (ESR), observou-se que a expressdo de ESR1 e
ESR2 foi inibida quando os TS foram tratados com 1,25-Ds, E,, ou
ambos. Além disso, a 1,25-Ds inibiu a expressdo génica e protéica das
ciclinas Al e B1, enquanto que o E; inibiu somente a expressdo do gene
da ciclina A1, porém inibiu a expressdo de ambas proteinas (ciclinas A1
e B1). Para a expressdo das proteinas p1l6 e p53, o tratamento dos TS
com a 1,25-D; aumentou a expressdo das mesmas, ja o tratamento com
E, aumentou somente 0s niveis da proteina pl6. Estes resultados
mostram que a 1,25-D3; pode regular a sinalizacdo do E,, uma vez que
este secosterdide estimula a expressdo do gene Cypl9, assim como,
diminui a expressdo dos genes ESR1 e ESR2. Em TS, as ciclinas Al e
Bl sdo altamente expressas nas células germinativas que progridem
através da espermatogénese, assim, a diminuicdo da expressao dos genes
destas ciclinas e o aumento da expressdo das proteinas pl6 e p53
induzida pela 1,25-D; em TS sugere que este metabdlito ativo da
vitamina D possa controlar o balango entre proliferacdo/diferenciagdo na
espermatogénese.

Palavras-chave: Hormonios, TUbulos Seminiferos, Células de Sertoli,
Captacdo de Célcio, Regulacdo génica.



RESUME

La spermatogenése, un processus qui se déroule dans les tubules
séminiféres (TS), est contrlée par les hormones gonadotropes mais
aussi par dautre facteurs de régulation. Parmi eux, les hormones
thyroidiennes (TH), la 1a,25(0OH), vitamine D; (1,25-D3) et le 17p-
estradiol (E;) sont essentiels pour le maintien de la reproduction. Les
résultats obtenus dans notre étude en utilisant des cellules de Sertoli de
rats de 11 jours, ont montré que de tres faibles concentrations de Ts
inverse (Tsi) stimulent I'absorption du calcium dans ces cellules aprés
une exposition de 1 minute. Cet effet implique des canaux Ca®* voltage
dépendant, des canaux K" et le calcium intracellulaire. En outre, il est
suggéré que l'intégrine avPB3 agit comme un récepteur pour le Tsi,
sachant que I'absorption du calcium est bloquée en présence du RGD
(un inhibiteur de l'interaction de l'intégrine-hormone). Nous avons
également montré que l'entrée de calcium stimulée par I'hormone est
dépendante de PKC et ERK et que le Tsi est capable de stimuler la
sécrétion cellulaire médiée par l'intégrine récepteur. Le métabolite T, a
également montré un effet stimulant sur I'absorption du calcium dans les
testicules (10™* M et 107 M) et dans les cellules de Sertoli (10" M et
10" M). Cet effet est observé aprés seulement 30 secondes d'exposition
a I'normone. Ces données indiquent que les métabolites Tsi et T, ont des
effets significatifs sur les cellules de Sertoli de rats immatures. Le Tai
est capable de moduler I'entrée du calcium et la sécrétion des cellules de
Sertoli qui peut avoir un rdle dans la régulation d'une variété de
processus intracellulaires impliqués dans la physiologie de la
reproduction male, toutefois, d'autres études sont nécessaires pour
comprendre les fonctions du T, dans ces cellules. Cette étude a
également démontré que I'E, (10° M) et la 1,25-D5 (10° M), stimulent
I'absorption du calcium dans les testicules de rats de 30 jours, et il
semble que l'action des deux hormones dépende des récepteurs
classiques de I'E; (ESR1 et ESR2). Cet événement stimulé par I'E,
implique la participation des canaux Ca?* voltage dépendant, des canaux
CI et du calcium intracellulaire. En outre, la PLC, la PKA, la PKC et la
MAPK sont impliquées dans cet effet stimulateur. Des résultats
similaires ont été décrits pour la 1,25-Ds dans les testicules de rat de 30
jours. Comme ces voies de signalisation sont utilisées par différentes
hormones stéroides pour connecter des actions initiées a la membrane
avec des actions nucléaires, I'implication de la 1,25-D3 dans I'expression
de genes impliqués dans la signalisation de I'E; et du cycle cellulaire a
été étudiée. Nous avons observé que l'expression de ESR1 et ESR2 est



inhibée lorsque les TS ont été traités avec la 1,25-Ds, I'E;, ou les deux.
En outre, la 1,25-D3 inhibe l'expression des genes et des protéines
cyclines Al et B1, tandis que I'E; inhibe seulement I'expression du géne
de la cycline A1, et I'expression des deux protéines cyclines Al et B1.
De plus, I'expression des protéines pl6 et p53 est plus importante
lorsque les TS sont incubés avec de la 1,25-Dj3 alors que le traitement
avec I'E, induit seulement une augmentation des taux de protéine pl16.
Ainsi, ces résultats montrent que la 1,25-D3 peut réguler la signalisation
de I’E,. Sachant que les cyclines Al et B1 sont fortement exprimées
dans les cellules germinales qui progressent dans la spermatogenése, la
diminution de I'expression génique de ces cyclines et une expression
accrue des protéines pl6 et p53 induite par la 1,25-D3 dans les TS,
suggére que le métabolite actif de la vitamine D peut controler
I'équilibre entre la prolifération / différenciation dans la spermatogenése.

Mots-clés: Hormones, Tubes Séminiferes, Cellules de Sertoli,
Absorption de Calcium, Régulation d'Expression.



ABSTRACT

Spermatogenesis which takes place in the seminiferous tubules (ST) is a
complex process controlled by a network of endocrine and other
regulatory factors. In this context, thyroid hormones (TH), 1a,25(0OH),-
vitamin D3 (1,25D;3), and 17B-estradiol (E;) are critical for the
maintenance of normal reproduction. The results here presented show
that very low concentrations of reverse Tz (r'T3) are able to increase
calcium uptake in 11 day-old rat Sertoli cells after 1 min of exposure.
This stimulatory effect involves changes in ionic flow since voltage-
dependent calcium channels, potassium and chloride channels and
intracellular calcium are involved in the hormone effect. Also, our
findings suggest that calcium uptake stimulated by rT; may be mediated
by integrin avf3 receptor in as much as that effect was blocked in the
presence of the RGD peptide (an inhibitor of integrin-ligand
interactions). In addition, it was demonstrated that calcium uptake
stimulated by rT3 is PKC and ERK-dependent and the outcomes indicate
that rT; also stimulates cellular secretion via integrin receptor. Beyond
T3, the T, metabolite also showed a stimulatory effect on calcium
uptake in both testes (10™® M and 107 M) and in isolated Sertoli cells
(10" M and 10™ M). This effect occurred with only 30 seconds of
exposure to the hormone. These data indicate that rT; and T, metabolites
have significant effects on Sertoli cells of immature rats.The rT;
modulates the calcium entry and cellular secretion, which might play a
role in the regulation of a plethora of intracellular processes involved in
male reproductive physiology, on the other hand, further studies must be
conducted to understand the functions of T, in these cells. Our study
also demonstrated that E, (10° M), as well as 1,25-D; (10° M),
stimulated calcium uptake in 30-day-old rat testis and it seems that the
classical E; receptors (ESR1 and ESR2) are necessary for this effect to
occur. The event stimulated by E, involves the voltage-dependent
calcium channels, chloride channels and intracellular calcium
participation. In addition, PLC, PKA, PKC and MAPK are involved in
this stimulatory effect. Similar results have been described for 1,25-Ds
in 30-day-old rat testis. In so far as these signaling pathways are used by
various steroid hormones to connect membrane-initiated actions to
nuclear actions, the involvement of 1,25-Dj3 in the expression of genes
involved in E, signaling and in the cell cycle was verified. The
quantification of transcripts levels from genes related to the E; signal
and the cell cycle was performed in TS culture using the RT-PCR.
Investigating the 1,25-D; effects on the estrogen receptor (ESR)



expression, it was observed that ESR1 and ESR2 expression was
inhibited when TS were treated with 1,25-Ds, E,, or both. Moreover,
1,25-D3 inhibited the cyclin A1l and B1 gene and protein expression
while E; only inhibited the cyclin Al gene expression but inhibited the
expression of both proteins (cyclin Al and B1). TS treatment with 1,25-
D; increased the expression of pl6 and p53 proteins whereas the E,
treatment only increased pl6 protein levels. These results show that
1,25-D3 can regulate E, signal, since this secosteroid stimulates Cyp19
gene expression as well as decreases ESR1 and ESR2 gene expression.
In TS, cyclins B1 and Al are highly expressed in germ cells that
progress through spermatogenesis, thus the decrease of these cyclins
genes expression and the increase of the pl6 and p53 proteins
expression induced by 1,25-D3 suggests that the active metabolite of
vitamin D can control the balance between proliferation / differentiation
in spermatogenesis.

Keywords: Hormones, Seminiferous Tubules, Sertoli cells, Calcium
uptake, Gene expression.
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-A-
9-AC 9-Anthracéne
ABP Protéine de liaison des androgenes
ADNCc Acide désoxyribonucléique complémentaire
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2-APB 2-aminoethoxydiphenyl borate
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ARNmM Acide ribonucléique messager
ArKO Aromatase Knock Out
ATP Adénosine triphosphate
-B-
BAPTA-AM 1,2-bis(2-aminophénoxy) éthane-N,N,N’,N’-
tétrakis tétraacétique
BET Bromure d’éthidium
BHT Barriére hémato-testiculaire
BSA Bovine serum albumine
-C-
Pcatt Calcium radioactif
CCDT Canaux calcique voltage dépendant
CCDT-L Canaux calcique voltage dépendant de type L
CCDT-T Canaux calcique voltage dépendant de type T
CCND Gene codant pour la cycline D
CDK Kinase cycline-dépendante
CFTR Régulateur de la conductance transmembranaire de
la fibrose kystique
CLC-3 Canaux chlorure de type 3
CREB AMPCc response element binding protein
-D-
D1 Désiodase type |
D2 Désiodase type Il
D3 Désiodase type Il
DBP Protéine de liaison de la vitamine D
DMEM Dulbecco's modified Eagle's medium
DNase Désoxyribonucléase
dNTP Dinucléotide triphosphate

DO Densité optique



1,25-D3 1a,25- dihydroxy-vitamine Dj

25(0OH)D3 25-monohydroxy-vitamine Ds
-E-
E; Estrone
E, 17B-Estradiol
E; Estriol
EGFR Récepteur du facteur de croissance épidermique
ERK Extracellular signal-regulated Kinase
ESR1 Récepteur aux estrogénes 1
ESR2 Récepteur aux estrogénes 2
ERaKO ERa knock out
ERBKO ERp knock out
-FE-
FSH Hormone folliculo-stimulante
FSH-R Récepteur de I'normone folliculo-stimulante
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GGTP Gamma-glutamy! transférase
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GnRH Hormone de libération des gonadotrophines
GPER G-protein coupled estrogen receptor
-H-
H/D Ham’s F12/DMEM
Ham’s F12 Milieu de Ham
HL 1-B,25- dihydroxy-vitamine Dj
HSD Hydroxystéroide déshydrogénase
HT Hormones thyroidiennes
-1-
IGF-1 Insulin-like growth fator-1
IGFBP-4 Insulin-like Growth Factor Binding Protein-4
IP3 Inositol triphosphate
-J-
JN 1-0,25- dihydroxy-lumisterol;
JPP Jour post partum

JPC Jour post conception
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Avant-propos

L'objectif de cette theése au laboratoire «Hormones et
Transduction du Signal» était de poursuivre I’étude des réponses rapides
des hormones thyroidiennes dans le testicule, ceci afin de comprendre le
role des hormones thyroidiennes (HTs) et de ses métabolites dans les
cellules testiculaires de rat immature. Notre groupe étudie, depuis 2001,
I'effet aigu des hormones thyroidiennes (T; et T4) a la membrane
plasmique par mesure de l'accumulation d'acides aminés et I'étude de
I'implication ionique sur la régulation du cytosquelette et de la sécrétion
dans le testicule de rat immature (SILVA et al., 2001, 2002; VOLPATO
et al.,, 2004; ZAMONER et al., 2005). En outre, I'hyperthyroidisme
induit et I'nypothyroidisme induit chimiquement chez les rats immatures
ont été des modeéles utiles pour comprendre certains aspects
morphologiques et métaboliques impliqués dans la synthése et la
phosphorylation de la vimentine dans les testicules (ZAMONER et al.,
2007, 2008). Aussi, en prenant avantage de ce modéle, I’étude du
métabolisme basal mesuré par la consommation d'oxygene des tissus et
la production d'espéces réactives de I'oxygéne a permis de montrer le
role critique des HTs sur I'histoarchitecture du cytosquelette, dans la
capacité métabolique appropriée des testicules et la spermatogenése en
cours.

Le cross-talk entre les effets non génomiques (réponses rapides)
et génomiques du T3 et du T, a ensuite été étudié. Les études réalisées a
partir des testicules entiers et des cellules de Sertoli, ont permis
d’identifier la voie de transduction du signal ainsi que I'efficacité et le
potentiel des deux HT (MENEGAZ et al.,, 2006; 2010a). Dans
I'ensemble, nous avons démontré pour la premiére fois les actions non
génomiques des HT par un systeme spécifique de transport d'acides
aminés de la membrane plasmique des cellules de Sertoli et dans le
potentiel de membrane dans les testicules de rat immature. Cependant,
I'énorme complexité de la transduction du signal initié a la membrane
plasmique par les HTs exige des études fines de la signalisation
intracellulaire des hormones et de ses métabolites ainsi que des cellules
testiculaires cibles au cours de la premiére vague de la spermatogenese.
Pour cela, depuis 2007, dans le but d'assurer le suivi des études dans un
type cellulaire particulier du testicule de rat immature, le groupe
"Oestrogeéne, reproduction et cancer” de I'Université de CAEN dirigé par
Mr Serge Carreau, a collaboré de maniére significative en transférant les
techniques de culture de cellules de Sertoli purifiées, d'isolement des
cellules germinales et de culture des tubes seminiferes. Une partie de ces



données est publiée dans Zanatta et al, (2011a,b,c,d) et Rosso et al.
(2012). Par conséquent, l'objectif du premier chapitre de la thése était
d'étudier I'effet et le mécanisme d'action des métabolites des HTs, le T;
inverse et le T, sur les réponses rapides initiées a la membrane
plasmique médiées par l'influx de calcium associé a I'activité sécrétoire
des cellules de Sertoli dans les testicules de rat immature. Nous avions
précédemment rapporté que le métabolite T3 inverse, connu comme un
métabolite inactif, stimule l'accumulation d'acides aminés dans le
testicule de rat immature (ZANATTA et al., 2013). Puis, sur cette base,
nous avons étudié le mécanisme d'action déclenché par les deux
métabolites, T; inverse et T, sur l'influx de calcium dans un type
specifique de cellules des testicules pendant la premiere vague de la
spermatogenese : les cellules de Sertoli. En résumé, le T3 inverse,
stimule des réponses rapides dans les cellules de Sertoli par
augmentation de l'influx de calcium et la sécrétion cellulaire indiquant
gue I'exocytose semble étre médiée par l'intégrine. Pour le métabolite
3,3"-T,, bien qu'il présente un effet stimulant sur I'influx de calcium dans
les testicules et dans les cellules de Sertoli des testicules de rat
immature, la caractérisation des canaux ioniques impliqués n’est pas
concluante ainsi des études pharmacologiques et électrophysiologiques
supplémentaires sont en cours.

Les HTs et la 1,25-D; induisent des réponses génomiques
classiques bien caractérisées dans le testicule et sont essentielles au
systéeme reproducteur masculin et a la fertilité (JANNINI et al., 1995;
SILVA 2014). Nos études sur les effets de la 1,25-D3 et ses mécanismes
d'action dans les testicules ont commencé en 2000 avec la collaboration
de Mr. Anthony W. Norman de I'Universit¢ de Californie,
Riverside/Etats-Unis, un chercheur expert dans le domaine de la 1,25-
Dz. Il a été le premier a démontrer I'effet de la 1,25-D3 (la forme active
du systeme hormonal de la vitamine D) dans les testicules de rats
immatures. L'action directe de cette hormone a la membrane plasmique
a été caractérisée, elle passe par I’utilisation d’un systéme de transport
d’acides aminés spécifique qui est sensible aux hormones et qui est situé
a la membrane plasmatique des cellules de Sertoli (MENEGAZ et al.,
2009). De plus, l'activité sécrétoire des cellules de Sertoli TM4 est
induite rapidement par la 1,25-D3 et implique les voies dépendantes de
PKA/PKC et I’activation des canaux chlorure pour médier des
événements non génomiques qui se traduisent par des changements de la
capacitance de la membrane cellulaire et I'exocytose (MENEGAZ et al.,
2010b). Des études sur les réponses rapides de la 1,25-Ds dans les
testicules, dans les tubes séminiféeres et dans les cellules de Sertoli nous



ont apporté une meilleure compréhension du réle de la 1,25-D3 dans les
testicules. Ainsi, en raison de I'expertise de I'équipe de Mr. Serge
Carreau dans I’étude de l'expression des genes et le processus de la
spermatogenese au cours du développement, nous avons inclu dans nos
approches des études relatives au cross-talk entre les réponses rapides et
I’activation nucléaire par la 1,25-Ds. Parmi la littérature générée par
cette collaboration I’article publié par Zanatta et al. (2011a) a montré
que des transcrits des récepteurs de la vitamine D sont présents dans les
cellules de Sertoli immatures et adultes, ainsi que dans les cellules
germinales isolées de testicules de rats adultes. L’expression de
I’aromatase dans les cellules de Sertoli de rats de 30 jours est stimulée
par la 1,25-Ds ainsi que par I’agoniste 1a,25(0OH), lumisterol; (JN). Cet
effet étant bloqué par I’ajout des antagonistes 1f3,25 (OH), vitamine Ds
(HL) et (23S)-25-1la-(OH)-vitamine Ds-26,23 lactone (MK) ceci
suggeére que la 10,25(0OH), vitamine D est capable d’induire en plus des
effets génomiques (régulation de la transcription) des effets non
génomiques initiés a la membrane. De plus, la PKA semble impliquée
dans la transmission du signal initié a la membrane. Dans un autre
article, Zanatta et al. (2011b) ont rapporté l'influx de calcium rapide
dans les testicules de rat par un mécanisme non génomique d'action
induit par la 1,25-D3;. A partir de ces données, il a été démontré la
participation de la PKA, PKC et MEK sur I'influx de calcium. En outre,
les canaux potassium et les canaux chlorure sont impliqués dans le
mécanisme de la transduction du signal de la 1,25-D3. D'autres
composants de la membrane plasmique sont régulés par la 1,25-Dj
comme la Na'/K'-ATPase et l'activité de l'enzyme gamma-glutamyl
transpeptidase qui sont impliquées dans les fonctions reproductives
masculines. Par ailleurs, Zanatta et al. (2011c) ont rapporté que I'influx
de calcium augmente rapidement en présence de la 1,25-D; dans les
cellules de Sertoli de rats immatures. Cet effet est médié par les canaux
calciques voltage dépendant ainsi que par la PKC, PKA et I'activation de
ERK impliquant la phosphorylation des canaux et également I'activation
de I’6changeur Na*/Ca®* dans un mode inverse.

Ainsi, I’étude presentée dans le chapitre 2 a porté sur I’étude du
mécanisme d'action de la 1,25-D3 ciblant principalement les cellules
germinales dans l'environnement physiologique. En outre, des études
comparatives entre I'E; et la 1,25-D sur des réponses rapides et le cross-
talk avec I'expression des génes et des protéines ont été réalisées afin
d’avancer sur les mécanismes de régulation de la spermatogenése lors de
sa mise en place chez les rats immatures.
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1 INTRODUCTION
1.1 Structure et fonction du testicule

Le systeme reproducteur masculin est composé des testicules, les
voies excrétrices (épididyme, canaux déférents et uretre), des glandes
annexes (vésicules séminales, prostate et glandes de Cowper) et du
pénis. Les testicules sont responsables de la formation du sperme; les
voies spermatiques permettent la maturation, la circulation et la
libération des spermatozoides; les glandes annexes et le pénis sécrétent
le liquide qui transporte les spermatozoides (FAWCETT, 1993).

Les testicules sont composés de deux compartiments: le tissu
interstitiel et les tubes séminiféres. Le tissu interstitiel comprend les
cellules de Leydig, qui sont responsables de la synthése des stéroides
(stéroidogenese). Les tubes séminiféres sont composés de cellules de
Sertoli associées a des cellules germinales a différents stades de
maturation  (spermatogenese) (SKINNER; GRISWOLD, 1991;
FUJISAWA, 2001; SKINNER; NILSSON; BHANDARI, 20009).

1.1.1 Le tissu intersticiel

Le tissu interstitiel est composé notamment par les cellules de
Leydig, responsables de la synthése d’androgenes et principalement de
la testostérone, assurant ainsi la fonction endocrine du testicule. Il
contient également des fibroblastes, des macrophages, des nerfs et des
vaisseaux lymphatiques et sanguins assurant I’apport en nutriments et
facteurs de croissance nécessaires a la spermatogenése (SILVA; LEITE;
WASSERMANN, 2002).

Les cellules de Leydig sont des cellules polygonales isolées ou
regroupées en amas. Elles sont situées dans I’espace interstitiel du
testicule et derivent des cellules meésenchymateuses. Chez le rat, les
cellules de Leydig foetales apparaissent a partir du 15°™ jour de
gestation et synthétisent de la testostérone, essentielle au développement
de la gonade male (HAIDER et al., 2007). Jusqu’a 20 jpp (jours post
partum), les progéniteurs des cellules de Leydig proliféerent puis sont
progressivement transformes en cellules de Leydig immatures entre les
21°™ et 28°™ jpp. Ces derniéres vont subir une unique division
mitotique, entre les 28°™ et 56°™ jpp, conduisant a la production des
cellules de Leydig adultes qui sont responsables de la production des
androgénes nécessaires au maintien de la spermatogenese et des
caracteres sexuels secondaires (BENTON et al., 1995).
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Ces cellules répondent spécifiquement a I'hormone lutéinisante
(LH) et produisent des androgénes, en particulier la testostérone
responsable de la différenciation des structures internes du systéme
reproducteur masculin (SAEZ et al.,, 1995). Elles possedent les
caractéristiques des cellules stéroidogénes avec des inclusions lipidiques
et un réticulum endoplasmique lisse trés développé.

1.1.2 Les tubes séminiféres

Les tubes séminiféres sont délimités par une lame basale et des
cellules péritubulaires (cellules myoides) (Figure 1).

Cellules de Sertoli
Spermat?desen_ﬁ o0

allongement

E:’G: —— -Spermatides rondes

24HIUILIPS aGNL

\(.j\élf'ules.de Le\,-'dilg
Figure 1: Représentation schématique de la structure des tubes séminiféres.
(Adaptée dehttp://www.ronaldschulte.nl/Preparaten%20Testis%2001.htm).

1.1.2.1 Les cellules péritubulaires

Les cellules péritubulaires reposent sur la lame basale et
délimitent les tubes séminiferes (FAWCETT, 1993). Elles synthétisent
et sécrétent des composants de la matrice extracellulaire, contribuant
ainsi au maintien de la structure des tubes séminiféres. La contraction de
ces cellules participe a la propulsion et a [I’évacuation des
spermatozoides qui n’ont pas encore acquis leur mobilité dans le
testicule (JOHNSON; THOMPSON JR; VARNER, 2008).

1.1.2.2 Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont les premiéres cellules somatiques a se
former dans les tubes séminiferes. Chez le rat, elles se forment entre les
jours 11,2 et 11,4 post conception (jpc) (KARL; CAPEL, 1998) et elles
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servent de support, de cellules nourriciéres, au développement des
cellules germinales et régulent le flux des nutriments a ces cellules a
travers des jonctions communicantes (MCGINGLEY et al., 1979), des
jonctions « desmosome-like » et des jonctions d’adhérence (MRUK;
CHENG, 2002; SKINNER, 2005; PETERSEN; SODER, 2006).

Chez les rongeurs et chez les humains, les cellules de Sertoli
commencent a proliférer durant le développement foetal et durant la
troisieme semaine post-natale le nombre de ces cellules augmente de 30
fois. Le taux de prolifération des cellules de Sertoli diminue chez les rats
entre le 5°™ et le 15°™ jour aprés la naissance et I’activité minimale de
division est détectée entre le 12°™ et le 15°™ jour (ORTH, 1982;
STEINBERGER; STEINBERGER, 1971). Dans cette période les
cellules de Sertoli quittent le cycle cellulaire, elles subissent un
changement morphologique, il se produit une sécrétion riche en
hormones, des facteurs de croissance, des facteurs paracrines et
autocrines, des protéases, des anti-protéases, des substrats énergétiques
et des composants de la matrice extracellulaire, qui sont requis par les
cellules germinales et la barriere hémato-testiculaire est formée (Figure
2).

Fin de la période

néonatale-infantile Puberté

Naissance

Rats S
Période néonatale et Adulte
la puberté

12-15 jours 15-30 jours

Figure 2: Diagramme schématique illustrant les périodes de prolifération des
cellules de Sertoli. La ligne bleue foncé indique les changements relatifs du
nombre de cellules de Sertoli (Adaptée de SHARPE et al., 2003).

La barriere hémato-testiculaire divise les tubes séminiféres en
deux compartiments fonctionnels — basal et adluminal. Le compartiment
basal contient des spermatogonies et des spermatocytes
préleptoténe/leptotene, tandis que le compartiment adluminal ou interne
contient des spermatocytes plus différenciés et des spermatides (Figure
3). Fonctionnellement, la barriére hémato-testiculaire crée un micro-
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environnement contrélé qui sélectionne les nutriments et les facteurs de
différentiation. Elle forme un environnement logiquement protégé de
réaction immunitaire, nécessaire au développement des cellules
germinales (FRAGALE et al., 2000; PETERSEN; SODER, 2006;
JOHNSON; THOMPSON JR; VARNER, 2008; WAGNER; WAJNER,;
MAIA, 2008).

Pole apical L
~/—#— Spermatozoide en formation

Corps résiduel
Spermatide =
Réticulum endoplasmique lisse
Spermatocyte pachyténe =
Jonction serrée

Spermatocyte au stade

préleptoténe

Novau dentelé
Spermatogonie

Pole basal
Figure 3: lllustrations schématiques de la structure des cellules de Sertoli
adultes. (Adaptée de CHENG; MRUK, 2010).

Le nombre de cellules de Sertoli dans le testicule adulte
détermine la taille du testicule et la production quotidienne de
spermatozoides de celui-ci. En effet, chaque cellule de Sertoli est
capable de supporter approximativement 30 a 50 cellules germinales a
différents stades du développement au travers de nombreux
prolongements cytoplasmiques (WEBER et al, 1983; ORTH;
GUNSALUS; LAMPERTI, 1988; CHENG et al., 2010b). Seules les
cellules de Sertoli immatures proliférent, ainsi, le nombre final de ces
cellules est déterminé avant I’age adulte. Les facteurs qui déterminent le
nombre des cellules de Sertoli peuvent étre génétiques, mais certaines
hormones sont importantes, comme I’hormone folliculo-stimulante
(FSH), les hormones thyroidiennes et I’hormone de croissance (GH)
(SHARPE, 1994, 1999).

Les cellules de Sertoli synthétisent et sécrétent des facteurs
spécifiques qui sont nécessaires a la survie des cellules germinales.
Parmi eux, il y a des protéines bioactives ou protéines transport
(protéine de liaison des androgenes, transferrine et céruloplasmine), des
protéases et inhibiteurs de protéases, des composants de la matrice extra
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cellulaire (collagéne type 1V, laminine, protéoglycanes), des métabolites
d’énergie (lactate et pyruvate), des facteurs de croissance, des cytokines
et des hormones (FUJISAWA, 2001; MRUK; CHENG, 2004,
PETERSEN; SODER, 2006). Les cellules de Sertoli sont également
responsables du maintien de la structure de I’épithelium séminifére au
travers de la formation de jonctions cellulaires spécialisées. En effet, les
cellules de Sertoli sont attachées a la lame basale grace a des hémi-
desmosomes (RUSSELL, 1978), elles sont reliées entre elles par des
desmosomes (GILULA et al., 1976), des jonctions communicantes
(RUSSELL, 1977) et des jonctions serrées impliquées dans la formation
de la barriere hémato-testiculaire (MRUK; CHENG, 2004). Les cellules
de Sertoli sont impliquées dans la libération des spermatides lors de la
spermiation et phagocytent les corps résiduels libérés a ce moment-la.
En réponse & la libération de I’hormone de croissance, elles produisent
aussi des protéines qui régulent I’activité mitotique des spermatogonies
(MRUK; CHENG, 2004; JOHNSON; THOMPSON; VARNER, 2008).

1.1.2.3 Les cellules germinales et la spermatogenese

La spermatogenese est un processus tres conservé chez les
vertébrés qui conduit a la production des spermatozoides (cellules
haploides, 1n) qui contiennent seulement la moitié du matériel génétique
de la spermatogonie (cellules diploides, 2n).

1.1.2.3.1 La mise en place de la spermatogenése

Chez le rat foetal, les cellules germinales primordiales
apparaissent a 8 jpc, puis la colonisation des crétes génitales et la
différenciation du testicule ont lieu a 13,5 jpc (OLASO ; HABERT,
2000). Les cellules germinales primordiales sont alors appelées
gonocytes et ils proliférent jusqu’a 18 jpc puis deviennent quiescents. A
la naissance (21 jpc), seuls les gonocytes sont observés. La
spermatogenése débute quand la spermatogonie As (cellule souche de la
spermatogenese) donne naissance a deux cellules filles aprés la division
initiale (DE ROOIJ, 2001). IIs reprennent leurs mitoses a partir des 3°™
et 4°™ jpp, et permettent ainsi I’apparition des premiéres
spermatogonies de type A et enfin dégénerent (OLASO; HABERT,
2000). Grace a des études en cytométrie en flux, les cinétiques
d’apparition des différents types de cellules germinales chez le rat ont
été déterminées (MALKOV et al., 1998). Ainsi, I’initiation de la méiose
(apparition des spermatocytes leptoténes) a lieu a 13-14 jpp, les
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premiers spermatocytes zygoténes et pachyténes apparaissent vers 17 et
19 jpp respectivement. La premiére vague de méiose se termine aux
environs du 25éme jpp avec I’apparition des spermatides rondes. Les
premiers spermatozoides sont observés a partir du 36°™ jpp (Figure 4).
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Figure 4: Représentation schématique de la mise en place de la spermatogenese
associée a la maturation des cellules de Sertoli chez le rat (D’apres MALKOV
et al.,, 1998). A: Spermatogonie (4° jpp); B: Spermatocyte leptoténe (13°-14°
jpp); C: Spermatocyte zygoténe (17°-18° jpp); D: Spermatocyte pachyténe
précoce (19°-20° jpp); E: Spermatocyte pachyténe tardif (22°-23° jpp); F:
Spermatide ronde (24°-25° jpp); G: Spermatide en allongement (30°-31° jpp); H:
Spermatozoide (36°-37° jpp); CS: Cellule de Sertoli; BHT : Barriére Hémato-
Testiculaire; jpp : jours post partum.

1.1.2.3.2 Phases de la spermatogenése

La spermatogenése peut se décomposer en trois phases bien
distinctes: la phase de prolifération, la phase de méiose et la phase de la
spermiogenése (Figure 5) (DE KRETSER et al., 1998).
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Figure 5: Les différentes phases de la spermatogenese chez le rat (DYM ;
FAWCETT, 1971).
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D’aprés Huckins (1971), les spermatogonies souches
indifférenciées de type As (isolées) ont la capacité de se diviser pour
redonner deux nouvelles As ou pour donner deux cellules associées
entre elles par des ponts cytoplasmiques. Les deux cellules appariées
sont alors appelées spermatogonies Apr (A-paired). Ces dernieres se
divisent pour former des clones de 4 a 16 cellules (spermatogonies Aal
(alignées)). Puis les spermatogonies Aal vont se transformer
morphologiquement en spermatogonies différenciées de type Al. Chez
le rat, il existe 6 types de spermatogonies différenciées : Al, A2, A3,
A4, In (Intermédiaires) et les plus différenciées les spermatogonies de
type B. Cing divisions mitotiques sont alors nécessaires pour passer des
spermatogonies de type Al au type B. Enfin, les spermatogonies B se
divisent pour former les spermatocytes préleptotenes qui entreront alors
dans la deuxieme phase de la spermatogenese: la méiose (Figure 6).
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P Spermatogonies souches

Wied
Apr
/ Spermatogonies en prolifération

(5 e a5

Aal-4 Aal-8 = pal-16 )

Spermatogonies en différenciation
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Figure 6: Théorie de Huckins du renouvellement et de la multiplication des
spermatogonies (HUCKINS, 1971). Les fleches bleues symbolisent des
divisions mitotiques et les fleches rouges des différenciations. As:
Spermatogonie de type A souche; Apr: Spermatogonie de type A appariée; Aal:
Spermatogonie de type A alignée; Al a 4, Int et B: Spermatogonies Al a 4,
Intermédiaire et B; PI: Spermatocyte Préleptotene.

Un deuxiéeme modele a été décrit par Clermont & Bustos (1966)
considérant I’existence de deux types de cellules souches a savoir les
cellules souches de renouvellement (les spermatogonies Al a A4) et de
réserve (les spermatogonies A0). Les spermatogonies Al vont se diviser
en spermatogonies A2 puis A3 et A4. Ces derniéres ont la capacité, par
division mitotique de donner soit des spermatogonies Al, soit des
spermatogonies intermédiaires qui atteindront le stade de
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spermatogonies B. Par une ultime division, ces spermatogonies B
donneront des spermatocytes préleptoténes (Figure 7).

Figure 7: Théorie de Clermont et Bustos du renouvellement et de la
multiplication des spermatogonies (CLERMONT; BUSTOS, 1966). A0-4, Int et
B: Spermatogonies A0 a A4, Intermédiaire et B; Pl: Spermatocyte préleptotene.

1.1.2.3.4 Phase de méiose

Cette phase permet de produire, a partir des spermatocytes (2n
chromosomes a 2 chromatides), grandes cellules diploides, des
spermatides, petites cellules haploides. Pendant la méiose, le stock de
cellules germinales est quadruplé, celles-ci subissent des changements
morphologiques, une réduction chromosomique et des recombinaisons
du matériel génétique. La premiére division de méiose donne des
spermatocytes secondaires (n chromosomes a 2 chromatides) puis la
seconde division de méiose permet la production des spermatides rondes
(n chromosomes a 1 chromatide).

Issus de la derniére division des spermatogonies B, les
spermatocytes en interphase (ou s’effectue la synthése d’ADN) sont
appelés spermatocytes préleptoténes (PL). Ces cellules vont subir deux
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divisions méiotiques successives comprenant chacune quatre phases:
prophase, métaphase, anaphase et télophase. La prophase de la premiére
division méiotique est trés longue et représente ainsi 90% du temps de la
méiose. Au cours de cette phase, les cellules vont subir des changements
morphologiques importants permettant ainsi de distinguer 4 types de
spermatocytes primaires : leptoténe, zygotene, pachyténe et diploténe.

En prophase | de méiose, les PL deviennent des spermatocytes
primaires au stade leptoténe (L). C’est au cours du stade suivant, le stade
zygoténe (Z) que les chromosomes homologues commencent a
s’apparier grace a un complexe protéique, le complexe synaptonémal.
La troisieme étape de la prophase I, qui correspond au stade pachyténe
(P) est I’étape la plus longue. Elle dure environ 2 semaines chez le rat
(CLERMONT et al., 1959). A ce stade, les chromatides s’épaississent et
se raccourcissent. On peut alors les distinguer individuellement en
microscopie optique et observer également les crossing-over ou
recombinaisons homologues qui s’effectuent au cours de cette troisieme
étape. A ce stade, le taux de transcription augmente fortement
(SODERSTOM; PARVINEN, 1976). Enfin la derniere étape de la
prophase | correspond au stade diploténe (D). Au cours de cette étape
trés rapide, les complexes synaptonémaux disparaissent permettant la
séparation des chromosomes homologues, excepté au niveau des
chiasmas ou auront lieu les échanges de matériel génétique entre les
chromatides. Contrairement a la prophase I, les autres phases de la
premiere division méiotique (métaphase, anaphase et télophase) sont
tres courtes.

La premiére division de méiose conduit donc a la séparation des
chromosomes homologues appariés et a la formation de spermatocytes
secondaires, cellules hapldides a deux chromatides. Ces cellules ont une
vie trés courte (14,1 heures chez le rat) (CLERMONT et al., 1959) et
entrent dans la deuxiéme division méiotique sans réplication de leur
ADN. Cette deuxiéme division aboutit alors a la séparation puis a la
répartition de chaque chromatide soeur dans deux cellules filles
haploides, les spermatides.

1.1.2.3.5 Spermiogenése

La troisieme et la derniére phase est la phase de différenciation ou
spermiogenése. Elle se décompose en différentes étapes bien identifiées
dont le nombre varie d’une espéce a I’autre (homme: 8; verrat: 15;
souris: 16 et rat: 19). Une réorganisation cytoplasmique majeure et un
remodelage chromatinien complexe se déroulent pendant la
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spermiogenése. Cette différenciation permet alors la formation des
cellules germinales les plus matures: les spermatozoides qui seront par
la suite libérés dans la lumiére des tubes séminiféres au cours de la
spermiation (RUSSEL et al., 1990).

Chez le rat, au cours des stades 1 a 3, les spermatides ont un
appareil de Golgi trés actif qui élabore des vacuoles pour former la
vésicule acrosomiale contenant des lysosomes riches en enzymes. Elle
devient juxta nucléaire au stade 4 dans une zone qui sera le péle
céphalique du spermatozoide (LEBLOND; CLERMONT, 1952). Les
stades suivants sont caractérisés par I’augmentation de volume et
I’étalement au pole céphalique de la vésicule acrosomiale. Le centriole
proximal est inactif alors que le centriole distal donne naissance a un
ensemble de microtubules a I'origine de l'axonéme du flagelle. Au stade
8, le noyau subit une rotation, I’acrosome se trouve orienté vers la
membrane basale du tube séminifére. Ensuite, pendant les stades 9 a 13,
le noyau et I’acrosome subissent des changements morphologiques
importants : densification et étalement de I’acrosome vers le pdle basal
du noyau en condensation et en élongation. En effet, au cours des stades
9 a4 11, la chromatine commence & se condenser et aux stades 12 et 13,
les histones sont peu a peu remplacés par des protéines de transition puis
par des protamines au stade 16 (GALERAUD-DENIS et al., 2007). Ces
protamines permettent la compaction définitive de la chromatine dans le
futur spermatozoide. La forme du spermatozoide se precise alors: on
distingue la téte et le flagelle; les mitochondries s'allongent et
s'organisent en spirale ou manchon mitochondrial qui entoure I'axonéme
de la premiére partie du flagelle. Au stade 19, le cytoplasme en exces
forme la gouttelette cytoplasmique qui va se détacher du flagelle et
donner le corps résiduel qui sera phagocyté par les cellules de Sertoli
lors de la spermiation (Figure 8).
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Figure 8: La spermiogenése chez le rat. Les chiffres associés a chaque cellule
correspondent aux différents stades de la spermiogenése, RB: corps résiduel.
(D’aprés RUSSELL et al., 1990).

1.1.2.4 Le cycle de I’épithélium séminifére

L’examen histologique de la paroi des tubes séminiféres de rat
montre la présence de 4 ou 5 générations de cellules germinales
disposées en couches superposées: les générations des cellules jeunes le
long de la membrane basale du tube séminifére et les générations des
cellules les plus matures en bordure de la lumiére. Les différentes
générations de cellules germinales constituent un certain nombre
d’associations ou chaque type d’association cellulaire permet de définir
un stade (LEBLOND; CLERMONT, 1952).
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Chez le rat, le nombre de stades ou d’associations cellulaires
différentes est de 14. Ce nombre varie selon les espéces. Le stade | est
constitué de spermatogonies A4, de spermatocytes pachyténes, de
spermatides rondes (étape 1) et enfin de spermatides allongées (étape
15). Les cellules du stade | vont ensuite devenir les cellules du stade 11
et ainsi de suite sans mouvement des cellules le long de I’épithélium
séminifere. La succession des différents stades le long du tube
séminifére est appelé vague de I’épithélium séminifére (Figure 9).
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Figure 9: Représentation schématique des 14 stades de I’épithélium séminifére
chez le rat. Al-A4, spermatogonies de type A ; In, spermatogonies
intermédiaires ; B, spermatogonies de type B ; PI, L, Z, P, Di : spermatocytes
préleptoténe leptoténe, zygoténe, pachyténe et diploténe, respectivement; II,
spermatocyte secondaire ; 1- 19, spermatides aux différents stades de la
spermiogenese. (adapté de LEBLOND; CLERMONT, 1952).

La spermatogenése est un processus cyclique et continu de la
puberté jusqu’a la fin de la vie. Le temps nécessaire a la maturation des
gametes males, c'est-a-dire pour passer d’une spermatogonie de type A a
un spermatozoide correspond a la durée de la spermatogenése. Elle est
de 53 jours chez le rat (CLERMONT, 1972). Quant a la durée d’un
cycle de I’épithélium séminifere, elle est déterminée par I’intervalle de
temps entre les deux entrées successives des spermatogonies en
spermatogenese soit environ 12 jours.
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1.2 Régulation de la spermatogenése

Le fonctionnement de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
est essentiel & la production des spermatozoides et peut étre manipulé
sur le plan pharmacologique afin d’optimiser la production de ces
cellules germinales (Figure 10). L’hypothalamus produit I’hormone
libératrice de gonadotrophines : le GnRH qui stimule la libération du
FSH et du LH par I’hypophyse. Ces hormones régulent les fonctions
testiculaires. La FSH agit en se fixant sur ses récepteurs situés sur les
cellules de Sertoli et est essentielle au maintien de la spermatogenése
(KERR et al., 1992). La LH agit sur les cellules de Leydig en stimulant
la production et la sécrétion de testostérone. La testostérone peut aussi
étre convertie en 17B-estradiol (E;) par I’aromatase (STAHL;
STEMBER; GOLDSTEIN, 2012).
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Figure 10: L’axe hormonal reproductif masculin. GnRH, hormone libératrice de
gonadotrophine; FSH, hormone folliculo-stimulante; hCG, gonadotrophine
chorionique humaine; LH, hormone lutéinisante; rhFSH, FSH humaine
recombinant; T, testostérone (Adaptée de STAHL; STEMBER; GOLDSTEIN,
2012).

La privation en LH et en FSH réalisée grace a des traitements
avec des antagonistes de la GnRH induit une augmentation de
I’apoptose des spermatocytes pachyténes et spermatides rondes chez les
rats immatures (BILLIG et al., 1995) et principalement des cellules
germinales au stade VII chez I’animal adulte (HIKIM; SWERDLOFF,
1995).
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La LH agit sur les cellules de Leydig en stimulant la production
et la sécrétion de testostérone. La LH est indispensable a I’initiation de
la spermatogenése. L’administration d’anticorps anti-LH chez des rats
prépubéres induit une diminution du nombre de spermatocytes
pachyténes et une disparition des spermatides (CHEMES; DYM; RAJ,
1979). Par ailleurs, les souris dépourvues du récepteur a la LH (LH-R),
LH-R-/-, montrent un arrét de la spermatogenése au stade spermatides
rondes (LEI et al., 2001).

La FSH agit dans les tubes séminiféres en se fixant sur ses
récepteurs situés sur la membrane plasmique des cellules de Sertoli, et
est essentielle au maintien de la spermatogenése (KERR;
MADDOCKS; SHARPE, 1992). En effet, la FSH inhibe la diminution
du nombre de cellules germinales induite par traitement avec un
antagoniste de la GnRH (HIKIM; SWERDLOFF, 1995). La FSH permet
également de stimuler la prolifération des spermatogonies A et B chez
les animaux immatures (MEACHEM et al., 1996 ; HAYWOOD et al.,
2003; MCLACHLAN et al., 2002). En effet, des augmentations du
volume testiculaire et du nombre de cellules germinales sont reportées
chez des rats prépubeéres traités par la FSH (MEACHEM et al., 1996).
Par ailleurs, la FSH induit une diminution de I’apoptose des
spermatocytes pachyténes et des spermatides rondes (SHETTY;
MARATHE; DIGE, 1996; DE KRESTER et al., 1998). Enfin, des
expériences réalisées sur des souris dépourvues du récepteur a la FSH
(FSH-R), FSH-R™, ont montré que la FSH n’est pas essentielle a
I’initiation de la spermatogenése. En effet, les males FSH-R”" sont
fertiles malgré une diminution du poids des testicules et du nombre de
spermatozoides (DIERICH et al., 1998). Enfin, chez des souris
hypophysectomisées, la FSH permet de réduire le nombre de cellules
germinales en dégénérescence (RUSSEL et al., 1993). La testostérone
produite par les cellules de Leydig va également agir au niveau
hypotalamo-hypophysaire : elle va étre aromatisée en partie en 17p3-
estradiol et ensemble, ils vont exercer un rétrocontrdle négatif sur la
production de LH et de FSH (HAYES et al., 2000; 2001).

En plus des gonadotrophines et de la testostérone, la prolactine,
I’insuline (SOFIKITIS et al., 2008), les HT, le systeme endocrinien de la
1a,25-(OH),-vitamine D3 (1,25-D3), le systeme endocrinien du rétinol
(NORMAN; SILVA, 2001; SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002) et
I’hormone de croissance (JEGOU; SHARPE, 1993; SHARPE, 1994),
modulent les fonctions critiques dans le processus spermatogénique.
Comme le but de cette étude est d’étudier les actions des HTs, de la
1,25-D3 et de I’E, sur les cellules des tubes séminiféres, seront abordées
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ces trois hormones et leurs fonctions plus spécifiquement dans le
testicule.

1.2.1 Les hormones thyroidiennes et ses metabolites

1.2.1.1 Les voies de synthese des HTs

Les HTs sont essentielles au développement et a la croissance pré
et post-natale de plusieurs organes et ont des fonctions essentielles dans
la différenciation cellulaire et la régulation du métabolisme. La glande
thyroide produit les hormones L-thyroxine (3,3’,5,5’-tétraiodothyronine;
L-T,), triiodothyronine (3,3’,5-triiodo-L-thyronine; T3) et T3 inverse
(3,3’,5’-triiodo-L-thyronine; Tsi), le T, étant le produit sécrété en
quantité plus importante (KOHRLE, 1999; MORENO et al., 2008;
SCAPIN et al., 2010). Trois désiodases régulent la production locale et
la disponibilité systémique des HTs. Ces trois enzymes constituent un
groupe de protéines dimériques qui peuvent activer ou désactiver les
HTs, selon qu’elles agissent sur les cycles phénoliques ou tirosiniques
des iodothyronines, respectivement (KUIPER et al., 2005).
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Figure 11: Production des hormones T, T; inverse et T, par la désiodation
progressive du T, (Adaptée de MORENO et al., 2008). D1: désiodade de type I;
D2: désiodade de type Il; D3: désiodade de type III.

La désiodase de type | (D1; 5’-désiodase) peut désioder les cycles
tyrosiniques (interne) et phénoliques (externe) d’hormones puis peut
convertir le T4 en T3 ou T3 inverse et produire 3,3’-T, a partir du Tz ou
Ts inverse (Figure 11) (GEREBEN et al., 2008). Des études ont montré
que la D1 est une protéine membranaire dont le site actif est situé dans
le cytosol des cellules (TOYODA et al., 1995). Chez les mammiféres,
elle est exprimée dans la glande thyroide, I’hypophyse, I’intestin et le
placenta (ST GERMAIN; GALTON, 1997; BIANCO et al., 2002), chez
les rats, elle est exprimée en plus dans le systeme nerveux (VISSER et
al., 1982; CAMPOS-BARROS et al., 1996).

La désiodase de type Il (D2; 5’-désiodase) catalyse la convertion
du T, en T;, et comme celle-ci agit sur le cycle phénolique, elle
convertit aussi le Tz inverse en 3,3’-T, (Figure 11). Cette désiodase
présente une fonction essentielle dans la régulation des niveaux
intracellulaires du T3 Elle est une protéine résidant dans le réticulum
endoplasmique, avec la partie N-terminale localisée dans la lumiére du
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réticulum et le domaine catalytique globulaire dans le cytosol (BAQUI
et al., 2000; CURCIO et al., 2001). D2 est exprimée dans I’hypophyse,
le cerveau, le tissu adipeux brun, les gonades, la glande pinéale et le
thymus chez les rats, et la glande mammaire chez les souris (GEREBEN
et al., 2008).

La troisieme enzyme impliquée dans la désiodation des
iodothyronines est la désiodase de type Ill (D3; 5’-désiodase). Cette
enzyme élimine I’iodo du cycle tirosinique donc, c’est une enzyme qui
désactive les HT et ses analogues (KOHRLE, 1999). La D3 est une
protéine de membrane qui contient un seul domaine transmembranaire
entre les résidus 16 et 41 (BAQUI et al., 2003). Cette localisation
favorise la fonction de la D3 dans le placenta, dans I’utérus et dans le
foie foetal, en bloquant le passage des HTs de la mere au foetus
(GEREBEN et al., 2008). Des études ont montré que des ARN messager
ou des protéines de D3 chez les humains sont détectées dans le foie
foetal, dans le cortex cérébral et dans les structures épithéliales
pulmonaires embryonnaires, I’intestin, la peau et le systeme urinaire.
Les produits résultants de la 5-désiodation de T, et Tz inverse, comme le
3,3’-T, présentent une faible affinité pour les récepteurs des HTs
(KOHRLE, 1999).

1.2.1.2 Les récepteurs des HTs

Les HTs, agissant par l'intermédiaire de leurs récepteurs
thyroidiens (TRs), fonctionnent comme médiateurs et de modulateurs de
plusieurs processus physiologiques et de I'homéostasie. Les TRs sont
membres de la super-famille des récepteurs nucléaires, qui comprend
également les récepteurs des acides rétinoiques, les récepteurs de la
vitamine D et de stéroides, ainsi qu'un groupe de récepteurs orphelins
(EVANS, 1988; MANGELSDORF et al., 1995).

Les TRs sont dérivés de deux génes situés sur deux chromosomes
différents (CHENG, 2000). Le géne TRp, situé sur le chromosome 3,
code trois isoformes de TRB (B1, B2 et B3) (WILLIAMS, 2000). Le gene
TRa, situé sur le chromosome 17, code un TRal et deux variants
d'épissage (TRa2 et TRa3). L'expression des isoformes des TRs est
dépendante du tissu et régulée par le développement (CHENG, 2000).

Certains éléments étayent I'nypothése que les TRs et leurs ligands
sont impliqués dans la régulation de la reproduction. Des transcrits pour
les TRs ont été identifiés dans les tissus reproducteurs de mammiféres
(WAKIM et al., 1994; JANNINI et al., 1995). Des experiences de
liaison (binding assays) ont également montré que les TRs sont
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exprimés dans les testicules en développement (PALMERO et al., 1988;
JANNINI et al., 1990). De plus, I'ARNm et la protéine de TRal sont
abondants dans les testicules en développement, en particulier, dans les
cellules de Sertoli (JANNINI et al., 1994; HOLSBERGER; COOKE,
2005). Dans les cellules de Sertoli feetales et adultes humaines
seulement les isoformes TRal et TRo2 sont exprimés. L’expression de
TRa2 étant supérieure a tous les phases de la vie, le rapport TRo2 /
TRal augmente progressivement & partir du feetus a la vie adulte. Chez
les rats, le TRal est l'isoforme prédominante exprimée dans les cellules
de Sertoli immatures et adultes matures. L' ARNm de TRa2, TRa3 et
TRB1 sont détectés dans les cellules de Sertoli au cours du
développement, mais, leurs protéines correspondantes n’ont pas été
retrouvées (BUZZARD et al., 2000; JANNINI et al., 2000).

La présence des TRs dans différents compartiments du testicule
suggere que les HTs ont des fonctions importantes dans les cellules
testiculaires. Dans les cellules de Sertoli, les HTs déterminent la période
de la division cellulaire (HOLSBERGER; COOKE, 2005).
L'hypothyroidisme cause une augmentation du nombre de cellules de
Sertoli, une diminution de l'apoptose des cellules germinales et
augmente les gonadotrophines LH et FSH, qui sont importants pour la
spermatogeneése et la survie des cellules germinales. L'inverse se produit
en cas d'hyperthyroidie (KIRBY et al., 1992; HOLSBERGER; COOKE,
2005). En outre, la présence de TRs dans les cellules germinales suggére
un rdle probable des HTs dans le maintien de la population de cellules
germinales. Les TRs sont identifiés aux différents stades de
développement des cellules germinales de rats tels que les gonocytes,
spermatogonies, spermatocytes préleptoténe, leptotene, pachyténe,
zygoteéne, spermatides rondes et spermatides en élongation (BUZZARD
et al., 2000).

Les périodes foetales et prépuberes représentent la période
d'expression maximale de TRal et TRa2 dans les cellules de Sertoli,
démontrant la fenétre critique pour les actions des hormones
thyroidiennes dans les testicules, chez les rats (JANNINI et al., 1999) et
chez les humains (JANNINI et al., 2000). Dans ce contexte, il a été
démontré que le rapport TRa2 / TRal augmente progressivement a
partir de la vie foetale a I'dge adulte, renforcant le fait que le TRal est
probablement nécessaire lors de la différenciation et le développement
normal des testicules (JANNINI et al., 2000). Pris ensemble, ces
résultats suggeérent clairement que les THs et leurs récepteurs sont
impliqués dans la différenciation de cellules de Sertoli et confirment que
I'dge prépubére est un cible importante de ces hormones.



51

1.2.1.3 Actions des HTs dans les testicules

Au cours de ces derniéres années, des études ont démontré que le
dysfonctionnement de la thyroide est associé a une diminution de la
fertilité avec des altérations de l'activité sexuelle chez les hommes
(KRASSAS; PERROS, 2003; CARANI et al., 2005). Le role des HTs
dans le développement et dans les fonctions testiculaires a recu une
grande attention apres la mise en évidence de la présence de récepteurs
nucléaires des HT fonctionnels dans les cellules de Sertoli chez les rats
nouveau-nés (PALMERO et al., 1988; FRANCAVILLA et al., 1991).
Cela a changé la vision classique que les testicules étaient des organes
réfractaires aux HTSs, indiquant que ces hormones pourraient avoir des
effets directs sur la fonction testiculaire.

Les premieres études suggéraient que le testicule adulte ne
répondait pas aux hormones thyroidiennes (BARKER; KLITGAARD,
1952; OPPENHEIMER et al., 1974). Des études de liaison ont démontré
que les HTs ont des sites de fixation spécifiques dans les testicules en
développement. Ces sites de liaison ont été détectés a des niveaux tres
élevés dans le foetus et le nouveau-né, diminuant vers une expression
négligeable a 20 jpp (PALMERO et al., 1988; JANINNI et al., 1990).
Ces études suggerent également que I'expression des TRs est absente
dans le testicule adulte.

Le mécanisme génomique des HTs est habituellement décrit
grace aux actions de I'hormone a travers l'interaction du T; avec le
récepteur nucléaire. Ces récepteurs sont des facteurs de transcription
(DAVIS et al.,, 2010) et ils peuvent activer I’expression des genes
comme celle du gene de la vimentine dans les testicules de rats
hyperthyroidiens induite par T3 (ZAMONER et al., 2007). Par ailleurs,
elles peuvent entrainer d'autres effets tels que ceux mentionnés dans la
section précédente.

Le Tspar I'intermédiaire de TR, stimule la sécrétion de lactate par
les cellules de Sertoli, ainsi que I'expression d'’ARNm d'inhibine-alpha,
du récepteur aux androgeénes, de l'insulin-like growth fator-1 (IGF-1), et
de Il'insulin-like growth factor binding protein-4 (IGFBP-4). Il inhibe
également l'expression d'’ARNm de l'aromatase, des récepteurs de
I'estradiol, de la protéine de liaison d'androgénes (ABP) et la sécrétion
d'ABP des cellules de Sertoli. Par ailleurs, il stimule la sécrétion basale
et la sécretion induite par la LH de progestérone, testostérone et
estradiol par les cellules de Leydig (MARAN, 2003; HOLSBERGER,
COOK, 2005). Egalement, Rao et al. (2003) suggérent fortement que les
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HTs affectent directement le développement des testicules prepuberteres
et régulent I'expression des genes de la FSH-R et ABP dans les cellules
de Sertoli, ainsi que les niveaux dARNm de LH-R dans des cellules de
Leydig, ce qui peut conduire a moduler I'effet des gonadotrophines sur
la fonction des testicules.

D’autre part, les actions non-génomiques des HTs peuvent étre
initiées par la fixation de I’hormone avec un récepteur putatif présent
dans la membrane plasmique et I’activation de voies de signalisation.
Des études ont montré qu’elles peuvent se fixer au récepteur
membranaire de I'intégrine avp3, dans les cellules testiculaires
(ZANATTA et al., 2013) ainsi que dans d’autres types de cellules
(BERGH et al. 2005; DAVIS et al. 2009, 2010, 2011). De plus, les
évidences expérimentales avancent a la fonction de la voie de
signalisation phospholipase C(PLC)/protéine kinase C (PKC)/MAPK
chez les testicules des rats. La PKC peut activer la MAPK (ZAMONER
et al., 2008; MENEGAZ et al., 2010a) et ensemble, ces protéines
kinases peuvent étre d’importants modulateurs de la phophorylation de
la vimentine. De plus, ne peut étre exclue la possibilit¢ de la
translocation de la MAPK dans le noyau et en conséquence la
modulation de I’expression génique. L’interaction des HTs avec la
membrane des cellules de Sertoli conduit & une ouverture des canaux de
K" et de CI" conduisant a I’hyperpolarisation de la membrane
(MENEGAZ et al.,, 2006, 2010a). De plus, les HTs augmentent
I'absorption de Ca’* & travers des canaux de calcium voltage dépendants
du type L (CCDT-L) et du type T (CCDT-T). L'absorption de Ca** et
I’activité de la PKC peuvent aussi induire I’accumulation de I’acide
aminé MeAlIB dans ces cellules (MENEGAZ et al., 2010a).

D'autres actions non génomiques de la TH, comme la régulation
des activités de NTPDases et la modulation des especes réactives de
I'oxygéne (ROS) ont été démontrées. Zamoner et al. (2006) ont montré
que les THs (T5 et T,) sont capables de modifier l'activité de NTPDases
dans les cellules de Sertoli de rat hypothyroidien. Les NTPDases
peuvent moduler les niveaux extracellulaires d'adénine nucléotides par
la promotion de I'hydrolyse de nucléotides extracellulaires ATP, ADP et
AMP a l'adénosine, contrblant des événements de signalisation médiée
par nucléotides dans des cellules de Sertoli (CASALI et al., 2001). Dans
un autre modeéle expérimental de I'hypothyroidie, une diminution
enzymatique et non enzymatique des défenses antioxydantes a été
démontrée dans les testicules, suggérant qu'une augmentation de la
génération de ROS mitochondrial conduit & des changements dans le
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testicule et des perturbations de la vague de la spermatogenése
(ZAMONER et al., 2007).

En outre, les connexines sont des protéines présentes dans les gap
junctions, qui sont impliquées dans I'échange intercellulaire de petites
molécules de signalisation entre les cellules adjacentes, dans plusieurs
processus cellulaires, y compris I'homéostasie, le soutien métabolique, le
couplage électrique, la réponse des tissus améliorée et I'embryogenése
(BRUZZONE; WHITE; PAUL, 1996; KUMAR; GILULA, 1996). Elles
participent également au contréle de la prolifération cellulaire et la
différenciation (BRAVO-MORENO et al., 2002), et dans le testicule
adulte les connexines sont également détectées entre les Sertoli et les
cellules germinales (RISLEY et al.,, 1992; BATIAS et al., 2000;
DECROUY et al., 2004). Gilleron et al (2006) ont démontré que le Ts
est capable de réguler a la hausse le nombre des gap junctions dans des
cellules de Sertoli, tant de facon génomique que non génomique. La
communication directe entre les cellules de Sertoli jouant un réle
essentiel dans la reproduction masculine, méme a I'dge adulte, non
seulement la connexine 43, mais d'autres protéines du complexe de
jonction des testicules pourraient étre des sites importants de régulation
de l'action Ts.

1.2.2 La 1a,25(0OH),vitamine D3 (1,25-D5)

La 10,25(OH), vitamine D; (1,25-Ds), également connue sous le
nom de calcitriol, est la forme hormonale active de la vitamine D et est
essentielle pour la vie des animaux supérieurs. En plus d'étre le principal
régulateur de I'homéostasie du calcium et du phosphore, elle favorise la
minéralisation osseuse (MICHAEL; HOLICK, 2007). Les étapes du
systeme endocrinien de la vitamine D sont: 1) la photoconversion du 7-
déhydrocholestérol en vitamine Dz au niveau de la peau, ou l'apport en
vitamine D dans l'alimentation; 2) le métabolisme de la vitamine Dj
dans le foie, et la formation de 25(OH)D3, la principale forme circulante
de la vitamine Ds; 3) la conversion de la 25(OH)Dg, par les reins, en
hormone 1a,25(0H), vitamine Ds; 4) le transport systémique aux
organes cibles; 5) la liaison de la 1,25-D5 au récepteur nucléaire et / ou
au récepteur de la membrane plasmique dans les tissus cibles, suivie de
la génération des réponses biologiques (Figure 12). De plus, un autre
acteur important dans le systtme endocrinien de la vitamine Dj est la
protéine de liaison de la vitamine D (DBP), qui est responsable du
transport de cette vitamine au cours du métabolisme et dans les organes
cibles (BISHOP et al., 1994; MICHAEL; HOLICK, 2007).
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Figure 12: Le métabolisme de la vitamine D. (Adaptée de ZANATTA et al,,
2011c). UV-B: rayonnement ultraviolet du type B; DBP: protéine de liaison de
la vitamine D; 25-OHase: enzyme 25-hydroxylase;la-OHase: enzyme lao -
hydroxylase.

La 1,25-Ds, le principal métabolite de la vitamine D3, a une
structure flexible. La flexibilité est présente dans trois régions distinctes
de la molécule: a) la chaine latérale peut tourner a 360° autour du C5; b)
la rupture du cycle B permet une rotation autour des C6 et des C7; ¢) sur
la liaison la-hydroxyle et 3-hydroxyle du cycle A des modifications se
produisent dans l'orientation équatoriale et axiale (NORMAN et al.,
2001b). Cette flexibilité conformationnelle (6-s-trans 1,25-D3 et 6-s-Cis
1,25-D3) (Figure 13) déterminera la voie de transduction du signal qui
sera activée et par conséquent, la réponse biologique produite
(génomique ou non-génomique, respectivement) (NORMAN et al.,
1997; MIZWICKI; NORMAN, 2009).
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la,25(0H),D, la,25(0H), D4
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Figure 13: Les structures conformationnelles, 6-s-trans et 6-s-cis, de la 1,25-Da.
(Adaptée de MIZWICKI; NORMAN, 2009).

Les réponses génomiques de la 1,25-Ds proviennent de sa liaison
avec le récepteur de la vitamine D3 nucléaire (VDRn). Le complexe
1,25-D3-VDR-RXR activé dans le noyau se lie alors spécifiqguement a
des éléments de réponse de la vitamine D (VDRES), a l'intérieur de la
région promotrice des génes sensibles a la vitamine D. Le VDR non
seulement stimule la transcription de genes, mais peut également
supprimer directement la transcription de plusieurs genes (BOUILLON
et al., 1995).

Il'y a un grand nombre de génes sensibles a la vitamine D et
nombre d'entre eux sont régulés par I'hormone de facon spécifique dans
chaque tissu. Plusieurs génes codent pour des protéines qui ont un réole
direct dans I'endocrinologie du Ca®* ou de la formation osseuse; par
exemple l'ostéocalcine (DEMAY et al., 1990), I'ostéopontine (NODA et
al., 1990), la calbindine (CHRISTAKOS et al., 1992), les hydroxylases
CYP24 (ZIEROLD et al., 1995) et CYPla (SHINKI et al., 1998). De
plus, il est bien établi que la 1,25-D3 peut stimuler ou supprimer
I'expression des genes impliqués dans la prolifération et dans la
différenciation cellulaire (BOUILLON et al., 1995; DEEB et al., 2007).

D'autre part, les effets non-génomiques de la 1,25-D3 proviennent
de sa liaison avec le VDR présent sur la membrane plasmique (VDRm).
Ces réponses sont rapides et ne dépendent pas de la transcription,
cependant, la signalisation non-génomique peut affecter indirectement la
transcription gréace a l'interaction avec d'autres voies de signalisation. La
liaison de la 1,25-D3; au VDRm conduit a l'activation de seconds
messagers cytosoliques qui modulent l'activité des protéines kinases et
phosphatases, ainsi que la cinétique des canaux ioniques (DE BOLAND;
NEMERE, 1992; NORMAN et al., 2002a, 2002b; NORMAN et al.,
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2004). Les systéemes de transduction du signal activés par le VDRm
comprennent l'activation de la PKC couplé a la protéine G, de la PLC,
de I'ouverture des canaux Ca’* et CI, et de l'adénylate cyclase,
I’augmentation de la concentration de Ca?* intracellulaire et de
I’activation des voies de la MAPK et Raf (Figure 14) (NORMAN;
ISHIZUKA; OKAMURA, 2001).
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Figure 14: L'activation de la signalisation cellulaire génomique et non
génomique par la 1,25-D;. (MIZWICKI; NORMAN, 2009).

1.2.2.1 Les récepteurs de la 1,25-D3

Le VDR, a l'origine identifié comme une protéine associée a la
chromatine (HAUSSLER; NORMAN, 1969) qui se lie a la 1,25-D3 avec
une haute affinité et haute spécificité, est associé a des effets classiques
de la 1,25-D;. D'autre part, les réponses rapides de cette hormone
stéroide sont décrites pour étre initiées par un récepteur associé a la
membrane plasmique (NEMERE; YOSHIMOTO; NORMAN, 1984).
Des études sur la structure et la fonction de la 1,25-D3 ont montré que
l'analogue 6-s-cis, 1la,25-dihydroxylumisterol3 (JN) peut induire
efficacement transcaltachia dans I'épithélium intestinal et également
stimuler la capture de Ca”* dans la lignée cellulaire d'ostéosarcome via
le VDRmem. Cet analogue, cependant, ne peut pas activer la voie
génomique, et posséde une capacité treés faible a se lier & VDRnuc
(NORMAN et al., 1997). D'autre part, un autre analogue, le 1pB,25-
dihydroxyvitamine D3 (HL) est capable de bloquer les réponses rapides
induites par la 1,25-D3 ou JN et est reconnu comme un antagoniste
spécifique des actions non génomiques (NORMAN et al., 1992; 1993).
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En outre, la réponse génomique a la 1,25-D3 peut étre bloquée par co-
incubation avec l'analogue (23S)-25-déshydro-1a(OH)-vitamine Ds-
26,23-lactone (MK), ou I'action antagoniste est causée par I'inhibition de
la formation d'hétérodimeres entre VDR et RXR, et de l'interaction du
VDR avec le co-activateur, le SRC-1 (BULA et al., 2000).

Les premieres études ont démontré que la 1,25-D; possede des
sites de liaisons spécifiques de haute affinité dans des homogénats de
fraction cytoplasmique de cellules testiculaires de rats (KREAM et al.,
1977), ainsi que la présence du VDR dans les testicules de jeunes rats et
de jeunes souris (MERKE et al., 1982, 1985; WALTERS et al., 1983;
LEVY et al., 1985a, 1985b; SCHLEICHER et al., 1989). Par ailleurs, le
VDR est présent en quantités similaires dans les tubules séminiferes
isolés et dans le tissu interstitiel de testicules de rats adultes (LEVY et
al., 1985a). A la suite de ces études, les cellules de Sertoli ont été
présentées comme les principales cellules cibles de la vitamine D dans
les testicules des rongeurs. En effet, des études autoradiographiques ont
montré la liaison du ligand au VDR nucléaire exclusivement dans les
cellules de Sertoli des souris, tandis que le VDR est peu exprimé et
principalement  cytoplasmique dans les cellules germinales
(SCHLEICHER et al., 1989).

La 1,25-D3 induit des effets rapides dans les deux types
cellulaires (cellules de Sertoli et cellules germinales) (AKERSTROM,;
WALTERS, 1992; MAJUMDAR et al., 1994; MENEGAZ et al., 2010b,
2011; ROSSO et al., 2012, ZANATTA et al., 2011a, 2011b). Le VDR a
été observé également dans les cellules de Leydig chez I'homme et la
souris (BLOMBERG JENSEN et al., 2010b; MAHMOUDI et al., 2013).
Le VDR est exprimé dans les cellules germinales des rongeurs et
humaines: spermatogonies, spermatocytes et spermatides rondes et
allongées (BLOMBERG JENSEN et al., 2010b; MAHMOUDI et al.,
2013), ainsi que dans les spermatozoides (CORBETT; HILL; NANGIA,
2006; AQUILA et al., 2008), mais les cellules de Sertoli sont toujours
considérées comme la principale cible de la 1,25-D3 dans le testicule
adulte (ZANATTA et al., 2011a).

Les spermatozoides sont des cellules hautement compartimentées,
et toutes les études portant sur I'expression du VDR dans les
spermatozoides humains matures montrent une expression de ce
récepteur dans la partie post-acrosomale de la téte, la piéce
intermédiaire, et dans la région de la base de la téte (CORBETT et al.,
2006; AQUILA et al., 2008; BLOMBERG JENSEN et al., 2010b).
L’expression du VDR subcellulaire peut dépendre du déroulement de la
spermatogenése et d’une maturation optimale, en effet il a été observé
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que la formation incompléte des compartiments sub-cellulaires peut
conduire a une localisation et une fonction potentiellement aberrante du
récepteur (JIMENEZ-GONZALEZ et al., 2006; BLOMBERG JENSEN
etal., 2012).

Récemment, des analyses informatiques et de structure et
fonction ont suggéré que le VDRnuc ou une isoforme de celui-ci peut
fonctionner comme un récepteur membranaire de propagation rapide des
effets de la 1,25-Ds dans les cellules de Sertoli (MENEGAZ et al.,
2011). Cette étude est en accord avec les études précédentes qui ont
montré un VDR nucléaire présent dans la fraction membranaire enrichis
en cavéoles dans les tissus d'humain, de rongeur et de poussins
(NORMAN et al., 2002b; HUHTAKANGAS et al., 2004). Ainsi, les
études réalisées par Menegaz et al. (2011) suggerent que le VDR
contient deux sites de liaison du ligand qui se chevauchent, une
poche génomique et une poche de remplacement qui interviennent dans
la régulation de la transcription génique et des réponses rapides,
respectivement.

1.2.2.2 Les actions de la 1,25-D3 dans les testicules

Plusieurs études démontrent que la 1,25-D3 et son récepteur
(VDR) sont importants pour la reproduction masculine. En fait, des
souris déficientes pour le VDR (VDRKO) ont montré une insuffisance
gonadique, en effet, le nombre et la mobilité des spermatozoides sont
diminués et des anomalies histologiques ont été observées dans les
testicules (KINUTA et al., 2000). Des études antérieures, réalisées chez
les rats males déficients en vitamine D, ont montré que ces animaux
étaient capables de se reproduire mais avec une baisse de 45%
d’accouplements réussis ainsi qu’une réduction de 73% du taux de
fécondité par rapport au controle (KWIECINSKI et al., 1989). Les
testicules des rats déficients en vitamine D montraient des
dégénérescences et une spermatogenése incompléte (OSMUNDSEN et
al., 1989). Ainsi, Hirai et al., (2009) ont observé une augmentation de
I’expression de certains genes lorsque des souris cryptorchides sont
traitées avec de la 1,25-Ds. A partir des études réalisées in vitro, nous
avons observé que la 1,25-D; stimulait I’expression du géne Cypl9,
gene codant I’enzyme P450arom dans les cellules de Sertoli de rats
immatures (ZANATTA et al., 2011a). Menegaz et collaborateurs (2009)
ont démontré que la 1,25-D; présente une fonction importante dans les
testicules a travers des actions génomiques qui peuvent étre déclenchées
par la PKA, ainsi que par des réponses rapides impliquant les canaux
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Ca?" et K* de la membrane plasmique. D’autres études ont démontré que
la 1,25-D; débutait ses actions sur la membrane plasmique afin de
moduler I’absorption de calcium et de réguler I’activité de I’enzyme
gamma-glutamyltranspeptidase (GGTP) dans les testicules des rats
immatures. La GGTP est un marqueur de fonctions des cellules de
Sertoli sachant que son activité augmente entre 15 et 35 jours
(ZANATTA et al., 2011d) et est une enzyme qui peuvent étre impliquée
dans la reproduction masculin (KUMAR et al.,, 2000). Dans les
testicules, la 1,25-Ds stimule aussi I’exocytose a travers la stimulation
des canaux CI" dans la lignée des cellules de Sertoli TM4 (MENEGAZ
et al., 2010b).

Plusieurs études se sont intéressées a I’action de la 1,25-D5 dans
les spermatozoides. Aquila et al. (2008) ont montré sur des
spermatozoides humains que la 1,25-D; avait un effet sur I’influx de
cholestérol, sur la phosphorylation des protéines et augmentait la survie
de ces cellules. Aussi, ce sécostéroide est important dans la maturation
extratesticulaire des spermatozoides, en étant capable d’influencer leur
capacitation ainsi que de moduler la survie de ces cellules. Aquila et
collaborateurs (2009) ont démontré que la 1,25-Ds, au travers de sa
liaison au VDR, augmente les niveaux de Ca”* intracellulaire, la
mobilité et l'activité de l'acrosine, en réduisant également le nombre de
triglycérides dans les spermatozoides, révélant un effet de ce métabolite
dans l'acquisition de la capacité fécondante des spermatozoides
humains. En outre, la 1,25-D3; augmente la mobilité des spermatozoides
et induit la réaction acrosomique (BLOMBERG JENSEN et al., 2011).
Cet effet dans la mobilité est dépendant des caractéristiques des
échantillons, en effet la 1,25-D; augmente la mobilité des
spermatozoides chez les hommes jeunes, mais est incapable de modifier
de maniére significative la mobilité des spermatozoides chez les
hommes infertiles (BLOMBERG JENSEN et al., 2012).

1.2.3 Le 17p-Estradiol (Ey)

1.2.3.1 Voies de synthése

Les trois principaux estrogenes endogénes sont: le 17B-estradiol
(E,), I’estrone (E;) et I’estriol (Es3), I’E, étant I’hormone dominante et la
plus active. L’E; est produit a partir de la testostérone par I’action
irreversible du complexe enzymatique aromatase (Figure 15) (BOON et
al., 2010).
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Figure 15: Schéma simplifié de la biosynthese des stéroides (thése Bois, 2011).
HSD: Hydroxystéroide déshydrogénase; Fleches bleues foncées: réaction
catalysée par la 3p-HSD; Fléches oranges: réaction catalysée par I’aromatase;
Fléches violettes: réaction catalysée par la 170-Hydroxylase; Fléches vertes:
réaction catalysée par la C17-20 Lyase; Fleches rouges: réaction catalysée par la
17B-HSD.

1.2.3.2 Les récepteurs aux estrogenes

Classiquement, les estrogénes exercent des effets génomiques.
Apres la liaison de I’hormone au récepteur, le complexe se lie a des
éléments de réponse qui sont situés dans les régions promotrices des
génes cibles. D’autre part, les estrogénes peuvent aussi se lier a des
récepteurs situés dans la membrane plasmique et activer des voies de
signalisation intracellulaires (LUCONI; FORTI; BALDI, 2002,
HELDRING et al., 2007).
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Chez les mammiféres, les deux formes ESR1 et ESR2 sont
trouvées dans les cellules somatiques et germinales dans les testicules et
sur les spermatozoides. Bien que certaines données sont contradictoires,
les recepteurs ESR1 et ESR2 ont été retrouvés dans les cellules de
Leydig, de Sertoli et germinales, des spermatogonies aux
spermatozoides chez les humains et les rongeurs (CARREAU; HESS,
2010; CHIMENTO et al., 2010, 2011). Récemment, I'hybridation in situ
et des analyses immunohistochimiques de testicule humain ont confirmé
I'expression des ESR1 et ESR2 dans les cellules germinales et
I'expression de ESR2 dans les cellules de Sertoli (FIETZ et al., 2014).
En outre, des variants ont été identifiés. Chez I'nomme, six variants de
I'ARNmM du ESR2 sont présents dans les testicules et leur localisation
différente suggére des rbles différents dans la spermatogenése
(ASCHIM et al., 2004). Pour I'ESR1, les cellules germinales humaines
expriment des transcrits délétés de I'exon 1, tandis que les
spermatozoides humains contiennent exclusivement la forme protéique
tronquée (LAMBARD et al., 2004). Dans les testicules humains, un
variant de l'isoforme du ESR2 (hERPcx/2) formé par un épissage
alternatif et de la protéine correspondante (ERB2) ont été détectés par
Saunders et al. (2002). Les deux protéines ESR2 1 et ESR2 2 ont été
retrouvées dans les cellules germinales, ce qui est en accord avec les
deux formes de 60 kDa et 50 kDa observées dans les cellules germinales
immatures humaines par Lambard et al. (2004). Bien qu'aucune protéine
ESR2 n’ait été détectée tout d'abord dans les spermatozoides humains
(LAMBARD et al., 2004), une protéine de 64 kDa a ensuite été
retrouvée (SOLAKIDI et al., 2005; GUIDO et al., 2011). Bien que les
protéines correspondantes n'ont pas été observées jusqu'a présent, des
variants d’ARNm de ESR1 et ESR2 ont été également identifiés dans le
testicule de rat (BOIS et al., 2010).

De plus, un récepteur transmembranaire couplé & une protéine G:
le GPER (GPR30: récepteur 30 couplé a la protéine G) est capable de se
lier a I'E; est donc impliqué dans des effets non-génomiques
(PROSSNITZ; BARTON, 2011). Cette protéine est présente dans les
cellules GC-1 et GC-2, des lignées cellulaires dérivées de
spermatogonies et spermatocytes de souris, respectivement (SIRIANNI
et al, 2008; CHIMENTO et al., 2012), dans les spermatocytes
pachyténes et spermatides rondes de rat adulte (CHIMENTO et al.,
2010, 2011) et dans les cellules de Sertoli de rat immature (LUCAS et
al., 2010). Dans les testicules humains, le GPER est exprimé dans les
cellules de Sertoli et les cellules germinales (spermatogonies et
spermatocytes) et surexprimé dans les séminomes, le cancer des cellules
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germinales le plus fréquent dans les testicules (CHEVALIER et al.,
2012). Récemment, GPER a été retrouvé sur les spermatozoides
humains (données du laboratoire OeReCa), mais sa localisation semble
étre dépendante des especes (RAGO et al., 2014).

1.2.3.1 Les actions du 174-Estradiol (E,) dans les testicules

Les études sur des modéles de souris knockout (KO), ont permis
de montrer que les estrogénes ont des fonctions dans la fertilité
masculine. Robertson et collaborateurs (1999) ont montré que des souris
dépourvues d’aromatase (ArKO) sont initialement fertiles, cependant, ils
développent progressivement une infertilité, entre 4,5 mois et un an. De
plus, les cellules de Leydig subissent une hyperplasie/hypertrophie due a
l'augmentation de la LH circulante. Les souris ERaKO sont infertiles
(EDDY et al., 1996) de la méme facon que les souris dépourvues en
ERop (COUSE et al., 1999; DUPONT et al., 2000). Initialement, la
spermatogenese est normale chez ces animaux, cependant, apres 10
semaines, les souris ont montré un arrét dans le processus de
spermatogenese et une dégénérescence des tubes séminiféres a cause
d’une défaillance dans la réabsorption du fluide épididymaire (EDDY et
al., 1996). Joseph et al. (2010a,b) ont observé que le sperme récupéré de
I'épididyme de souris ERaKO présente un enroulement du flagelle
anormal et une incidence accrue de réactions acrosomiques spontanées.
Bien que les souris ESR2KO soient stériles, Antal et al. (2008) n'ont
observé aucune anomalie histopathologique. Otto et al. (2009) suggerent
que le GPR30 ne sert pas de médiateur des réponses oestrogéniques
dans les organes de reproduction chez la souris.

Des traitements in vivo ont montré que I'équilibre entre les
estrogenes et les androgénes était trés important pour le déroulement de
la spermatogeneése et la qualité des spermatozoides. Des études réalisées
chez les rongeurs et chez les primates ont montré que la spermatogenése
était contrélée en partie par les estrogénes a différents étapes (SHETTY
et al., 1997). L'exposition du campagnol roussatre immature a de faibles
doses d’E, provoque une avancée du début de la spermatogenése, cette
accélération est bloquée par I'administration d'anti-oestrogéne ICI
182,780 (GANCARCZYK et al, 2004). Chez les souris
hypogonadiques, I'E, est capable d’induire la spermatogenése, celle-ci
est dépendante de ERa et de mécanismes neuroendocriniens
responsables d’une augmentation des taux circulants de FSH (ALLAN
et al., 2010). L'administration d'E, chez les rats houveaux-nés induit une
augmentation du nombre de spermatogonies a partir de 16 jours d'age
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chez ces animaux (WALCZAK-JEDRZEJOWSKA et al., 2008). Les
études menées chez les rats suggerent que le processus d'allongement
des spermatides dans les étapes 8 a 19 est dépendant des androgenes
tandis que la différenciation des spermatides rondes dans les étapes 1 a 6
est dépendante des oestrogenes. Ceci peut étre justifié par le fait que
I'administration de 20pg/kg/jour d'E; pendant 20 jours induit une carence
prolongée en testostérone, provoquant une absence de spermatides aux
stades 9 a 19 et l'absence d'apoptose dans les étapes 1 a 6 des
spermatides rondes (D’SOUZA et al., 2005). Ce groupe a par ailleurs
montré que l'administration d'E; & 100 ug/kg/jour dans une solution
saline pendant 10 jours induisait une diminution significative de cellules
2n (cellules somatiques et germinales) et de cellules 4n (spermatocytes
pachyténes) et une augmentation du nombre de spermatides en
allongement et allongées (BALASINOR et al., 2010). Par ailleurs,
I'exposition de rats males adultes a une alimentation riche en
phytoestrogénes augmente l'apoptose des cellules germinales
(ASSINDER et al., 2007). Enfin, des études suggérent une interaction
entre la signalisation de I’E, et les voies épigénétiques, pouvant
expliquer I'impact des estrogénes environnementaux dans la
reproduction masculine et leurs fonctions chez les hommes
(BALASINOR et al., 2010; PATHAK et al., 2010).

Des études in vitro ont mis en évidence les événements régulés
par les oestrogenes et leurs mécanismes d'action. Les études réalisées
chez les souris pendant la vie périnatale ont montré que les estrogenes
endogenes inhibent le développement de la lignée des cellules
germinales (DELBES et al., 2004). Il existe certaines preuves d'une
fonction directe des estrogénes dans la prévention de I'apoptose des
cellules germinales. Ces effets protecteurs ont été observés dans des
cultures de tubes séminiféres humains, ou il est suggéré des actions non-
génomiques des estrogénes (PENTIKAINEN et al., 2000). Il a été
récemment montré que dans les spermatocytes pachyténes et les
spermatides rondes purifiées a partir de testicules de rat, que I'E; module
I'expression des génes impliqués dans I'équilibre, entre la prolifération et
I'apoptose des cellules et ce via les ESRs et GPER (CHIMENTO et al.,
2010, 2011). Les effets de I’E, semblent étre dépendants de la
concentration et de I’environnement cellulaire comme cela a été
démontré par Bois et collaborateurs (2012), lors des études d'expression
des cyclines B1 et Al dans des cultures de tubes séminiferes de rats
adultes en présense de 10° M d’E,. Dans des cultures primaires de
cellules de Sertoli de rats immatures, I'E, induit la translocation des
récepteurs ESR1 et ESR2 a la membrane, la phosphorylation de
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MAPKS3/1 et la prolifération de ces cellules (LUCAS et al., 2008), tandis
que la liaison de I'E; au GPER active MAPK3/1 via EGFR et régule
ainsi l'expression de génes codant pour des protéines impliquées dans
I'apoptose (LUCAS et al., 2010, ROYER et al., 2012). L'effet anti-
apoptotique de I’E, dans les cellules de Sertoli immatures a été confirmé
par Simdes et al. (2013). L'E, et G1 (agoniste des GPER) induisent
I'activation de la voie de signalisation PI3K/AKT et la phosphorylation
de CREB dans les cellules de Sertoli immatures (Royer et al., 2012).
Une publication récente du méme laboratoire propose que l'activation
des ESR1 et ESR2 par I'E, est impliquée dans la prolifération et la
différenciation des cellules de Sertoli, respectivement. En fait, la
prolifération des cellules de Sertoli de rat de 15 jours est modulée par
I'E, a travers l'augmentation de la protéine de codification de gene de la
cycline D1 (CCND1) médiée par ESR1/NFkB (LUCAS et al., 2014).
Ainsi, la fonction de ces hormones dans la spermatogenése est
claire, cependant, comment ces hormones agissent, isolées et / ou
ensemble, en régulant ce processus n'est pas tres clair. Donc, I'objectif
de cette étude était de déterminer le mécanisme d'action du T3 inverse,
de la 1,25-D3 et de I'E, dans les cellules testiculaires de rats immatures.
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2. OBJECTIFS

2.1 Objectif Général

Etudier la fonction des hormones thyroidiennes, de la 1,25-Dj et
d’E, dans les cellules des tubes séminiféres des rats immatures durant la
mise en place de la spermatogenese.

2.2 Objectifs Spécifiques
2.2.1 Objectifs spécifiques du chapitre |

Pour étudier les effets des HTs dans les cultures primaires de
cellules de Sertoli, des rats de 11 jours on été utilisés, sachant que des
sites de liaison de ces hormones ont été détectés a des niveaux tres
élevés dans le foetus et le nouveau-né, diminuant vers une expression
négligeable a 20 jour post-partum (jpp) (PALMERO et al., 1988;
JANINNI et al., 1990).

1. Etudier I’effet de I’hormone T3 inverse sur I'absorption de “*Ca**
dans les cellules de Sertoli de rats de 11 jours.

2. Caractériser le récepteur membranaire impliqué dans [I’effet
stimulant de I’hormone T3 inverse sur I'absorption de *Ca?* dans
les cellules de Sertoli de rats de 11 jours.

3. FEtudier la participation des canaux ioniques et du calcium
intracellulaire dans I’effet de I’hormone Ts; inverse sur
I'absorption de *Ca?".

4. Déterminer les protéines kinases impliquées dans I’effet de
I’hormone Tj inverse sur I’absorption de “Ca?*.

5. Etudier le processus d’exocytose stimulé par I’hormone Ts
inverse dans les cellules de Sertoli de rats immatures, vérifier la
participation des intégrines et des canaux Ca®* voltage-
dépendants comme médiateurs de ce processus.

6. Caractériser I’effet de I’hormone 3,3'-T, sur I'absorption de “*Ca®*
dans les testicules et les cellules de Sertoli de rats de 11 jours.

2.2.2 Objectifs spécifiques du chapitre 11

Pour étudier les effets de la 1,25-D3 et de I'E2, des rats de 30
jours ont été utilisés, a cet age, les cellules germinales les plus avancées
présentes étant les spermatides en cours d'allongement.
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. Etudier I’effet de I’hormone 1,25-Dj; et de I’E, sur I'absorption

de *°Ca?* dans les testicules de rats de 30 jours.

. Caractériser la participation des récepteurs aux estrogenes

(ESRL1 et/ou ESR2) dans I’effet stimulant des hormones 1,25-
D; et E; sur I'absorption de “*Ca®* dans les testicules de rats de
30 jours.

. Déterminer les voies de signalisation impliquées dans l'effet

stimulant des hormones 1,25-D3 et E, sur l'absorption de
*Ca”" et qui peuvent conduire & des réponses nucléaires.

. Etudier I'effet des hormones 1,25-Ds et E, sur les niveaux de

transcrits de ESR1, ESR2 et de l'aromatase dans les tubes
séminiféres des rats de 30 jours.

. Etudier I'effet des hormones 1,25-Ds et E, sur les niveaux de

transcrits des cyclines Al et B1 dans les tubes séminiféres des
rats de 30 jours.

. Etudier I'effet des hormones 1,25-Dj; et E, sur I'expression des

protéines qui sont impliquées dans le cycle cellulaire des
cellules germinales.
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3. METHODES
3.1 Liste des produits et fournisseurs

Milieu de culture

D-Glucose Sigma
DMEM Sigma
Ham’s F12 Sigma
Hepes Sigma
Insuline Sigma
NaHCO; Sigma
Pyruvate de sodium Sigma
Serum de remplacement 3 Sigma
Ultroser SF Biosepra

Antibiotiques

Fungizone PAN
Kanamycine PAN
Pénicilline/Streptomycine Sigma

Enzyme de digestion

Collagénase/dispase Roche
DNAse | de pancréas bovin Sigma
Hyaluronidase Sigma
Trypsine de pancréas bovin Sigma

Hormones/ Agonistes/ Antagonistes/ Inhibiteurs

9-Anthracene Sigma
Apamine Sigma
2-APB Sigma
BAPTA-AM Sigma
17B-estradiol Sigma
ICI 182780 Sigma
CFTRinh-172 Sigma
DIDS Sigma
Flunarizine Sigma
Glibenclamide Sigma
H-89 Sigma
Nifedipine Sigma
Ouabaine Sigma

PD 98059 Sigma
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Quinacrine

RGD peptide

SB239063
Stéaroilcarnitine
Thapsigargine

3,3-T,

T; inverse

U-73122

la, 25(0OH), vitamine D3

RT-PCR
Amorces

dNTP
MMLV-RT
Rnasin

Taq polymerase

KIT

Cocktail inhibiteur des phosphatases
Cocktail inhibiteur des protéases
GoTag® gPCR Master Mix

Kit de détection chimiluminescente
(horseradish peroxidase — HRP)
TRI-Reagent

Trizol

Anticorps
Anti-cycline Al
Anti-cycline B1
Anti-p16

Anti-p53
Anti-B-actine
Anticorps secondaires

3.2 Animaux

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Eurogentec
Promega
Promega
Promega
Promega

Merck Biosciences
Merck Biosciences
Promega

Millipore

Sigma
Invitrogen

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Millipore
Millipore

Les rats Sprague-Dawley (Rattus norvegicus) proviennent de
I’élevage Janvier (Genest-Saint-Isle) ou du Centre Universitaire des
Ressources Biologiques (Caen). Les rats Wistar sont obtenus aupres de
I'animalerie centrale de I'Université Fédérale de Santa Catarina, au
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Brésil. Ces animaux ont été maintenus dans des conditions standard
(cycles jour/nuit 14h/10h, température (21°C = 1°C) et hygrométrie
(55%) controlées) avec nourriture et eau ad libidum. Toutes les
expérimentations animales ont été réalisées en accord avec les
réglementations en vigueur (Services Vétérinaires de la Santé et de la
Production Animale, Ministére de I’Agriculture - France; Conseil de
Médecine Vétérinaire (CVM) et du Colléege Brésilien de
I'Expérimentation ~ Animale  (COBEA), sur le  protocole
00862/CEUA/UFSC - Brésil).

3.3 Préparation des testicules entiers pour I'absorption de **Ca**

Une gonade (alternativement & gauche et a droite) de rats Wistar
de 11 jours a été utilisee comme tissu expérimental et [l'autre
controlatérale a été utilisé comme contrble. Les testicules ont été
décapsulés puis soumis au protocole de I'absorption de calcium décrit
dans le paragraphe 3.7.

3.4 Purification et Culture des Cellules de Sertoli des Rats Immatures

Pour chaque culture 15 rats Wistar de 11 jours ont été utilisés.
Les cellules de Sertoli ont été purifiées a partir de testicules par des
digestions enzymatiques précédemment décrites par Dorrington et al.
(1975). A la fin de la premiére étape de digestion enzymatique, oU se
produit l'individualisation des tubes séminiféres, le surnageant qui
contient les cellules de Leydig libres ainsi que les autres cellules
interstitielles est eliminé (Dorrington et al, 1975). Aprés décapsulation,
dilacération et lavages dans un milieu Ham’s F12/DMEM (H/D) (pH
7,4) contenant un mélange d’antibiotiques (pénicilline a 50000 U/L,
streptomycine a 50 mg/L, kanamycine a 100 mg/L et fungizone a 250
pg/L), les testicules ont été soumis a une premiére digestion
enzymatique avec de la DNAse | (Désoxyribonucléase) a 0,001% et de
la trypsine a 0,05% dans un volume total de 50 mL pendant 3 minutes a
37°C sous agitation douce. Les deux digestions suivantes ont été
réalisées sur le culot cellulaire avec de la DNAse | & 0,001%, de la
collagénase/dispase (C/D) a 0,05% et de la hyaluronidase a 0,05% dans
un volume total de 25 mL pendant 10 minutes & 37°C sous agitation
douce. La derniére digestion enzymatique a été réalisée dans les mémes
conditions durant 20 minutes. Apres sédimentation a gravité unitaire, le
culot contient des cellules de Sertoli et des cellules germinales. Le
surnageant, qui contient aussi des cellules de Sertoli, est centrifugé a
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160 g pendant 10 minutes et le culot est regroupé avec le précédent. Les
cellules ont été comptées puis ensemencées & une densité de 2 x 10°
cellules/cm? pour les cellules de Sertoli de 11 jours et laissées en culture
pendant 48 heures dans un milieu H/D supplémenté avec 2% d’ultroser
SF sous atmosphére humide air/CO, (95:5;v/v) a 34°C. Les cellules
germinales ont ensuite été éliminées grace a un choc hypotonique de 2
minutes 30 secondes (Tris-HCI 20 mM, pH 7,2) (GALDIERI et al.,
1981). Deux jours apres le choc, les cellules de Sertoli ont été
récupérées, lavées avec du PBS et les mesures d’absorption de “*Ca*" et
les observations en microscopie a fluorescence ont été réalisés.

3.5 Culture des Tubes Séminiferes des Rats de 30 Jours

Pour chaque culture de tubes séminiferes, 1 rat (Wistar pour
analiser I'expression des protéines et Sprague-Dawley pour analiser
I'expression génique) de 30 jours a été utilisé; Aprés décapsulation, le
tissu interstitiel a été éliminé sous observation microscopique, et les
tubes séminiféres ont été isolés puis découpés en morceaux de 5 mm.
Les tubes (5 cm) ont ensuite été mis en culture dans un milieu H/D sans
rouge de phénol pH 7,4 avec 2 % de sérum de remplacement 3 et 10
ug/mL d’insuline pendant 24 heures en plaque 24 puits (BOUJRAD;
HOCHEREAU-DE-REVIERS; CARREAU, 1995).

3.6 Traitements

Pour les mesures d'incorporation de “*Ca?*, les cellules de Sertoli
ont été incubées pendant différentes temps (30, 60 et 300 secondes), en
présence ou en I'absence de T3i, & différentes concentrations (10, 107,
10", 10, 10™, 10°, 107 M). Egalement, ces cellules ont été incubées
pendant 30, 60, 300, 600 et 900 secondes en présence ou en l'absence de
3,3-T, a différentes concentrations (10™°, 10, 10™, 10°°, 107, 10° Mm).
Dans les expériences ou les inhibiteurs ont été utilisés, les cellules de
Sertoli de 11 jours ont été préincubées durant 15 min avant I’addition de
I’hormone en présence de peptide RGD (500 nM; antagoniste de
lintégrine avp3), de la flunarizine (1 uM; bloqueur des canaux Ca®*
voltage dépendant de type T), de la nifedipine (10 uM ; bloqueur des
canaux Ca’* voltage dépendant de type L), BAPTA-AM (50 pM;
chélateur du calcium intracellulaire), thapsigargine (0,1 uM ; bloqueur
de la Ca®*-ATPase du réticulum endoplasmique), 2-APB (100 pM ;
inhibiteur du récepteur de l'inositol triphosphate), ouabaine (1 UM ;
inhibiteur de la Na'/K'-ATPase), apamine (0,1 uM; bloqueur des
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canaux K" dépendant de calcium), glibenclamide (20 uM; bloqueur des
canaux K' dépendant d’ATP), 9-AC (1 uM; bloqueur des canaux CI
dépendant de calcium), DIDS (200 uM ; bloqueur des canaux CI
dépendant de tension), CFTRiy-172 (5 UM ; inhibiteur du régulateur de
conductance transmembranaire de fibrose kystique), stéaroilcarnitine (1
UM ; inhibiteur de la PKC), PD 98059 (30 uM; inhibiteur de la MEK) et
SB239063 (10 MM ; inhibiteur de la p38 MAPK). Ces
inhibiteurs/bloqueurs sont laissés pendant I’incubation avec I’hormone.

Pour les mesures d'incorporation de “*Ca** dans les testicules
entiers, les mémes ont été incubés pendant 30, 60, 300, 600 et 900
secondes en présence ou en labsence de 3,3-T, a différentes
concentrations (10", 10, 10, 10° 107, 10° M). Egalement, les
testicules ont été incubés avec de I’'E, 3 10° M et 107 M et de la 1,25-Ds
410" M pendant 5 minutes. Dans les expériences otl les inhibiteurs ont
été utilisés, les testicules de 30 jours ont été préincubés durant 15 min
avant I’addition de I’hormone en présence d’ICI 182 780 (10 uM;
antagoniste de ESR1/2), d'H-89 (10 uM; inhibiteur de la PKA), de PD
98059 (30 uM; inhibiteur de la MEK), de BAPTA-AM (50 uM,;
chélateur du calcium intracellulaire), de stearoylcarnitine (1 pM;
inhibiteur de la PKC), d'U73122 (1 pM; inhibiteur de la PLC), de 9-
anthracene (1 uM; bloqueur des canaux CI dépendant de calcium) et de
nifedipine (10 pM:; bloqueur des canaux Ca** voltage dépendant de type
L). Ces inhibiteurs/bloqueurs sont laissés pendant I’incubation avec
I’hormone.

Pour les études de sécrétion cellulaire, les cellules de Sertoli ont
été incubées avec 3 uM de quinacrine pendant 30 minutes. Dans les
expériences ou les inhibiteurs ont été utilisés, les cellules ont été
préincubées 10 minutes avant l'incubation avec la quinacrine, en
présence de peptide RGD (500 nM) et de la flunarizine (1 uM). Le
traitement avec I'normone Tsi a été effectué au moment de la capture
d'images.

Pour les études d'expression génique, les TS ont été incubés,
pendant 24 heures, en présence ou en absence de 100 nM de 1,25D; et
/ou 1l nM d'E,.

3.7 Absorption de **Ca*

Les testicules entiers ou les cellules de Sertoli isolées a partir de
testicules de rats de 11 jours ont été préincubés dans le tampon Krebs
Ringer bicarbonate (KRb) (122 mM NaCl; 3 mM KCI; 1,2 mM
MgSQO4;1,3 mM CaCly; 0,4 mM KH,PO,4; 25 mM NaHCO; et 5 mM
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glucose) pendant 15 minutes. Puis, le milieu d'incubation a été remplacé
par un KRb frais contenant 0,1 pCi/mL de “Ca*" et les cellules ont été
incubées durant 1 heure sous atmosphére humide air/CO, (95:5; v/v) a
34°C, pH 7,4 pour atteindre I'équilibre intra et extracellulaire de “*Ca®*
(ROSSO et al., 2012). Ensuite, les échantillons ont été incubés différents
temps avec différentes concentrations de Tsi (10™°, 10", 10, 10, 10
11°10° 107 M) et en présence ou en I’absence des différents
inhibiteurs/bloqueurs (voir le paragraphe 3.6). Enfin, une solution de
chlorure de lanthane a été ajoutée sur le tissu ((127,5 mM NaCl, 4,6 mM
KCI, 1,2 mM MgSQO,, 10 mM HEPES, 11 mM glucose, 10 mM LaCly),
pH 7,3 a 4 °C) pour arréter le flux de calcium dans la préparation
(BATRA,; SJOGREN, 1983). Aprés 30 minutes, la solution de chlorure
de lanthane a été éliminée et 250 uL. de NaOH 0,5 M ont été ajoutés sur
chaque échantillon pour mélanger mécaniquement le tissu/cellules. Des
aliquotes de 50 uL pour le tissu entier et 100 uL pour les cellules ont été
utilisées pour le comptage de la radioactivité. Le dosage des protéines
par la méthode de Lowry (1951) a été réalisé avec 30 et 100 pL de
chaque échantillon pour les tissus et les cellules respectivement. Les
résultats sont exprimés en pmoles de calcium par pug de protéines
(ROSSO et al., 2012).

3.8 Microscopie a Fluorescence

Au cinquieme jour de la culture des cellules de Sertoli, le milieu
de culture a été éliminé et les cellules ont été lavées avec le tampon
Hank’s (NaCl 136,9 mM, NaHCO; 16,7 mM, CaCl, 1,3 mM, KCI 5,4
mM, MgS0O, 0,65 mM Na,HPO, 0,27 mM, KH,PO, 0,44 mM, glucose
6,1 mM), pH 7,4. Ensuite, le milieu a été remplacé par une solution de
quinacrine (3 M) et les cellules ont été incubées pendant 30 minutes a
34 °C. Aprés l'incubation, les cellules ont été lavées avec le tampon
Hank’s pour enlever I'exces de la solution de quinacrine. Juste avant
I'observation au microscope, le tampon Hank’s (groupe contr6le) ou une
solution de Tsi (107 M) a été ajouté aux cellules. Dans les groupes
traités avec la flunarizine et le RGD peptide, les cellules ont été
préincubées 10 minutes avant l'incubation avec la quinacrine, en
présence de peptide RGD (500 nM) et de la flunarizine (1 uM).

Les images ont été obtenues a partir des cellules vivantes qui
contenaient des vésicules colorées avec de la quinacrine, comme décrit
par Menegaz et al. (2010b). Les cellules de Sertoli ont été observées au
microscope a fluorescence Olympus BX41 en utilisant un filtre vert
FITC. Le processus d'exocytose a été observe au travers de la perte de
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fluorescence des vésicules quand ils sont libérés dans le milieu,
indiquant la fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane
plasmique, avec ou sans le stimulus du Tai. Les acquisitions des images
ont été réalisées avec un appareil photo numérique QColor 3C et les
images ont été obtenues a raison d'une par minute grace au logiciel Q-
capture Pro 5.1 (Q-imaging) dans le Laboratoire Multi-usages d’Etudes
en Biologie de I'Université Fédérale de Santa Catarina (Laboratério
Multiusuérios de Estudos em Biologia (LAMEB II).

3.9 Extraction des ARN Totaux des Tubes Séminiféeres

L’extraction des ARN totaux a été réalisée avec le kit TRI
Reagent ou le kit Trizol selon la méthode décrite par Chomczynski;
Sacchi (1987). 1 mL de TRI Reagent ou de Trizol (contenant le tampon
de lyse et le phénol) a été ajouté aux tubes séminiferes. Ces derniers ont
ensuite été broyés avec un potter. Aprés ajout de 200 ulL de
chloroforme, les tubes ont été vigoureusement agités puis centrifugés a
12000 g pendant 15 minutes a 4°C. La phase aqueuse supérieure a été
prélevée puis 500 pL d’isopropanol ont été ajoutés afin de précipiter les
ARN totaux. Les échantillons ont été placés a -80°C pendant 2 heures
minimum puis centrifugés a 12000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les
surnageants ont été éliminés et les culots ont été lavés avec 1 mL
d’éthanol 75%. Aprés une nouvelle centrifugation a 12000 g pendant 5
minutes a 4°C, les culots sont séchés a I’air libre (15 minutes maximum)
puis repris dans un volume d’eau dépourvu de RNAse. Les échantillons
ont ensuite été dénaturés dans un bain-marie a 55°C pendant 10 minutes
puis dosés avec un Nanodrop® (Thermo Scientific) par mesure de la
densité optique (DO) a 260 nm. La qualité et la pureté des ARN totaux
ont été évaluées grace au rapport des DO mesurées a 260 et 280 nm et
par la migration des échantillons repris dans du tampon de charge (bleu
de bromophénol 0,25% ; sucrose 40%) sur gel a 1% d’agarose et 0,01%
de BET (Bromure d’éthidium) pendant 15 minutes dans un tampon TAE
(Tris Acétate EDTA). La visualisation des ARN ribosomiaux 28S, 18S
et 5S a été réalisée sous UV.

3.10 RT-PCR

3.10.1 Transcription inverse (RT)

250 ng d’ARN totaux ont été rétro-transcrits pendant 90 minutes
a 37°C avec 100 Ul de MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus
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Reverse Transcriptase), 10 Ul de RNAsin (RNAse Inhibitor), 100 ng
d’hexameres aléatoires et 500 uM de dNTP dans un volume final de 20
uL. Un controle négatif est réalisé en remplagant I’ARN par de I’eau.

3.10.2 PCR temps réel

La PCR en temps réel a été réalisée a partir de 5 uL de produit de
RT dilué au 1/20° et avec 10 puL de Go Tag® gPCR Master Mix
contenant du BRYTTM Green (qui possede les mémes propriétés que le
SYBRTM Green), 0,2 uL. de CXRTM (marqueur fluorescent référence)
et 0,25 uM de chaque amorce dans un volume final de 20 puL. Le
contrdle négatif est réalisé en remplacant le produit de RT par de I’eau.
Les amorces utilisées pour la PCR sont présentées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Amorces utilisées en PCR temps réel. Les numéros d’accession
genbank sont indiqués entre parenthéses.

Géne (Genbank Taille du
accession Séquence (5’->37) produit
number) d'amplification

L19 F: GAATCTAAGAAGATTGACCGTC 120 pb

(NM_031103.1) R: GCCTTGTCTGCCTTCAGTTT

Cyp19 F: CGTCATGTTGCTTCTCATCG 150 pb
(M33986.1) R: TACCGCAGGCTCTCGTTAAT
Mzps2

F: AGATGACTGGGATGGACCAG

(NM—2011)13°50 R: ACCTGAGCCTTCGTCTTCAA 156 pb
ESRL" F: AATTCTGACAATCGACGCCAG 215 o
(X61098) R: TGCTTCAACATTCTCCCTCCTC P
ESR2" F: GAAGCTGAACCACCCAATGT 11 oh
(U57439) R: CAGTCCCACCATTAGCACCT P
Cyclin A1° .
(M o0lo11e4 | F: CAGTACTTAAGGCGGCAAGG o4 ob
1) R: TCAAGAATGGGTCAGCTTCC
Cyclin BI® F: ACCAGAGGTGGAACTGGATG % pb

(NM _171991.2) | R: GGGCTTGGAGAGGGAGTATC

" Chimento et al., (2010).
®Bois et al., (2012).

Les réactions de PCR ont éte effectuées dans [I’appareil
Stratagene Gradient Cycler (Agilent Technologies) suivant le
programme suivant : une étape initiale de dénaturation a 95°C pendant 5
minutes puis 40 cycles comprenant les étapes de dénaturation (95 °C, 30
s), d’hybridation des amorces (60°C, 30s) et d’élongation du brin
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complémentaire (60 °C, 30s). L’efficacité de PCR a été évaluée pour
chaque couple d’amorces en réalisant une gamme de dilution des
produits de RT (1/10°% 1/20°, 1/50° 1/100° et 1/200°) et est comprise
entre 96 et 105%. Les taux relatifs des transcrits cibles ont été calculés
grace a la formule 2“1 %"~ S0 notre référence étant les messagers de
L19, une protéine ribosomale dont I’expression est constante dans le
testicule (TENA-SEMPERE et al., 2002). Afin de vérifier la taille des
fragments, les produits de PCR ont été séparés sur gel a 2% d’agarose et
0,01% de BET dans un tampon TAE (Tris Acétate EDTA (Acide
éthylénediaminetétraacétate)) pendant 30 minutes. L’identité des
fragments a été vérifiée par séquencage des produits de PCR (Beckman
coulter genomics).

3.11 Western blot

Aprés 24 heures de traitements avec ou sans 107 M de 1,25-Dj et
10° M d'E,, les tubes seminiféres ont été lavés avec du PBS puis lysés
dans du tampon RIPA (50 mM de Tris-Cl pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1%
de NP40, 0,25% de Na-désoxycholate, 1 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle) supplémenté avec 1% de cocktail inhibiteur de
protéases et 3% cocktail inhibiteur de phosphatases. Apres
centrifugation a 4°C pendant 5 minutes, les surnageants ont été dosés
par la méthode de Bradford. Aprés dénaturation dans le tampon
Laemmli (60 mM de Tris-Cl pH 6,8, 2% de SDS, 10% de glycérol, 5%
de B- mercaptoéthanol, 0,01% de bleu de bromophénol), des quantités
égales de protéine (30 pg) ont été soumis a SDS-PAGE, suivie d'un
électrotransfert sur des membranes de nitrocellulose. Apres blocage
dans du TTBS plus du lait et lavage dans du TTBS, les membranes ont
été incubées pendant une nuit avec les anticorps primaires (anti-Cycline
Al, anti-cycline B1, anti-pl6 et anti-p53) au 1/1000° puis les
membranes ont été lavées a nouveau et incubées avec les anticorps
secondaires au 1/10000° dans du TTBS. L’immunodétection a été
réalisée en utilisant le kit de détection de chimioluminescence amplifiée
(ECL) (Millipore, USA) pour les anticorps secondaires couplés a I’HRP.
La B-actine (1/1000°) a servi de témoin de chargement.

3.12 Analyses statistiques
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Standard Error

of Mean) de 2 & 3 expériences, chaque échantillon étant réalisé en
quadruple. Les analyses statistiques ont été effectuées grace au logiciel
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GraphPad Instat (GraphPad Software). L'nomogenité des variances a été
déterminée grace au test de Bartlett. Dans les cas des variances
hétérogenes les différences significatives ont été identifiées grace au test
nonparametrique de Dunn et dans les cas de variances homogenes les
différences significatives ont été identifiées grace a I’ANOVA (Analyse
de la Variance) suivi d’un test de Bonferroni (absorption de calcium) ou
d'un test de Tukey (expression génique). Le t-test de Student a été utilisé
lors de la comparaison de 2 groupes de données. Les différences sont
considérées comme significatives quand p < 0,05.
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RESULTATS - CHAPITRE |

Les effets des hormones thyroidiennes, T inverse et T, sur les cellules
de Sertoli de rats de 11 jours
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1.1 Objectifs du Chapitre 1

Dans ce chapitre, nous montrons les effets des hormones
thyroidiennes, T3 inverse et T,, sur l'absorption de calcium dans les
cellules de Sertoli de rats de 11 jours. Nous avons également étudié le
mécanisme d'action impliqué dans l'effet stimulateur du T3 inverse sur
I'absorption de calcium qui stimule, par conséquent, lI'exocytose dans ces
cellules.

Les fonctions des HTs dans le développement et les testicules ont
recu plus dattention depuis qu’il a été montré que des récepteurs
nucléaires des HTs fonctionnels étaient présents en grandes quantités
dans les cellules de Sertoli de rats nouveau-nés (PALMERO et al., 1988;
JANNINI et al., 1990; FRANCAVILLA et al., 1991). Les cellules de
Sertoli immatures proliferent jusqu'au début de la puberté (WALKER,
2003), a ce stade elles cessent de se diviser et commencent a se
différencier en une forme adulte non-proliférative. 1l est bien établi que
le nombre de cellules de Sertoli présentes a la puberté est en corrélation
avec la taille des testicules et la production de spermatozoides chez
l'adulte (ORTH; GUNSALUS; LAMPERTI, 1988). Des études ont
montré que I'hypothyroidisme n'affecte pas le développement des
testicules pendant la vie feetale (HAMOULI-SAID et al.,, 2007),
cependant, quand I'hypothyroidisme est induit chez des souris nouveau-
nés, la croissance des testicules, la maturation des cellules germinales et
la formation de tubules séminiféres sont altérées (FRANCAVILLA et
al., 1991, ZAMONER et al., 2006). D'autres rapports indiquent que
I'hypothyroidisme induit entre les phases néonatale et prépubertaire
prolonge la période de prolifération des cellules de Sertoli et retarde leur
maturation, ce qui entraine une augmentation du nombre de cellules de
Sertoli dans le testicule adulte (FRANCAVILLA et al., 1991; HESS et
al., 1993; JOYCE et al., 1993; DE FRANGCA et al., 1995). Inversement,
I'nyperthyroidisme juvénile a un effet stimulant sur la maturation,
résultant dans une canalisation prématurée des tubes séminiféres, une
diminution de la production de sperme, et une diminution de la taille des
testicules (COOKE; ZHAO; BUNICK, 1994, PALMERO et al., 1995,
ZAMONER et al., 2007).

Des travaux publiés par notre groupe de recherche ont montré que
les hormones T, et T3 ont des fonctions importantes dans les testicules
de rat immature. Le T; stimule I'accumulation de I'acide aminé MeAlB
et induit une hyperpolarisation membranaire des cellules de Sertoli
(SILVA et al., 2002, VOLPATO et al., 2004). En outre, la T4 en plus de
stimuler l'accumulation de MeAIB, induit également I'absorption de
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calcium dans les testicules et induit I'exocytose dans les cellules de
Sertoli (MENEGAZ et al., 2010a; ZANATTA et al., 2013).

La signalisation du calcium est responsable d'une variété
d'événements intracellulaires tels que la fécondation, la prolifération, la
transcription, le métabolisme, la contraction et I'exocytose (BERRIDGE;
BOOTMAN; RODERICK, 2003). Comme on le voit dans les études
précédentes, seulement la T, présente une induction significative dans
I'absorption de calcium. Pour comparer les effets sur I'absorption de
calcium entre la pro-hormone, T4, et ses métabolites, Ts inverse et T, et
pour caractériser des effets rapides et membranaires de ces métabolites,
nous avons étudié leurs effets sur l'absorption de calcium dans les
cellules de Sertoli de rats de 11 jours.
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1.2 Résultats

1.2.1 Effets du T3 inverse sur I'absorption du calcium dans les
cellules de Sertoli

Dans cette étude, nous avons recherché les actions rapides du T3
inverse dans des culture de cellules de Sertoli de rats de 11 jours en
utilisant le radio-isotope “°Ca**, une approche précise de la mesure des
effets rapides initiés & la membrane plasmique. En présence de 10" M
de T3 inverse, l'absorption de calcium a augmenté de 30 secondes
jusqu'a 5 minutes. Un effet significatif de I’hormone est observé a 60 et
300 s par rapport au groulpe contréle (Figure 1.1A). On peut observer
que seule I'addition de 10™" M et 10™ M de Ts inverse dans la culture
pendant 60 s induit une augmentation significative (50% et 37%,
respectivement) de I'absorption de calcium dans les cellules de Sertoli
par rapport au groupe controle. En effet, les autres concentrations en T3i
(10, 10", 10%%,10° et 107 M) n’ont significativement pas changé
I’incorporation du calcium (Figure 1.1B). Ainsi pour la suite des
expériences, nous avons appliqué 60 s et 107" M.
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Figure 1. 1: Décours temporel et courbe dose-réponse du T inverse dans
I’absorption de Ca®* dans les cellules de Sertoli. (A) Effet du T, inverse en
fonction du temps. Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb,
préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0,1 pCi/mL de “°Ca®* et temps
d’incubation: 30, 60 et 300 secondes avec 0,1 pCi/mL de “*Ca”** en présence ou
absence de T; inverse (10" M). Les résultats sont exprimés sous forme de
moyenne + S.E.M, n= 4 pour tous les groupes. **P < 0,01 et *p < 0,05 par
rapport au groupe contrdle. (B) Absorption de “*Ca®* dans les cellules de Sertoli
pour différentes concentrations de Tsi. Préincubation: 15 minutes dans le
tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0,1 pCi/mL de
*Ca®* et temps d’incubation: 60 secondes avec 0,1 uCi/mL de “*Ca®* en
présence ou absence de T; inverse (10" M). Les résultats sont exprimés sous
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forme de moyenne + S.E.M, n=4 pour chaque groupe. **P < 0,01 et *p < 0,05
par rapport au groupe controle.

1.2.2 Participation d’un récepteur membranaire dans I’effet du T;
inverse sur I’absorption de calcium

Pour évaluer la participation de I’intégrine avp3 dans I’effet du T3
inverse sur I’absorption du calcium, les cellules de Sertoli ont été
exposées a I’hormone en présence ou en absence de peptide RGD (un
peptide qu’empéche la liaison de I’hormone a I’intégrine) et I’absorption
du calcium a été étudiée. La figure 1.2 montre que le peptide RGD
n’affecte pas I’absorption de calcium basal. Cependant, I’effet rapide
stimulant du T3 inverse sur I’absorption de calcium a complétement été
inhibé par le peptide RGD.
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B0 m [T +RGD

150+

+ *kk

Nmﬁ

o 2 it

o 5 100 —

© s .

c o | | | e e (-

S5 .

5T | | | e ey Ll

5= - .

ga:_ °0 .
oL | I OEEE L

Figure 1. 2: Influence du peptide RGD sur l'effet stimulant du T inverse dans
I’absorption du **Ca”*" dans les cellules de Sertoli. Préincubation: 15 minutes
dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0,1
HCi/mL de *Ca’* et temps d’incubation: 60 secondes avec 0,1 uCi/mL de “Ca**
en présence ou absence du RGD peptide (5 x 107 M) avec ou sans le T inverse
(10 M). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M, n=10
pour chaque groupe. ***p < 0,001 par rapport au groupe controle; ###p < 0,001
par rapport au groupe T inverse.

1.2.3 Participation des canaux calcium voltage dépendant dans les
réponses au Tj inverse dans les cellules de Sertoli

Nous avons également étudié comment les canaux calcium
voltage dépendant de type T (CCDT-T) et de type L (CCDT-L)
pouvaient étre impliqués dans I’effet stimulant du Ts inverse sur
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I’absorption de calcium. Pour cela, les cellules de Sertoli ont été
incubées avec I’hormone T3 inverse en présence/ou en absence de la
flunarizine (1 uM) qui bloque les CCDT-T et en présence ou en absence
de la nifedipine (10 uM) qui bloque les CCDT-L. Dans la figure 1.3, on
observe que la flunarizine (Figure 1.3A) et la nifedipine (Figure 1.3B)
annulent I’effet stimulant de I’hormone indiquant la participation des ces
deux types de canaux de calcium voltage dépendant dans I’absorption de
calcium dans les cellules de Sertoli.
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Figure 1. 3: Participation des canaux calcium voltage dépendant dans
I’absorption de “*Ca" dans les cellules de Sertoli. Influence de la flunarizine (A)
et de la nifedipine (B) dans I’absorption de “*Ca”* dans les cellules de Sertoli.
Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire:
60 minutes avec 0.1 pCi/mL de “*Ca”* et temps d’incubation: 60 secondes avec
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0,1 pCi/mL de “*Ca** en présence ou en absence de la flunarizine (1 pM) ou
nifedipine (10 pM) avec ou sans T inverse (10" M). Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne + S.E.M n=10 pour chaque groupe. ***p <
0,001, **p < 0,01 par rapport au groupe controle; ###p < 0,001, ##p < 0,01 par
rapport au groupe T3 inverse.

1.2.4 Participation du calcium intracellulaire aux réponses du T3
inverse dans les cellules de Sertoli

Une fois que la participation des CCDT dans I’absorption de
calcium dans les cellules de Sertoli a été établie, nous avons également
cherché & déterminer comment les niveaux de calcium intracellulaire
pouvaient participer a la régulation de I’activité des CCDT en utilisant le
BAPTA-AM, le 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate) et Ila
thapsigargine. Nos résultats démontrent que quand le calcium
intracellulaire a été chélaté par le BAPTA-AM, I’absorption du “°Ca®* a
significativement au%menté et quand le BAPTA-AM a été ajouté en
présence de Tsi a 10° "M avec I’hormone, I’effet stimulant de celui-ci a
été potentialisé (Figure 1.4A).

Le 2-APB est capable de bloquer la passage de calcium stocké
dans le réticulum endoplasmique pour le cytoplasme. Nous pouvons
observer dans la figure 1.4B que le 2-APB seul augmente
significativement I'absorption du “*Ca®*, mais quand il est co-incubé
avec le Tj inverse I’effet stimulant de I’hormone est diminué d'environ
34%.

Nous avons aussi, utilisé la thapsigargine pour étudier la
participation du calcium intracellulaire dans les réponses du T3 inverse.
La thapsigargine est capable de bloquer la pompe Ca®*-ATPase, ainsi, le
calcium cytosolique n'est pas stocké, ce qui provoque l'accumulation de
calcium dans le cytoplasme et I'épuisement des stocks de calcium. Dans
la figure 1.4C, nous pouvons observer que la thapsigargine seule n'avait
aucun effet sur l'absorption de calcium basale, cependant, la présence de
ce bloqueur a annulé completement I'effet stimulant du T3 inverse.
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Figure 1. 4: Participation du calcium intracellulaire dans 1’absorption de “*Ca**
dans les cellules de Sertoli. Influence du BAPTA-AM (A) du 2-APB (B) et de
la thapsigargine (C) dans I’absorption de “*Ca®* dans les cellules de Sertoli.
Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire:
60 minutes avec 0.1 uCi/mL de “Ca et temps d’incubation: 60 secondes avec
0.1 pCi/mL de “*Ca”" en présence ou absence du BAPTA-AM (50 uM), du 2-
APB (100 pM) ou de thapsigargine (0,1 pM) avec ou sans le Ty inverse (10™
M). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M, n=7 pour
chaque groupe. ***p < 0.001, **p < 0,01 par rapport au groupe contréle; ##p <
0,001, ##p < 0,01, #p < 0,05 par rapport au groupe T3 inverse.

1.2.5 Participation des canaux potassiques et de I’enzyme Na'/K*-
ATPase dans les réponses des cellules de Sertoli au T3 inverse

Nous avons étudié la participation de I'enzyme Na'/K*™ ATPase
dans l'effet stimulant du T, inverse dans l'absorption du “*Ca®* en
utilisant I'ouabaine. L'ouabaine est un inhibiteur spécifiqgue de la
protéine Na'/K*-ATPase qui est présente dans la membrane plasmique
des Sertoli (ZANATTA et al., 2011b). Nous avons observé que
l'inhibition de cette protéine augmente l'absorption de *“Ca®* d'une
maniere similaire a l'effet du Ts inverse. Quand l'ouabaine a été co-
incubée avec I'hormone, I'absorption du **Ca** a été potentialisée
(Figure 1.5).
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Figure I. 5: Participation de la Na'/K"-ATPase dans I’absorption de “°Ca** dans
les cellules de Sertoli. Influence de I'ouabaine dans I’absorption de “*Ca®* dans
les cellules de Sertoli. Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb,
préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0.1 pCi/mL de *°Ca”" et temps
d’incubation: 60 secondes avec 0.1 puCi/mL de “*Ca** en présence ou absence
d'ouabaine (1 pM) avec ou sans Tsinverse (10™" M). Les résultats sont exprimés
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sous forme de moyenne + S.E.M n=4 pour chaque groupe. ***p < 0.001, **p <
0,01, *p < 0,05 par rapport au groupe controle; #p < 0,05 par rapport au groupe
T; inverse.

Pour vérifier également la participation des canaux K" dans I’effet
stimulant du T3 inverse dans I'absorption du “*Ca®" dans les cellules de
Sertoli, nous avons utilisé un bloqueur des canaux K' dépendant du
calcium (apamine; 0,1 uM) et un bloqueur des canaux K* dépendant de
I’ATP (glibenclamide; 200 uM). Nous pouvons observer dans la figure
I.6A un effet stimulant du T inverse d’environ 30% par rapport au
groupe contrdle et qu’en présence d'apamine, l'effet stimulant de
I'hormone a été complétement bloqué. D'autre part, quand les cellules
ont été incubées avec la glibenclamide, ce blogueur a augmenté
I'absorption de “°Ca®" d’environ 60% par rapport au groupe controle.
Quand I'hormone a été co-incubée avec la glibenclamide I'absorption de
Ca”" a augmenté de 68% par rapport au groupe controle (figure 1.6B).
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Figure I. 6: Participation des canaux potassique dans I”absorption de “*Ca** dans
les cellules de Sertoli. Influence de I'apamine (A) et de la glibenclamide (B)
dans I’absorption de *Ca®* dans les cellules de Sertoli. Préincubation: 15
minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec
0,1 pCi/mL de *Ca* et temps d’incubation: 60 secondes avec 0,1 pCi/mL de
*Ca’* en présence ou en absence de I'apamine (0,1 uM) ou glibenclamide (20
1M) avec ou sans le Tyinverse (10" M). Les résultats sont exprimés sous forme
de moyenne + S.E.M. n=7 pour chaque groupe. ***p < 0,001 par rapport au
groupe contrdle; #p < 0,05 par rapport au groupe T; inverse.

1.2.6 Participation des canaux chlorure dans les réponses des
cellules de Sertoli au T3 inverse

Nous avons aussi étudié comment I’afflux de chlorure peut
conduire & I’absorption de “*Ca®* & travers des CCDTs. Pour ¢a, nous
avons utilisé des blogueurs spécifiques des canaux chlorure dépendant
du calcium (9-AC) et pour des canaux chlorure voltage dépendant
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(DIDS), nous avons utilisé l'inhibiteur du régulateur de conductance
transmembranaire de fibrose kystique (CFTR;;-172). Tout d’abord,
nous pouvons observer dans la figure 1.7A que le 9-AC a presque
complétement bloqué I'effet du T inverse.

Dans la figure 1.7B, nous pouvons observer que le DIDS
provoque une inhibition partielle de I'effet stimulant de I'hormone sur
I'absorption du **Ca?". Enfin, I'inhibition du régulateur de conductance
transmembranaire de fibrose kystique, un type de canal chlorure activé
par 'AMPc, bloque pleinement I'effet stimulant du Ts inverse dans les
cellules de Sertoli immatures (Figure 1.7C).
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Figure I. 7: Participation des canaux chlorure dans I’absorption de “*Ca®* dans
les cellules de Sertoli. Influence du 9-AC (A) du DIDS (B) et du CFTR;y, (C)
dans I’absorption de “*Ca®* dans les cellules de Sertoli. Préincubation: 15
minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec
0,1 UCi/mL de **Ca®* et temps d’incubation: 60 secondes avec 0,1 pCi/mL de
*Ca®* en présence ou absence du 9-AC (1 pM), du DIDS (200 uM) ou du
CFTR;y (5 UM) avec ou sans le Tyinverse (10™" M). Les résultats sont exprimés
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sous forme de moyenne + S.E.M, n=7 pour chaque groupe. ***p < 0,001, **p
< 0,01 par rapport au groupe contrdle; ##p < 0,01, #p < 0,05 par rapport au
groupe T3 inverse.

1.2.7 Participation de la PKC, de la MEK et de la p38 MAPK dans
les réponses au T3 inverse dans les cellules de Sertoli

La stéaroilcarnitine et le PD 98059 ont été utilisés comme
inhibiteurs de la PKC et de la MEK, respectivement. Comme le montre
la figure 1.8, I'exposition des cellules de Sertoli au T5 inverse (107 M)
pendant 60 secondes a été en mesure d'augmenter I'absorption de “°Ca?*,
mais quand les cellules ont été préalablement pré-incubées avec des
inhibiteurs des protéines kinases, l'effet stimulant de I’hormone a été
complétement bloqué (Figures 1.8A et 1.8B).

D'autre part, nous avons utilisé I’inhibiteur de la p38 MAPK (SB
239063). L’inhibition de cette protéine n’a pas modifié I’absorption
basale de “Ca*". Cependant, quand nous avons incubé I'hormone T
inverse avec le SB 239063, l'effet stimulant de I'hormone a augmenté
d’environ 37% (Figure 1.8C).
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Figure I. 8: Participation des protéines kinases dans I’absorption de “Ca*" dans
les cellules de Sertoli. Effets de la stearoylcarnitine (A) du PD 98059 (B) et du
SB 239063 (C) dans I’absorption de “*Ca?* dans les cellules de Sertoli.
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Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire:
60 minutes avec 0,1 uCi/mL de “*Ca”* et temps d’incubation: 60 secondes avec
0,1 PCi/mL de **Ca’" en présence ou en absence de stearoylcarnitine (1 uM), du
PD 98059 (30 puM) ou du SB 239063 (10 M) avec ou sans Tinverse (10™" M).
Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M n=9 pour chaque
groupe. ***p < 0,001, *p < 0,05 par rapport au groupe contrle; ###p < 0,001,
##p < 0,01 #p < 0,05 par rapport au groupe T; inverse.

1.2.8 T3 inverse et sécrétion cellulaire

Pour évaluer le potentiel du Tz inverse dans la sécrétion
cellulaire, les cellules de Sertoli ont été marquées avec de la quinacrine,
ce colorant s’accumule dans les vésicules acides d’une maniére
réversible et peut réagir avec I'ARN, I'ADN, et I'adénine nucléotide, et
lorsqu'elle est exposée a la lumiere UV une fluorescence verte est émise
(ZANATTA et al., 2013). La figure ci-dessous (Figure 1.9) montre des
cellules chargées de quinacrine et observées par microscopie a
fluorescence. Les images ont révélé une distribution non uniforme de la
quinacrine dans les cellules avec une coloration ponctuée, laguelle
résulte de l'accumulation du colorant vésiculaire. Dans la figure 1.9A, la
coloration granulaire est évidente dans le cytoplasme, mais il était
particulierement abondant dans la région péri-nucléaire. La figure 1.9B
représente une seule cellule marquée par de la quinacrine, aprés quatre
minutes a I'état de base sans modifications significatives de l'intensité de
fluorescence. Pour étudier I'exocytose des veésicules marquées par la
quinacrine induite par T3 inverse, les changements de fluorescence de
cellules individuelles ont été analysés et comparés avec des conditions
de bases. La comparaison de I'image de la figure 1.9D avec le controle
de I'normone au temps zéro (Figure 1.9C) montre qu’apres quatre
minutes d'exposition au T3 inverse, les cellules présentaient une perte de
fluorescence, indiquant une libération de quinacrine par exocytose.

Puisque les résultats de I'absorption de calcium ont mis en
évidence des réponses rapides et des actions du T3 inverse associées a la
membrane plasmique, nous avons étudié la participation de l'intégrine
avp3 et des CCDT-T dans le mécanisme d'action du Ts inverse dans la
sécrétion des cellules de Sertoli. Les résultats ont montré que le RGD
peptide et la flunarizine ne modifient pas la sécrétion cellulaire (Figure
1.9F et 1.9J) par rapport aux cellules témoins respectives (Figure 1.9E et
1.91). Par contre, ils ont empéché I'exocytose induite par Tz inverse
(Figure 1.9H et 1.9L).
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Figure 1. 9: Images de fluorescence de cellules de Sertoli colorées avec la
quinacrine. La quinacrine colore les vésicules sécrétoires individuelles dans le
cytoplasme de la cellule. Les cellules de Sertoli en culture ont été incubées avec
3 UM de quinacrine pendant 30 min, lavées et photographées sous un éclairage
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de fluorescence immédiatement (A et C) et a des intervalles de 1 min pendant
10 min d'incubation en présence ou absence de T inverse, respectivement (B et
D). L'incubation des cellules avec du T inverse & 10" M provoque la fusion
des vésicules chargées a la quinacrine avec la membrane plasmique et la
libération du contenu fluorescent dans le milieu, comme on le voit par la perte
de fluorescence de la plupart des vésicules a la périphérie de la cellule. Cet effet
a été observé apres quatre minutes d'incubation avec le T, inverse. En outre, les
cellules de Sertoli ont été incubées pendant 10 min avec 500 nM du peptide
RGD ou 1 uM de flunarizine puis lavées et incubées avec 3 UM de quinacrine
pendant 30 min. Les cellules de Sertoli cultivées chargées avec la quinacrine,
prétraitées avec le RGD ou la flunarizine pendant 10 min, ont été incubées en
présence ou absence du T; inverse & 10"’ M et photographiées immédiatement
(E, G, I et K) a des intervalles de 1 min a 10 min d'incubation en présence (H et
L) ou absence (F et J) de T, inverse. L'incubation des cellules en présence de
peptide RGD a 500 nM ou de flunarizine a 1 pM empéche la fusion des
veésicules chargées de quinacrine avec la membrane plasmique et la libération du
contenu fluorescent. (A) Contréle, 0 min. (B) Contr6le, 4 min. (C) T inverse, 0
min. (D) T3 inverse, 4 min. (E) RGD, 0 min. (F) RGD, 4 min. (G) T; inverse +
RGD, 0 min. (H) T; inverse + RGD, 4 min. (I) Flunarizine, 0 min. (F)
Flunarizine, 4 min. (G) T; inverse + Flunarizine, 0 min. (H) T, inverse +
Flunarizine, 4 min. Les expériences ont été effectuées trois fois avec des
résultats similaires. Barre = 10 um.

1.2.9 Effets du T, dans I’absorption de “*Ca®* dans les testicules et
les cellules de Sertoli des rats de 11 jours

Comme nous avons observé une action importante du métabolite
T, inverse sur I’absorption de calcium dans les cellules de Sertoli chez
les rats immatures, nous avons recherché si le métabolite 3,3’-T, pouvait
avoir la méme efficacité que le T inverse sur I’absorption de *°Ca?* dans
ces cellules. Un effet similaire entre le T3 inverse et le T, a déja été
observé, sur le transport de MeAIB dans les testicules entiers
(ZANATTA et al., 2013). Ainsi, pour commencer a étudier les effets de
ce métabolite dans I’absorption de calcium, nous avons utilisé les
testicules entiers de rat immature.

Comme indiqué dans la figure 1.10A, en présence de 10™ M de
T,, I'absorption de “*Ca?* a significativement augmenté (37%) au bout de
30 s par rapport au groupe controle, cependant, a 1, 5, 10 et 15 min,
aucun changement important dans I'absorption de “*Ca®* a été observé.
En présence de 10" M et 10" M de T, nous pouvons observer une
augmentation significative (44% et 47% respectivement) dans
I'absorption de “>Ca”". Par contre, les concentrations 10™°, 10™, 10 et
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10° M de T, n'ont significativement pas modifié I'absorption de calcium
(figure 1.10B).
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Figure 1. 10: Décours temporel et courbe dose-réponse du T, dans I’absorption
de “°Ca® dans les testicules. (A) Effet du T, en fonction du temps.
Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire:
60 minutes avec 0,1 uCi/mL de “*Ca®* et temps d’incubation: 30, 60, 300, 600 et
900 secondes avec 0,1 uCi/mL de “Ca*" en présence ou absence de T, (107
M). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M, n= 4 pour
tous les groupes. *P < 0,05 par rapport au groupe contrdle. (B) Absorption de
Ca* dans les testicules pour différentes concentrations de T,. Préincubation: 15
minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec
0,1 UCi/mL de **Ca”* et temps d’incubation: 30 secondes avec 0,1 pCi/mL de
*Ca?" en présence ou absence de T, (10™ M). Les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne + S.E.M, n=4 pour chaque groupe. **P < 0,01 par rapport au
groupe contrdle.
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Pour vérifier si les effets du T, sur l'absorption de calcium
observés dans les testicules se produisent dans les cellules de Sertoli,
une courbe dose réponse de cette hormone a été établie dans les cellules
de Sertoli isolées. Comme indiqué dans la figure 1.11, I'hnormone T, a
également stimulé I'absorption de “ca®* dans les cellules de Sertoli
isolées & des doses de 10™ et 10™ M. Ces résultats sont en accord avec
Rosso et al. (2012), qui ont montré qu'il n'y a pas de différence
significative dans le flux ionique dans les testicules et dans les cellules
de Sertoli.
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Figure 1. 11: Courbe dose-réponse du T, dans I’absorption de “°Ca”* dans les
cellules de Sertoli. Absorption de “°Ca®* dans les cellules de Sertoli pour
différentes concentrations de T,. Préincubation: 15 minutes dans le tampon
KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0,1 pCi/mL de *Ca*" et
temps d’incubation: 30 secondes avec 0,1 uCi/mL de “Ca*" en présence ou
absence de T,. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M,
n=4 pour chaque groupe. **P < 0,01 par rapport au groupe contréle.

Comme des effets du T, sur I’absorption du calcium ont été
observés dans les testicules, des études ultérieures ont été réalisées afin
de déterminer les effets spécifiques de cette hormone et son mécanisme
d'action. Cependant nous n’avons pas obtenu de résultats concluants par
rapport & la stimulation de l'absorption de calcium induite par ce
métabolite dans les testicules de rats immatures (données non
présentées).
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1.3 Discussion du Chapitre 1

Les hormones thyroidiennes T3 et T, présentent plusieurs
effets sur le métabolisme, la croissance et le développement dans divers
tissus (YEN, 2001). La T4 est la forme sécrétée en plus grande quantité
par la glande thyroide, tandis que la T3 est produite principalement dans
les tissus cibles par désiodation du T4 (ST GERMAIN; GALTON;
HERNANDEZ, 2009). Il est clair que la plupart des actions des
hormones thyroidiennes est médiée par la régulation de I'expression
génique dépendante du T3, mais des études montrent que ces hormones
peuvent également agir par des actions non-génomiques (CHENG;
LEONARD; DAVIS, 2010). Dans le systéme reproducteur masculin, les
hormones thyroidiennes présentent une fonction trés importante,
puisqu’elles régulent un ensemble varié de fonctions grace a des
mécanismes rapides et non-génomiques (ZAMONER; PESSOA-
PUREUR; SILVA, 2011).

Dans cette étude, on observe de nouvelles preuves que le Ts
inverse, un métabolite du T4, qui jusqu'a récemment était connu comme
inactif (GAO; LEE; CHENG, 2014), est également impliqué dans la
régulation des fonctions des cellules de Sertoli de rats immatures. Nous
avons démontré que le Ty inverse stimule I'absorption de “°Ca?* dans ces
cellules en un temps trés court (60 secondes) et avec une concentration
trés faible (10" M) par rapport & la thyroxine. Un effet similaire a été
observé avec le T4 dans les testicules entiers (ZANATTA et al., 2013).
Cependant, la concentration minimale nécessaire de T, pour induire
I'absorption de “°*Ca?* dans les testicules était de 10° M, soulignant un
meilleur potentiel du Ts inverse par rapport au T.

Bien que les enzymes désiodases 1 (D1) et 3 (D3), qui inactivent
T, et Tz pour les convertir en T3 inverse et 3,3'-T, sont respectivement
présents dans les testicules de rats prépuberes et puberes (BATES; ST
GERMAIN; GALTON, 1999), il n'y a pas de rapport sur les effets du T;
inverse dans les testicules ou dans les cellules de Sertoli. Donc, ces
résultats démontrent un effet puissant de ce métabolite du T, qui peut
représenter un événement modulateur spécifique de la cellule
(KOHRLE, 1999; VAN DER GEYTEN et al., 2002).

Néanmoins, plusieurs questions restent en suspens concernant le
mécanisme d'action des HT dans le systéme reproducteur masculin, en
particulier celles liées aux effets rapides et non-génomiques. Pendant de
nombreuses années, les actions des HT ont été considérées comme
dépendantes de la présence des récepteurs nucléaires et du Ts.
Cependant, l'identification des récepteurs des HT sur la membrane
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plasmique fournit la base moléculaire de certains effets non-
génomiques. L'intégrine de membrane avp3 est un récepteur de surface
cellulaire décrit pour les HT & partir du systéme nerveux central, ou les
actions non-génomiques de ces hormones ont été initialement
identifiées. 1l a été démontré que l'intégrine avp3 contient un domaine
de liaison pour les iodothyronines (BERGH et al., 2005). Ce domaine
contient un site de reconnaissance Arg-Gly-Asp (RGD) qui est
important & la liaison d'une variété de protéines et de facteurs de
croissance extracellulaires (PLOW et al.,, 2000). Une famille
d'intégrines, qui sont des protéines d'adhésion, a été décrite comme liée
au systeme reproducteur (VINATIER, 1995). En outre, l'intégrine a6p1
est exprimée dans les cellules de Sertoli et est impliquée dans les
jonctions cellules-cellules (SIU; CHENG, 2004). Le peptide RGD a été
utilisé pour déterminer si I'absorption de calcium stimulé par le T
inverse est médiée par l'intégrine, et comme attendu, les résultats ont
confirmé la participation de cette protéine dans l'action du T3 inverse
dans les cellules de Sertoli.

Le calcium aide a réguler une variété de fonctions cellulaires dans
différentes cellules, incluant les cellules germinales et les cellules
somatiques dans les testicules, en réponse aux hormones et aux
régulateurs locaux (LEE et al., 2011). En envisageant I'importance de la
surcharge de calcium dans la modulation de plusieurs fonctions dans les
cellules de Sertoli, en particulier la sécrétion cellulaire, différents
bloqueurs des canaux et des inhibiteurs des protéines kinases ont été
utilisés pour déterminer la fonction et le mécanisme d'action du Ts
inverse dans I'absorption de calcium.

L'absorption de calcium continue et/ou rapide par les canaux de
calcium voltage dépendant (CCVD) semble étre nécessaire aux réponses
physiologiques dans les cellules de Sertoli (MENEGAZ et al., 2010a;
ZANATTA et al., 2011b; ROSSO et al., 2012). Par conséquent, pour
comprendre I'implication de ces canaux dans I'action du Tj inverse, les
CCVD du type T et du type L ont été préalablement bloqués en utilisant
des bloquants connus. Les résultats ont montré que la flunarizine comme
la nifédipine ont completement inhibé l'effet du Ts; inverse sur
I'absorption de calcium, comme cela a été démontré pour d'autres
hormones comme le Ty, le T; et la 1,25(0H), vitamine D3 (ZAMONER
et al., 2007; ZANATTA et al., 2011d; ROSSO et al., 2012; ZANATTA
et al., 2013). Zamoner et al. (2007) ont démontré que les effets du T, et
du T3 dans le cortex cérébral de rats jeunes sont médiées par deux types
de CCDT, le type L et le type T. De plus, Rosso et al. (2012) et Zanatta
et al. (2011b) ont démontré respectivement I'implication des CCDT-T, et
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des CCDT-L dans I'absorption de calcium stimulé par la 1,25-D3 dans
les testicules et dans les cellules de Sertoli de rats de 30 jours. Zanatta et
al. (2013) ont également démontré la participation des CCVD-L dans
I'effet stimulant du T, dans I'absorption de calcium dans les testicules de
rats de 11 jours. Ces résultats démontrent que I'absorption induite par le
T inverse est directement et principalement liée aux CCDT. Cependant,
comme Friel et Chiel (2009) ont pu en discuté, en raison de la
complexité de la signalisation du calcium cellulaire, il est difficile de
prédire comment les perturbations pharmacologiques ou stimulus
naturels modifient le flux de calcium et comment cela se refléte dans les
effets du calcium, dans la perméabilité de la cellule, dans le stimulus de
dépolarisation, dans la phosphorylation des protéines, dans la régulation
des génes et dans la sécrétion cellulaire.

L'entrée de calcium a l'intérieur des cellules de Sertoli peut étre
déclenchée par la dépolarisation, la phosphorylation des canaux ou
I'épuisement des réserves de calcium intracellulaire qui requiert le
fonctionnement des CCVD (GORCZYNSKA-FJALLING, 2004). Des
études électrophysiologiques ont démontré que les CCVD-T des cellules
excitables sont situés dans la membrane plasmique des cellules de
Sertoli immatures (LALEVEE; PLUCIENNIK; JOFFRE, 1997). Les
résultats obtenus au cours de ce travail suggérent que l'effet du T;
inverse dans l'absorption de calcium est dépendant du calcium stocké
dans les réserves intracellulaires. Le BAPTA-AM est un chélateur du
calcium intracellulaire que se lie au calcium seulement aprés que le
groupe acétoxyméthyle de sa structure est éliminé par des esterases
cytoplasmiques, ainsi ce chélateur n'est pas capable de sortir de la
cellule (TYMIANSKI et al., 1994). Premiérement, nous avons utilisé le
BAPTA-AM et nous avons Vérifié que le méme, seul, induit l'absorption
de calcium de la méme maniére que le T3 inverse mais lorsque les deux
ont été co-incubés, il y a eu une augmentation de l'effet stimulateur
d'hormone dans l'absorption de calcium, suggérant que le calcium
intracellulaire n'est pas impliqué dans l'effet stimulant du T3 inverse sur
I'absorption de calcium. Cependant, lorsque nous avons utilisé la
thapsigargine et le 2-APB, les résultats nous portent a croire que le
calcium intracellulaire est impliqué dans l'effet stimulant de cette
hormone.

La thapsigargine est un outil largement utilisé pour vider les
réserves de calcium intracellulaire, sachant qu’elle inhibe l'enzyme
Ca?*-ATPase présente sur la membrane du reticulum endoplasmique et
sarcoplasmique (GORCZYNSKA-FJALLING, 2004). Rossato et al.
(1996) ont démontré que I'épuisement des réserves de calcium causé par
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la thapsigargine induit l'influx de calcium a partir du milieu
extracellulaire des cellules de Sertoli de rats, en indiquant que I'entrée du
calcium dans ces cellules peut étre stimulée en absence de calcium dans
des réserves intracellulaires. Les résultats de ce travail ont montré que la
thapsigargine seule ne stimule pas I'absorption de calcium, une fois qu'il
y avait une accumulation de calcium intracellulaire dd a I'obstruction de
I'entrée du calcium dans les réserves intracellulaires. D'autre part, I'effet
stimulant du Tj inverse est bloqué en présence de cet inhibiteur,
indiquant qu'il n'y avait pas d'entrée de calcium due a I'accumulation
dans le cytoplasme ou parce que l'effet du Ts; inverse dépend
effectivement du calcium stocké dans le réticulum endoplasmique.

Pour préciser si l'effet stimulant du T inverse sur l'absorption de
calcium dans ces cellules dépend vraiment du calcium stocké dans le
réticulum endoplasmique, nous avons utilisé le 2-aminoéthyl-
diphénylborato (2-APB). Celui-ci est un inhibiteur de la libération de
calcium induite par I'IlP; (MARUYAMA et al., 1997). En outre, des
études estiment que cet inhibiteur peut également agir en bloguant les
canaux calciques exploités par stock (en anglais, SOCCs) (BOOTMAN
et al., 2002) et les canaux TRP (canaux a potentiel de récepteur
transitoire) (XU et al., 2005). Dans cette étude, nous avons utilisé le 2-
APB pour vérifier I'implication du calcium intracellulaire dans I'effet
stimulateur du T inverse sur I'absorption de calcium. Comme on le voit
d'apres les résultats (figure 14B), I'effet du 2-APB seul a été similaire a
I'effet du T3 inverse, indiquant qu'en l'absence de la libération de
calcium a partir des réserves intracellulaires, il y a une augmentation de
I'absorption de calcium extracellulaire, cependant lorsque le 2-APB est
co-incubé avec I'hormone, l'effet stimulateur du T3 inverse dans
I'absorption du calcium est inhibé. Ainsi, contrairement a ce qui a été
publié dans dautres études, il est suggéré que l'effet stimulant de
I'hormone T3 inverse est dépendant de la libération du calcium stocké
dans des réserves intracellulaires. Ces résultats sont cohérents avec
d'autres études menées avec la 1,25-D; dans les cellules de Sertoli
(ZANATTA et al., 2011b).

Il a précedemment été démontré que le T, et le T3 inverse jouent
un role dans le systeme A de transport d'acides aminés dans la
membrane plasmique (MENEGAZ et al., 2010a; ZANATTA et al.,
2013). Le systéme A est dépendant du gradient de Na® et est étroitement
lié a la Na'/K*-ATPase (SILVA; LEITE; WASSERMANN, 2002). Il est
connu que linhibition de la Na'/K'-ATPase et, par conséquent,
l'accumulation de Na®, favorise la dépolarisation de la membrane et
l'ouverture des CCDT. L'accumulation de Na* peut également activer
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I'échangeur Na'/Ca*" d'une maniére inverse, ol le Ca®* entre dans la
cellule et le Na' est retiré, les deux transporteurs contribuent a
l'accumulation de calcium cytosoligue (GRASSO; JOSEPH;
REICHERT, 1991). Toutes ces conditions peuvent entrainer un
changement significatif dans le comportement des cellules de Sertoli,
comme dans le processus d'exocytose et/ou la transcription nucléaire.

Les canaux K* sont une famille des protéines de membrane qui
ont des fonctions importantes dans le transport des électrolytes, dans la
régulation du volume des cellules et également dans I'activité conjointe
des autres canaux ioniques et transporteurs membranaires. Ces canaux
sont essentiels & la sécrétion de fluides. En outre, les canaux K" jouent
un role central dans le maintien d'une force électrique & I'entrée de Ca®*
(WICKENDEN, 2002).

Il a été démontré, dans les travaux réalisés par notre groupe de
recherche, l'implication des canaux K* dépendants d'ATP et des canaux
de K dépendant de Ca?* dans des études impliquant des événements
membranaires et des réponses non-génomiques a I'hormone thyroidienne
(SILVA et al., 2001; VOLPATO et al., 2004; MENEGAZ et al., 2006,
2010a), ainsi qu’a la 1,25-Ds dans les testicules de rats immatures
(MENEGAZ et al., 2009, ZANATTA et al., 2011c). Dans cette étude,
l'intégrité fonctionnelle des courants de K" était essentielle & I'effet de
I'hormone, en effet le blocage de canaux K* dépendants de Ca*" par
I'apamine annule l'effet stimulant du Ts inverse sur l'absorption de
calcium. De plus, la glibenclamide a été utilisée comme un blogueur des
canaux K" dépendant d'/ATP. L'incubation de la glibenclamide seule a
augmenté l'absorption de calcium basal, en raison de la dépolarisation
causée par ce blocage et de la conséquente ouverture de CCDT, quand
ce bloqueur a été co-incubé avec le T3 inverse l'effet stimulant de
I'hormone n'a pas changé. Ainsi, les canaux K" dépendants d'/ATP ne
semblent pas étre impliqués dans l'effet stimulateur du T3 inverse sur
I'absorption de calcium dans les cellules de Sertoli immatures. Plusieurs
études ont suggéré l'implication des canaux de K* et l'afflux de Ca®*
associés a la régulation de la sécrétion cellulaire (KIM et al., 1997; VON
LEDEBUR et al., 2002), ainsi, les résultats obtenus jusqu'a présent
indiquent la participation effective du Tz inverse dans lactivité
sécrétoire des cellules de Sertoli.

En plus des canaux K", I'implication des canaux chlorure dans le
processus d'exocytose a également été rapporté dans une variété de
tissus endocriniens (TURNER et al., 2005; XIAOYU et al., 2007;
MENEGAZ et al., 2010b). De plus, il a été montré que la régulation
hormonale de la sécrétion de liquide riche en CI" et K* par les cellules de
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Sertoli est important dans le processus de reproduction masculine. Cela
implique de multiples voies de signalisation, incluant une variété de
seconds messagers et la modulation de l'activité des canaux ioniques
(AUZANNEAU et a., 2006). Dans cette étude, on peut indiquer la
participation de trois types différents de canaux CI’, les canaux CI
dépendants de Ca®*, les canaux CI” voltage dépendant et les canaux
CFTR (régulateur de la conductance transmembranaire dans la
mucoviscidose).

Plusieurs hormones régulant les CCVD ont la capacité de
conduire le passage du calcium a travers la membrane plasmique prés du
potentiel de repos (CHEMIN; TRABOULSIE; LORY, 2006). Dans les
testicules, la modulation de la conductance de calcium dépendante du
voltage par le chlorure a été décrite par Lalevée et Joffre (1999). De
plus, des études de notre groupe ont montré que les courants chlorure
sont nécessaires au mécanisme d'action de T3 dans la régulation du
transport des acides aminés dans les testicules de rat (VOLPATO et al.,
2004), et les effets non-génomiques sur l'absorption de calcium induite
par la 1,25-D3 ont lieu grace a la modulation de CCVD (types L et T)
par les canaux de CI" dépendants de calcium dans les cellules de Sertoli
(ZANATTA et al., 2011d; ROSSO et al., 2012), et dans le cortex
cérébral de rats jeunes (ZANATTA et al., 2012).

Les canaux CLC-3 sont présents dans la membrane des vésicules
sécrétoires. Toutefois, leur role dans I'exocytose n’est pas entiérement
compris. La membrane des vésicules, quand elle fusionne avec la
membrane plasmique, semble libérer des canaux de CI" a la surface des
cellules. 1l a été montré par Auzanneau et al. (2003) par RT-PCR que les
cultures primaires des cellules de Sertoli de rats expriment les membres
CLC-2, CLC-3, CLC-6 et CLC-7 de la famille des canaux de CI voltage
dépendant. Dans la présente étude, nous avons constaté que lorsque les
canaux CI” du type CLC-3 ont été bloqués par le DIDS, un dérivé de
stiloene responsable du blocage de ce type de canaux, I'effet stimulant
du T3 inverse a été partiellement inhibé. Avec ce résultat, il est suggéré
une influence du T3 inverse sur le trafic des vésicules dans les cellules
de Sertoli. La participation des canaux CI" du type CLC-3 a déja été
observée dans les cellules de Sertoli. Menegaz et al. (2010b) ont montré
que la 1,25-D3 stimule la sécrétion cellulaire dans la lignée cellulaire
TM4 et que les canaux CLC-3 semblent étre impliqués dans ce
processus. En outre, Zanatta et al. (2013) ont montré une implication de
ces canaux dans l'effet stimulant de I’hormone T, sur le transport des
acides aminés et suggere l'implication de ces canaux dans le processus
d'exocytose stimulé par le T,.
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Bien que l'expression du CFTR dans les testicules est documentée
depuis plus de deux décennies (TREZISE; BUCHWALD, 1991),
I'importance de ce type de récepteur pour la spermatogenese est resté
inconnue bien longtemps. Dans les cellules de Sertoli, I'expression du
CFTR a été montrée par Trezise et al. (1993a,b) dans les testicules des
rats par I'hybridation in situ. Un peu plus tard, Boockfor et al. (1998) ont
confirmé l'expression fonctionnelle de ces récepteurs dans les cultures
primaires de cellules de Sertoli par des expériences de patch clamp.

Plusieurs études ont montré que la protéine CFTR peut non
seulement agir comme un canal conducteur d‘ions, mais aussi en tant
que régulateur de dautres canaux/transporteurs par des interactions
protéiques. En outre, le CFTR semble étre important dans I'activation ou
l'inhibition de différentes voies de signalisation comme la voie
AC/AMPC/PKA, qui peut conduire a des changements dans l'activité
transcriptionnelle, important & divers processus de la reproduction (XU
et al., 2011). Dans la présente étude, nous avons constaté qu’avec le
blocage du CFTR, l'effet stimulant du T3 inverse a été complétement
inhibé, indiquant que les courants CI" promus par l'ouverture de ces
canaux, ainsi que lactivation de la voie AC/AMPCc/PKA, sont
importants a la fonction du T inverse sur I'absorption de calcium.

Des études ont indiqué que la PKC peut moduler les CCVD-T
dans différents types de cellules (CHEMIN; TRABOULSIE; LORY,
2006). La présente étude a démontré l'implication de la PKC dans
I'absorption de calcium par les CCVD dans les cellules de Sertoli. En
plus de I'effet stimulateur de la 1,25-D3 sur l'absorption du calcium dans
les cellules de Sertoli médié par la PKC et la PKA (ZANATTA et al.,
2011c), Costa et al. (2011) ont également rapporté que I'hormone
lutéinisante (LH) module les courants de calcium dans les cellules de
Leydig par la PKC et la PKA. Dans la lignée cellulaire TM4, il a été
démontré que I'effet stimulant de la 1,25-D3 sur les courants CI™ sont
également dépendants de l'activité de la PKC (MENEGAZ et al., 2009).
Par conséquent, I'activité de la PKC est trés importante, elle participe a
la modulation de différentes intensités de courants ioniques, induits par
des hormones, qui peuvent étre impliqués dans diverses activités
physiologiques telles que I'exocytose, dans le cas des cellules de Sertoli.

En outre, des études ont montré que la PKC peut activer la voie
de signalisation de la MAPK (SCHONWASSER et al., 1998), et pour
cette raison, nous avons étudié I'implication de la MEK dans I'absorption
de calcium induite par le T3 inverse. La participation de la MEK dans
I'absorption de calcium observée ici est en ligne avec les rapports
précédents de notre groupe, qui a démontré une activation de la MEK
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lors de la stimulation de I'absorption de calcium stimulée par la 1,25-Ds
dans les testicules (ZANATTA et al., 2011d) et dans les cellules de
Sertoli (ZANATTA et al., 2011b; ROSSO et al., 2012).

D'autre part, un effet synergique du T3 inverse sur l'absorption de
calcium a été observé quand un inhibiteur spécifique de la p38 MAPK a
été co-incubé avec I'hormone. Les activateurs de la p38 MAPK sont
nombreux et différents isoformes peuvent étre activées par des voies
différentes. Les protéines Rho/Rac GTPases peuvent conduire a
l'activation de plusieurs MKKKs puis suivent une cascade de
phosphorylation par la MKK, p38 MAPK et I’activation d’un certain
nombre de MSKSs, des kinases qui interagissent avec le MAPK (MNKSs),
des kinases activées par MAPK (MKSs), et un certain nombre de facteurs
de transcription et donc, réguler des canaux ioniques présents dans la
membrane plasmique comme les CCDT-N (WILK-BLASZCZAK,
1998; WONG; CHENG, 2005).

Dans les testicules, toutes les isoformes de la p38 MAPK, sauf la
p38y, ont été identifiées, et la forme native de la p38 MAPK se trouve
dans les cellules de Sertoli et dans les spermatides allongées (WONG;
CHENG, 2005). Zamoner et al. (2008) ont montré que la p38 MAPK est
activée dans les testicules chez les rats immatures avec une
hypothyroidie. Parmi les trois principales sous-familles classiques des
MAPK (ERK1/2, JNK, et p38 MAPK), la p38 MAPK a été la seule qui
a montré des niveaux élevés de phosphorylation, en indiquant son réle
dans les testicules par l'activité du cytosquelette.

Dans ce travail, l'effet du Ts; inverse a été augmenté par
l'inactivation de la p38 MAPK, suggérant une maniére différente de
réguler l'absorption du calcium stimulé par I'hormone. Des résultats
similaires ont également été signalés par Zanatta et al. (2011b) dans les
cellules de Sertoli de rats de 30 jours. Dans ces cellules, I'effet de la
1,25-D3 sur l'absorption de calcium a été renforcée par l'inhibition de
cette protéine. Ainsi, il est suggéré que le T3 inverse peut inhiber la p38
MAPK ou cette inhibition pourrait étre le résultat d'une cross-talk entre
I'ERK et la p38 MAPK, ou l'inhibition de la p38 pourrait conduire a
I'activation de I'ERK comme suggéré par d'autres (XIAO et al., 2002;
ZANATTA et al., 2011d).

Des études montrent que les CCDT peuvent déclencher le
processus d'exocytose dans les neurones (WEISS et al.,, 2012), les
cellules chromaffines (MAHAPATRA et al., 2012) et les cellules gliales
rétiniennes (LINNERTZ et al., 2011) en contrélant la libération des
neurotransmetteurs. De plus, ces auteurs ont rapporté que ces canaux
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sont également distribués a proximité des vésicules sécrétoires
(MAHAPATRA et al., 2012).

Dans ce contexte, notre étude apporte des preuves importantes
démontrant que l'exocytose dans les cellules de Sertoli immatures est
modulée par le T3 inverse. Le marquage de granules vésiculaires allié a
la quinacrine a également démontré, dans la ligne de cellules TM4
traitées avec la 1,25-D;, était lié a l'activation des canaux CI
(MENEGAZ et al., 2010b). Dans cette étude, les résultats suggérent
I'implication de canaux calcium dans la sécrétion cellulaire induite par le
Ts inverse. En outre, les données indiquent que I'exocytose est médiée
par l'intégrine et par les CCDV-T, car le peptide RGD et la flunarizine
ont annulé la fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane
plasmique, par conséquent il y a eu une disparition de la fluorescence.

Comme discuté jusqu'ici, plusieurs études ont montré les actions
des hormones thyroidiennes (T, et T3) par des mécanismes non-
génomiques dans les testicules et les cellules de Sertoli isolées
(ZAMONER et al., 2006; MENEGAZ et al., 2006, 2010a; ZANATTA
et al., 2013). Depuis, le T, et le T3 inverse ont démontré des effets
significatifs sur les mécanismes indépendants de I'activité nucléaire dans
les testicules et dans les cellules de Sertoli, testé pour la premiére fois,
démontrant que le T, a aussi des effets sur ces cellules. Plusieurs études
ont présenté le T, comme un médiateur périphérique des différents effets
métaboliques des hormones thyroidiennes. Des études ont démontré que
le T, exerce des effets a court terme sur le taux métabolique au repos et
de l'activité mitochondriale dans le foie de rat, essentiellement au travers
d'une voie indépendante du noyau (LOMBARDI et al., 1998). L'action
intracellulaire du T, a également été trouvée dans les cellules aviaires
durant le développement foetal et la prolifération cellulaire en observant
que ce métabolite du T3 régule plusieurs systémes de transport associés
a la membrane, dont l'activité est liée a la prolifération cellulaire
(INCERPI et al., 2002). En outre, il a été constaté que le T, inhibe
I'échangeur Na'/H" dans les hépatocytes de 14 et de 19 jours, cette
inhibition est modulée par I'activation des PKA, PKC et PI3K (SCAPIN
et al., 2009). Del Viscovo et al. (2012) ont constaté que le T, module la
concentration de calcium intracellulaire dans les cellules GH3 de
I'hypophyse, agissant sur les mitochondries et sur les protéines de la
membrane plasmique.

Selon des études antérieures, le T, présente des actions efficaces
sur différentes cellules et ces effets sont liés, principalement, au
métabolisme énergétique du T,. Dans la présente étude, nous avons
observé un effet du T, sur les cellules testiculaires, toutefois, d'autres
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études liées a l'activité métabolique, principalement des cellules de
Sertoli, devront étre effectuées afin de vérifier un effet efficace de ce
métabolite sur l'activité de ces cellules, étant ainsi en mesure de
déterminer I'importance de ce métabolite sur la reproduction masculine.
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1.4 Conclusions du Chapitre 1

v

v

1.12.

L’hormone Ts inverse a stimulé I’absorption de calcium dans les
cellules de Sertoli de 11 jours;

L’intégrine avp3 est impliquée dans I’effet stimulant du T;
inverse dans I’absorption de calcium;

Les canaux calcium voltage dépendant de types L et T sont
impliqués dans I’effet stimulant du T3 inverse dans I’absorption
de calcium;

Le calcium intracellulaire est nécessaire a I’effet stimulant du T,
inverse dans I’absorption de calcium;

Le canal potassium dépendant de calcium est également impliqué
dans I’effet stimulant du T3 inverse dans I’absorption de calcium;
Différents canaux chlorure sont impliqués dans I’effet stimulant
du T3 inverse dans I’absorption de calcium;

Les protéines PKC et MEK sont impliquées dans I’effet stimulant
du T; inverse;

L’hormone T3 inverse stimule le processus d’exocytose dans les
cellules de Sertoli de rats immatures, ce processus implique
I’intégrine ovp3 et les CCVD-T,;

Le métabolite 3,3’-T, stimule I’absorption de calcium dans les
testicules et dans les cellules de Sertoli, mais plus d’études sur les
effets génomiques et non génomiques, et les mécanismes d’action
moléculaire de ce métabolite dans les cellules de Sertoli sont
nécessaires pour comprendre son influence dans la reproduction
masculine.

Les résultats obtenus dans ce chapitre sont illustrés dans la figure
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Figure 1.12: Représentation schématique du possible mécanisme d'action du T,
inverse qui commence a la membrane plasmique des cellules de Sertoli de rats
immatures. Le T; inverse interagit avec l'intégrine avB3 dans la membrane
plasmique des cellules de Sertoli en provoquant l'ouverture des différents
canaux ioniques et I'hyperpolarisation de la cellule. Cette hyperpolarisation
conduit a l'ouverture des canaux calcium voltage-dépendant, et I'entrée du
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calcium extracellulaire par des canaux calcium voltage-dépendant dépolarise la
cellule et active les protéines kinase C et la MEK. Le calcium libéré par le
réticulum endoplasmique participe également a I'effet de cette hormone. La
liaison du T; inverse a l'intégrine de la membrane et par conséquent I'ouverture
de canaux de calcium, stimule le processus d'exocytose et sécrétion de vésicules
intracellulaires.
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RESULTATS - CHAPITRE Il

Effets du 17p-estradiol sur I’absorption de calcium et I’activation
nucléaire régulées par la 1,25(0OH),-vitamine D3 dans les cellules
testiculaires de rats immatures
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11.1 Objectifs du Chapitre 2

La fonction du calcium dans le mécanisme d'action de la
1,25-D3 dans les testicules a augmenté les preuves que ce sécostéroide
déclenche des réponses rapides dans les cellules testiculaires dans
certains événements physiologiques (phosphorylation de la vimentine,
exocytose) (ZAMONER et al., 2008; MENEGAZ et al., 2009). Les
effets de la 1,25-Dj; sur I'absorption de calcium dans les testicules sont
bien caractérisés. Zanatta et al. (2011d) ont montré que I'effet stimulant
de la 1,25-D3 sur I'absorption de calcium dans les testicules de rats est
dépendant de la PKA, PKC et MEK. L'influence ionique sur l'effet
stimulant de cette hormone dans l'absorption du calcium a été démontrée
par la participation des canaux K* dépendant de Ca?* et ATP et des
canaux CI” dépendante de Ca?*. En plus de Iimplication des réserves de
calcium du RE, l'effet de la 1,25-D3 sur I'absorption de calcium peut
résulter de l'inhibition de la Na'/K'-ATPase. Il semble que cette
signalisation de la 1,25-D3; dans les testicules commence par la liaison
de I’hormone a son récepteur membranaire (VDRmem).

Un possible crosstalk entre les voies de signalisation de la 1,25-
D; et de I’E;, peut se produire dans les testicules. 1l a été observé que la
1,25-D3; module I'expression de l'aromatase, enzyme responsable de la
convertion de la testostérone en E,, dans les cellules de Sertoli de rats de
30 jours (ZANATTA et al., 2011a). Par ailleurs, deux modéles de souris,
invalidées pour VDR ont montré de maniére convaincante une influence
marquée de la 1,25-D; sur la signalisation de I’E;, dans le testicule et
I'épididyme (KINUTA et al., 2000; BLOMBERG-JENSEN et al., 2013).

Communément, les voies de transduction du signal comme la
voie de la MAPK et de la PKA sont utilisées par différentes hormones
stéroides pour lier les actions membranaires et nucléaires (ZHANG;
TRUDEAU, 2006). La modulation de I'expréssion génique par la 1,25-
Ds, aussi bien que I'E,, peut commencer par l'association de ces
hormones a leurs récepteurs membranaires, VDRmem et GPER30,
respectivement (CHIMENTO et al., 2010; ZANATTA et al., 2011b,
BOIS et al., 2012). La liaison de I'E; a I'ERP associé aux cavéoles
membranaires favorise I'activation de la voie Ras-Raf-ERK et active par
conséquent des facteurs de transcription qui conduisent a I'expression du
gene et de la protéine VDR (GILAD; SCHWARTZ, 2007). Ainsi,
I'objectif de ce chapitre est d’étudier d’éventuels crosstalks entre les
effets de la 1,25-D; et de I’E; dans les testicules de rats de 30 jours et le
crosstalk entre les actions non génomiques et génomiques de ces
hormones.
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11.2 Résultats

11.2.1 Effet de I’'E, dans I'absorption du **Ca?* dans les testicules de
rats immatures.

11.2.1.1 Effet de I'E, et de la 1,25-D5 dans I’absorption du “*Ca**

Des études antérieures au laboratoire ont montré un effet positif
de la 1,25-D3 sur I’absorption du calcium dans les testicules des rats de
30 jours (ZANATTA et al., 2011d). Sur la base des ces résultats, nous
avons étudié l'effet de I'E; dans I'absorption de calcium et comparé
celui-ci avec les effets de la 1,25-D3 dans les testicules des rats de 30
jours. L’absorption de calcium a été mesurée pendant 5 minutes en
présence d’E, et de 1,25-D3 (ZANATTA et al., 2011d). La figure 11.1
montre I’effet de 10° M de 1,25-D; et de 10° M d’E,, tous les deux ont
significativement augmenté I’absorption de calcium dans les testicules
aprés 5 minutes par rapport au groupe contréle. L’E, 10°M n’a pas eu
d’effet sur I’absorption de calcium (Figure 11.1).
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Figure Il. 1: Effet de la 1,25-D; et de I’E, dans I'absorption du **Ca®* dans les
testicules de rat de 30 jours. Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb,
préincubation supplémentaire: 60 minutes avec 0,1 pCi/mL de *°Ca*" et temps
d’incubation: 5 min avec 0,1 uCi/mL de *Ca*" en présence ou absence de la
1,25-D; ou d'E,. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M,
contréle n=5; 1,25-D; n= 6; E, n= 6 and E, + 1,25-D; n= 6. *P< 0,05 par
rapport au groupe controle.

11.2.2 Participation des récepteurs aux estrogenes ESR1 et ESR2 a
I’effet stimulant de I’E; et de la 1,25-D3 sur I’absorption de calcium
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Pour évaluer la participation des récepteurs aux estrogénes dans
I’effet de I'E, et de la 1,25-D; sur I’absorption de “°Ca?*, les testicules
ont été exposés a 10° M de E, et 8 10° M de 1,25-D; en présence ou en
absence d’ ICI 182780 (antagoniste des ESR) et I’absorption de “°*Ca?* a
été étudiee. La figure 11.2 montre que I’effet rapide stimulant de I'E, et
de la 1,25D5 est inhibé par I’IC1 182780. Egalement, I’effet stimulateur
de ces hormones a été bloqué lorsque les deux ont été co-incubées.
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Figure Il. 2: Participation des ESR dans I'effet stimulant de la 1,25-D; et d'E,
dans Iabsorption de **Ca®* sur les testicules de rats de 30 jours. Préincubation:
15 minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes
avec 0,1 pCi/mL de “*Ca®*. L’ICI 182 780 a été ajouté au moins 15 minutes
avant la période d'incubation. Temps d’incubation: 5 min avec 0,1 puCi/mL de
*Ca’" en présence ou en absence de la 1,25-D; (10° M) ou d'E, (10° M). Les
résultats sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M, contréle n= 14; 1,25-
D; n=12; E; n=13; 1,25-D3 + E, n=7; ICI n=10; 1,25-D3 + ICl n=9; E, + ICI
n= 9. ***P< 0,001, **p< 0,01 et *p< 0,05 par rapport au groupe controle. ##P <
0,01 par rapport aux groupes 1,25-D; et E,.

11.2.3 Participation de canaux ioniques et protéines kinases dans
I’effet stimulant de I'E, sur I’absorption de calcium

Nous avons étudié comment les canaux calcium voltage
dépendant (CCVD), le calcium intracellulaire et les canaux chlorure
peuvent étre associés a I’effet stimulant du E, sur I’absorption de “*Ca?*,
Ainsi, les testicules ont été incubés en présence d’E, avec ou sans la
nifedipine (bloqueur de CCDT-L), BAPTA-AM (chélateur du calcium
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intracellulaire) et le 9-AC (bloqueur des canaux de chlorure dépendant
de calcium). La figure I1.3A, nous pouvons observer que la nifedipine a
annulé I’effet stimulant de I’E;, indiquant la participation des CCVD-L
dans I’absorption de calcium dans les testicules. Dans la figure 11.3B
démontre que le BAPTA-AM a pu modifié significativement
I’absorption de calcium par rapport au contréle de base, mais quand le
BAPTA-AM a été co-incubé avec de I’E,, I’effet stimulant de I’hormone
a été bloqué. L’utilisation d’un bloqueur spécifique pour les canaux
chlorure dépendant de calcium (9-AC), empéche I’absorption de
calcium stimulé par I’E, (figure 11.3C). Ces résultats nous ont permis
d’établir la participation des CCVD-L, du calcium intracellulaire et des
canaux chlorure dans la médiation de la transduction du signal de I'E;
dans les testicules.



116

A C—1Controle =R Nifedipine 10uM
ElE, 1,uM EERE; + Nifedipine
& 8
‘FU :T xk
‘*% & T 21
O3
co 2 -
o~ © #
‘é g 51 0 "
[« e 7
25 **
= s
) i
B [ Controle EZ58 BAPTA-AM 50uM
HlE; 1M EERE> + BAPTA-AM
rt.m - 1
32 S
uw rt‘m 'ug 24 £ $
o O 5
S i
3 L 5_1 e o
[= e 7
w
25 ﬁ‘gﬁ
0 o
C C—1Contréle 28 9-AC 1uM
ElE; uM EERE; + 9-AC
29 =
& B
S 2
=
8 8E =
6% 5 14 o
o o
B da ﬂﬁ
2 o
Eg- =
0 e

Figure Il. 3: Participation de CCVD-L (A), du calcium intracellulaire (B) et des
canaux CI° dépendant de calcium (C) dans l'effet stimulant de I’'E, sur
I’absorption de “*Ca’* dans les testicules de rats de 30 jours. Préincubation: 15
minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec
0,1 pCi/mL de *Ca*". Au moins 15 minutes avant la période d'incubation la
nifedipine (bloqueur de canal Ca®* dépendant de tension), le BAPTA-AM
(chelateur de calcium intracellulaire) et le 9-anthracene (bloqueur de canal CI
dépendante de calcium) ont été ajoutés. Temps d’incubation: 5 min avec 0,1
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HCi/mL de *Ca” en présence ou en absence d'E, (10° M). Les résultats ont été
analysés a travers du test nonparamétrique de Dunn et sont exprimés sous forme
de moyenne + S.E.M, contrble n= 18; E, n= 17; n= 5; nifedipine n= 4; E, +
nifedipine n= 6; BAPTA-AM n= 3; E, + BAPTA-AM n= 6; 9-anthracene n= 4;
E, + 9-anthracene n= 4. **P < 0,01 par rapport au groupe contrble. ##P <
0,001 par rapport au groupe E,, #P < 0,05 par rapport au groupe E,.

Pour vérifier la participation de la phospholipase C, de la PCK et
de la PKA dans I’absorption de calcium stimulée par I’'E, dans les
testicules, le tissu testiculaire a été incubé en présence ou en absence de
I’hormone et a été co-incubé avec les inhibiteurs spécifiques de ces
enzymes - U73122, stearoylcarnitine et du H-89, respectivement. Les
résultats montrent qu’aucun de ces inhibiteurs utilisés n’a modifié
I’absorption de calcium de base, mais tous ont pu bloquer I’effet
stimulant du E; (figure 11.4).
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Figure 1l. 4: Participation de la PLC (A), PKC (B) et PKA (C) sur l'effet
stimulant de I'E, dans I’absorption de “°Ca* dans les testicules de rats de 30
jours. Préincubation: 15 minutes dans le tampon KRb, préincubation
supplémentaire: 60 minutes avec 0,1 pCi/mL de “Ca*. Au moins 15 minutes
avant la période d'incubation I'U-73122 (inhibiteur de la PLC), la
stearoylcarnitine (ST- inhibiteur de la PKC) et I'H-89 (inhibiteur de la PKA) ont
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été ajoutés. Temps d’incubation: 5 min avec 0,1 pCi/mL de “*Ca®* en présence
ou en absence d'E, (10° M). Les résultats ont été analysés a travers du test
nonparamétrique de Dunn et sont exprimés sous forme de moyenne + S.E.M,
contrble n=18; E, n= 17; U-73122 n=4; E, + U-73122 n=4; ST n=4; E, + ST
n=6; H-89 n=4; E, + H-89 n=5; **P < 0,01 par rapport au groupe controle. ##p
< 0,01 par rapport au groupe E,.

11.2.4 Participation de la MEK dans I’effet de I’E, sur I’absorption
de calcium

Nous avons aussi étudié la participation de la MEK dans
I’absorption de calcium stimulé par I’E,. A cet effet, nous avons utilisé
le PD 98059 (I’inhibiteur de la MEK kinase). Comme montre la figure
1.5, I'ajout du E, 10° M pendant 5 minutes a pu augmenté I’absorption
de calcium, mais quand les testicules ont été précédemment pré-incubés
avec le PD 98059, I'effet stimulant de I’hormone a été totalement
supprimeé.
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Figure I1. 5: Participation de la MEK dans l'effet stimulant de I'E, sur
I’absorption de “*Ca”* dans les testicules de rats de 30 jours. Préincubation: 15
minutes dans le tampon KRb, préincubation supplémentaire: 60 minutes avec
0,1 puCi/mL de *Ca*". Au moins 15 minutes avant la période d'incubation le PD
98059 (inhibiteur de la MEK) a été ajouté. Temps d’incubation: 5 min avec 0,1
pCi/mL de “Ca®* en présence ou en absence d'E, (10° M). Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne + S.E.M, contrdle n=18; E, n= 17; PD 98059
n=6; E, + PD n= 5. **P < 0,01 par rapport au groupe contréle. #P < 0,05 par
rapport au groupe E,.

11.2.5 Effet de I’E; et de la 1,25-D sur I’expression génique dans les
tubules séminiféres
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Pour étudier les effets de la 1,25-D; sur la régulation de
I’expression des génes qui sont associés a la signalisation de I'E,, les
tubes séminiféres ont été traités avec la 1,25-Ds (107 M) et/ ou I’E; (10
M) pendant 24 heures (BOIS et al., 2012).

11.2.5.1 Effet de la 1,25-D3 et de I” E; sur le taux d’ARNm mzps2

Selon Hirai et al., (2009), le géne de la protéine zinc finger
(multitype 2) est surexprimé dans les cellules testiculaires traitées avec
la 1,25-Dj, ainsi nous avons utilisé ce géne comme un contrdle positif
pour les effets de la 1,25-D3 dans nos expériences. La figure 11.6 montre
que le traitement avec la 1,25-D; augmente significativement
I’expression du gene de la protéine zinc finger (multitype 2) aprés 24
heures d’incubation par rapport au groupe contrble. Cependant, le
traitement avec I’E; n’a pas changé I’expression de ce géne.
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Figure 11. 6: Effet de la 1,25-D; (107 M), E, (10° M) et 1,25-D; + E, sur
I’expression du gene mzps2 dans les cultures de tubes séminiféres de rats de 30
jours. Les résultats sont exprimés selon la formule 2exp "~ %") o |e géne de
référence est L19. Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M. de trois
expériences indépendantes. ** P<0,01 par rapport au groupe controle.

11.2.5.2 Effet de la 1,25D; et de I’E, sur I’expression de I’aromatase
L’aromatase est un complexe enzymatique, localisé dans la

membrane du réticulum endoplasmique (SEBASTIAN; BULUN, 2001).
Il est constitué de deux entités, la NADPH cytochrome P450 réductase
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et le P450 aromatase (P450arom), ce dernier est codé par le géene cypl9
(CARREAU; HESS, 2010). Afin d’étudier I’effet de la 1,25-D3 et de I’
E, sur I’expression de I’aromatase, nous avons mesuré les niveaux
relatifs d’ARNm cyp19 dans les tubes séminiféres traités avec 107 M de
la 1,25-D; et 10° M d'E, pendant 24 heures. Les résultats démontrent
que la 1,25-D3 augmente significativement les niveaux relatifs d'/ARNmM
cypl9, mais le traitement avec I’E; n’a pas changé I’expression de ce
gene (Figure 11.7).
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Figure II. 7: Effet de la 1,25-D, (107 M) et de I’'E, (10”° M) sur I’expression du
géne cypl9 dans les cultures de tubes séminiféres de rats de 30 jours. Les
résultats sont exprimés selon la formule 2exp‘© "~ %") oy |e géne de référence
est L19. Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M. de trois expériences
indépendantes. * P <0,05 par rapport au groupe controle.

11.2.5.3 Effet de la 1,25-D; et de I’E; sur I’expression des récepteurs aux
estrogénes (ESR1/ESR2)

Les effets des estrogénes sont médiés par la liaison de I’hormone
a ses récepteurs classiques ESR1 et ESR2. Nous avons étudié
I’expression de ces récepteurs dans les tubes séminiféres traités avec la
1,25-D; (107 M) et / ou I’'E, (10° M) pendant 24 heures. Comme on
peut I’observer dans la figure 11.8 (A et B), les deux hormones ont
provoqué une diminution des niveaux relatifs des ARNm codant pour
ESR1 et ESR2.
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Figure 11. 8: Effet de la 1,25-D; (107 M), de I'E, (10° M) et de la 1,25-D; + E,
sur I’expression du géne du (A) recepteur ESR1 et du (B) récepteur ESR2 dans
les cultures de tubes séminiféres de rats de 30 jours. Les résultats sont exprimés
selon la formule 2exp‘© ™~ %" oy |e géne de référence est L19. Les résultats
sont exprimés en moyenne + S.E.M. de trois expériences indépendantes. **
P<0,01 et * p<0,05 par rapport au groupe controle.

11.2.5.4 Effet de la 1,25-D; et de I’E; sur I’expression des cyclines Al et
Bl

Les cyclines Al et B1, via leur association avec la CDK1 (Kinase
Dépendante des Cyclines), sont impliquées dans le contrdle du cycle
cellulaire. La cycline Al est essentielle a I’entrée des spermatocytes
dans la premiere division méiotique, elle est exprimée exclusivement
dans les cellules germinales (WOLGEMUTH et al., 2004). La cycline
B1, avec la CDK1, est impliquée dans le contrdle de la transition G2/M,
et toutes les deux sont régulées selon le degré de maturation des cellules
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germinales (GODET et al., 2000). La figure I1.9A montre que les
niveaux relatifs des ARNm de la cycline Al sont diminués dans les
groupes traités avec les hormones, cependant, les niveaux relatifs des
ARNmM de la cycline B1 sont diminués uniquement dans le groupe traité
avec la 1,25-D3 (Figure 11.9B).
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Figure I1. 9: Effet de la 1,25-D; (10" M) et E, (10 M) sur I’expression du géne
de la (A) cycline Al et de la (B) cycline B1 dans les cultures des tubes
séminiféres de rats de 30 jours. Les résultats sont exprimés selon la formule
2exp© =S ) oy e géne de référence est L19. Les résultats sont exprimés en
moyenne = S.E.M. de trois expériences indépendantes. ** P<0,01 et * p<0,05
par rapport au groupe controle.

11.2.6 Effet de la 1,25-D; et de I’E; sur I’expression des protéines du
cycle cellulaire dans les tubes séminiféres
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Les effets de la 1,25-D; et de I'E, sur les protéines du cycle
cellulaire ont été étudiés. Les taux protéiques de la cycline Al, cycline
B1, p16 et p53 ont été mesurés dans les cultures de tubes seminiféres de
rats de 30 jours. La figure 11.10 (A et B) montre une importante
diminution des cyclines Al et B1 apres 24 heures de traitement avec la
1,25-D; 107 M. Cependant, cette hormone a induit une augmentation
des taux pl6 et p53 (Figures 11.10C et 11.10D). De plus, le traitement
avec I’E, 10”° M pendant 24 heures a diminué la quantité des cyclines
Al et B1 (Figures 11.11A et 11.11B), a augmenté la protéine p16, mais
n’a pas modifié la quantité de p53 (Fig. 11C et 11D).
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Figure 1. 10: Effet de la 1,25-D; (10" M) sur I’expression des protéines cycline
Al (A), cycline B1 (B), p16 (C) et p53 (D). Les TS ont été incubés pendant 24 h
avec ou sans I'hormone. La cycline Al, cycline B1, p16 et p53 ont été mesurées
comme décrit dans la section des méthodes. Les résultats sont exprimés en
moyenne + S.E.M. de trois expériences indépendantes. *** P < 0,001, ** p <
0,01 et * p < 0,05 par rapport au groupe controle.
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Figure 11. 11: Effet de I’E, (10° M) sur I’expression des protéines de la cycline
Al (A), cycline B1 (B), p16 (C) et p53 (D). Les TS ont été incubés pendant 24 h
avec ou sans I'normone. La cycline A1, cycline B1, p16 et p53 ont été mesurées
comme décrit dans la section des méthodes. Les résultats sont exprimés en
moyenne + S.E.M. de trois expériences indépendantes. ** P < 0,01 et * p <
0,05 par rapport au groupe contréle.
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11.3 Discussion du chapitre 2

Il est clairement établi que la vitamine Dz a un role dans la
spermatogenése (BLOMBERG-JENSEN, 2014). Dans les cellules
testiculaires, la 1,25-D3 peut induire des réponses génomiques ansi que
des réponses rapides (ZANATTA et al., 2011c; SILVA et al., 2014;
BLOMBERG-JENSEN, 2014). La 1,25-D; est notamment capable
d’induire un afflux de calcium qui peut étre a I’origine des réponses
rapides comme démontré pour l'activation d’enzymes de la membrane
plasmique dans les cellules de Sertoli (ZANATTA et al., 2011b) et dans
les cellules germinales en induisant la motilité des spermatozoides
(BLOMBERG-JENSEN, 2014). Dans des études antérieures, nous
avons démontré que I’effet de la 1,25-D; dans l'absorption de calcium
est médié par la PLC, le calcium stocké dans des réserves
intracellulaires, la PKC et la PKA dans les testicules de rats de 30 jours
(ZANATTA et al., 2011d). Ces données sont en accord avec l'absorption
de calcium stimulée par la 1,25-D3 dans les cellules de Sertoli de rats de
10 jours qui est médiée par les canaux calcique voltage dépendant
(CCVD) en impliquant la PKC mais pas la PKA (ROSSO et al., 2012).

Les oestrogenes contrélent également le processus de la
spermatogenése (CARREAU et al., 2011). En plus d’actions classiques
dites génomiques, les oestrogénes peuvent aussi étre a l’origine de
réponses rapides dans plusieurs types d'événements biologiques pour
différents types des cellules (SEGARS; DRIGGERS, 2002). Dans notre
étude, nous montrons que I’E; est capable d’induire un influx de Ca®*
dans les testicules de la méme fagon que la vitamine D3 mais a une
concentration plus élevée (10° M), la concentration de 10”° M étant sans
effet. L'homéostasie du calcium cellulaire est une des actions non
génomique des oestrogénes rapportées par Losel et Wehling (2003). En
effet, I’E, est capable d’augmenter I'influx de Ca®* dans des cellules
cardiaques de rat (BUITRAGO; MASSHEIMER; DE BOLAND, 2000)
et de moduler I’homéostase calcique dans des cellules endothéliales
humaines (THOR et al, 2010). L’E, est aussi capable dans les
spermatozoides d’induire un influx de calcium inhibant I’influx de
calcium induit par la progestérone (LUCONI et al, 2002).

Les effets de la 1,25-D3 passent par le VDR qui est présent dans
les fractions cytosoliques et nucléaires de cellules testiculaires
(BLOMBERG-JENSEN; 2010b). Dans les tubes seminiferes, les
cellules de Sertoli et les cellules germinales expriment le VDR et les
plus hauts niveaux des messagers de VDR ont été détectés dans les
spermatides rondes suggérant le rble de la 1,25-D; dans la
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spermatogenese (JOHNSON et al., 1996; ZANATTA et al., 2011a;
ZANATTA et al., 2011c), mais Zanatta et al (2011b) considérent que ce
sont les Sertoli qui constituent le site majeur d’action de la 1,25-Ds. Les
effets des estrogénes peuvent passer soit par les récepteurs ESR1 et
ESR2 localisés a la membrane (ZHANG; TRUDEAU, 2006) ou par un
récepteur transmembranaire GPER (CHIMENTO et al., 2010, 2011,
2012). L’ajout d’IClI, antagoniste des récepteurs ESR1 et ESR2 inhibant
I’effet de I’E; sur I’influx de calcium, ceci suggeére que les récepteurs
ESR1 et/ou ESR2 sont impliqués dans les effets de I'E,. Leur
implication a notamment été démontrée dans I’augmentation de calcium
intracellulaire induite par I’E, dans des neurones (WU; CHEN;
BRINTON, 2011). Cependant, dans nos résultats, I’ICI seul étant
capable d’induire un influx de calcium, d'autre part, la co-incubation des
hormones (1,25-Dj3 et E,) inhibe cet évenement. Ces résultats montrent
que les deux hormones peuvent agir par le GPER pour réguler I'influx
de calcium, en effet il a été rapporté que I’'ICI pouvait se comporter
comme un agoniste du récepteur GPER (THOMAS et al., 2005). De
plus, récemment le groupe d’Altmann et al. (2015) a démontré que
I’augmentation du calcium intracellulaire induite par I’'E; dans des
cellules endothéliales microvasculaires cérébrales impliquait GPER. La
présence de GPER dans les cellules de Sertoli de rat immature a
notamment été rapportée par le groupe de Lucas et al. (2010) ainsi que
dans les cellules germinales de rat adulte (CHIMENTO et al., 2010;
2011).

L’action de I'E, sur I’absorption de calcium implique de la méme
facon que la 1,25-D; la PKC, la PKA et le calcium intracellulaire, elle
implique aussi les canaux calcique voltage dépendant et les canaux
chlorure dépendant de calcium. L’E, étant capable d’activer ERK1/2 via
la transactivation de EGFR (récepteur du facteur de croissance
épidermique) dans des cultures de spermatocytes pachyténes ou
spermatides rondes in vitro (CHIMENTO et al, 2010; 2011), nous avons
testé I’effet de I’inhibiteur PD 98089 (inhibiteur de la MEK) sur I’influx
de calcium induit par I’E,. Nos résultats montrent une implication de la
cascade des MAP kinases dans [I’augmentation de calcium
intracellulaire, comme déja décrit pour la 1,25-Ds dans les cellules de
Sertoli (ZANATTA et al., 2011b).

Nous avons ensuite étudié I’éventuel crosstalk qui pouvait exister
entre la transduction du signal initié a la membrane plasmique et
l'activation nucléaire déclenchée par la 1,25-D; dans les testicules ou
dans les cellules testiculaires (ZANATTA et al., 2011c; SILVA et al.,
2014). Des études établissent un lien entre les actions rapides de la 1,25-
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D5 associés au calcium et le métabolisme osseux, la différenciation ou
encore la prolifération cellulaire (BOUILLON et al., 1995). En plus, une
étude a également montré que la 1,25-D3 régule l'expression de 500
génes dans le génome humain (CARLBERG, 2003). Gilad et Schwartz
(2007) ont également rapporté la participation de la MEK dans la
signalisation de I’ E,. Ce groupe a démontré que I'E, induisait une haute
phosphorylation de I'ERK1/2 et l'expression du VDR par I'ERP
colocalisés a la membrane plasmique.

Pour les études d'expressions géniques, nous avons traité et
cultivé des tubes séminiféres de rats de 30 jours pendant 24 heures avec
I’E, ou la 1,25-Ds. Tout d’abord nous avons Vérifié que la 1,25-Ds
augmentait I’expression de mzps2 et cypl9 qui ont été décrits comme
régulés positivement par la 1,25-Ds dans des testicules de rats avec des
lésions induites par une cryptorchidie expérimentale (HIRAI et al.,
2009) et dans les cellules de Sertoli de rats de 30 jours respectivement
(ZANATTA et al., 201la). L’E, est par contre sans effet sur
I’expression de mzps2 et de Cypl9. L’E, étant capable de réguler
I’expression de VDR (GILAD; SCHWARTZ, 2007), nous avons
recherché si la 1,25-D; pouvait réguler I’expression d’ESR1 et ESR2.
De la méme fagon que I'E,, la 1,25-Ds; provoque une diminution de
I’expression génique d’ESR1 et ESR2. De plus, la suppression des ESRs
par la 1,25-D3 conduit a une diminution de la réponse oestrogénique et a
la réduction du stimulus prolifératif des cellules HULM (STOICA et al.,
1999; SWAMI et al., 2000). Cependant, d'autres études sont nécessaires
pour comprendre le mécanisme qui conduit a une diminution des
niveaux relatifs des messagers des récepteurs des oestrogénes ESR1 et
ESR2 par le traitement avec la 1,25-D3 dans les tubes seminiferes des
rats jeunes.

L’E; est capable de réguler I’expression de génes impliqués dans
la prolifération et I’apoptose des cellules germinales tels que les cyclines
Al et Bl et bax (CHIMENTO et al., 2010; 2011, BOIS et al., 2012).
Dans les tubes séminiferes de rats de 30 jours, I'E, provoque une
diminution de I’expression de la cycline A1, effet inverse a ce qui a été
observé dans des cultures in vitro de TS de rats adultes aux stades 1X - |
(BOIS et al., 2012). La 1,25-D3 induit également une diminution de
I’expression des génes cyclines Al et B1 associée a une diminution du
taux des protéines suggérant un role de la 1,25-D; dans la régulation de
la prolifération des cellules germinales. Plusieurs études ont déja montré
que la 1,25-Dj3 inhibe le croissance d'une variété de cellules cancéreuses
par son effet sur lI'induction de l'apoptose, sur I'arrét du cycle cellulaire
et la différenciation de ces cellules. En 1996, Wang et collaborateurs ont
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montré que la 1,25-Ds modulait la protéine p27*"* servant de régulateur
du cycle cellulaire, en effet lorsque les cellules HL-60 sont traitées avec
I'hnormone, elles n'entrent pas dans la phase S du cycle cellulaire. D'autre
part, la 1,25-D3, a travers l'activation de la voie de signalisation
PI3K/Akt, a supprimé [l'apoptose induite par le traitement avec
I'hormone, qui a prolongé la survie des cellules squameuses de
carcinome (MA et al., 2006). Récemment lrazoqui et collaborateurs
(2014) ont montré que la 1,25-D; était capable de promouvoir un arrét
des cellules en phase GO/G1 via une induction de la cycline D3 et des
inhibiteurs de CDK : p21 et p27. Dans cette étude, il a été observé que la
1,25-D3; augmente I'expression de I’inhibiteur spécifique de la CDK4, le
pl16. Cet inhibiteur fait partie de la famille INK4 et est connu comme un
suppresseur de tumeur qui joue un réle dans le développement de
certains cancers (BERRIDGE, 2012). L'augmentation de l'expression
pl6 indique un arrét du cycle cellulaire induit par la 1,25-Ds en phase
G1, avec un complexe cycline D / CDK4 est bloqué.

Le systeme de surveillance de p53, présente un r6le important
dans la vérification du cycle cellulaire pour gu'il se déroule normalement
sans erreurs. Il exerce ses effets inhibiteurs sur le cycle en interférant
avec les cyclines soit pour induire un arrét en G1 ou G2 / M
(BERRIDGE, 2012). Cette étude montre que la 1,25-D; augmente
I'expression de p53, indiquant un effet anti-prolifératif dans les cellules
des tubules séminiféres de rats de 30 jours. Chen et al. (2013) ont
montré que la 1,25-D; et le VDR présentent un réle dans la régulation de
I'expression génique du Mdm2 initié par le P2 d'une maniere dépendante
de p53 en ostéoblastes. Tandis que la prolifération des cellules
spermatiques a diminué avec la régulation négative de la cycline E et de
la CDK2 et a augmenté avec la régulation positive de l'expression de
p53 et p21 (SUN et al., 2015), on peut dire que la 1,25-D3 a une fonction
importante dans la régulation de la spermatogenése, une fois qu'elle
augmente I'expression des deux protéines résponsables pour l'arrét du
cycle cellulaire.

Ainsi, ces données suggerent que la 1,25-Ds et I'E, jouent un réle
dans la fonction de reproduction, cependant les mécanismes de
régulation des événements sous le contrdle de la 1,25-Ds et d'E, et de
leurs interactions possibles ne sont pas compléetement identifiés. La
récente publication par Blomberg Jensen (2014) a indiqué aussi une
relation entre le VDR et les estrogenes dans les organes reproducteurs
males.

La signalisation du calcium intracellulaire peut réguler divers
processus cellulaires (BERRIDGE et al., 2003). Comme a été verifié
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dans ce travail, la régulation de I'équilibre prolifération / différenciation
dans la spermatogenése chez le rat par la 1,25-Ds, aussi bien que par
I'E,, peut impliquer la signalisation du calcium. D'autres études ont
démontré la participation de la signalisation du calcium dans les effets
promus par la 1,25-Ds; dans les testicules et les cellules de Sertoli
(ZANATTA et al., 2011b,c), ainsi que les effets promus par I'E; dans le
contréle de la prolifération des cellules endométriales (HAO et al.,
2015). Les données présentées dans ce chapitre montrent qu'un
événement initié a la membrane plasmique, stimulé par la 1,25-D3 et
I'E,, peut activer les voies de signalisation intracellulaires, peut favoriser
un cross-talk avec le noyau et participer a la régulation du processus de
la spermatogenese.
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11.4 Conclusions du chapitre 2

v

v

11.12.

La 1,25-D; (10° M) et I'E, (10° M) stimulent I'absorption de
calcium de maniére trés rapide dans les testicules de rats de 30
jours.

Les récepteurs des oestrogenes classiques, ESR1 et ESR2, sont
impliqués dans l'effet stimulant de la 1,25-D; et du E, sur
I'absorption de calcium dans les testicules de rats de 30 jours.
L'absorption de calcium stimulée par I'E; se produit a travers des
canaux de calcium voltage dépendant du type L, aussi bien que
des canaux de chlorure dépendant de calcium et du calcium
intracellulaire.

La PLC, la PKC, la PKA et la MEK sont impliqués dans I'effet
stimulant de I'E; sur I'absorption de calcium dans les testicules de
rats de 30 jours.

La 1,25-D3; augmente des niveaux relatifs des messagers de la
protéine zinc finger multype 2, mais aucun effet a été observé
dans les tubes séminiferes traités avec I'E,.

La 1,25-D; augmente les niveaux relatifs des messagers de
I'aromatase dans les tubes séminiféres de rats de 30 jours.

La 1,25-D; et I'E; diminuent les niveaux relatifs des messagers
des récepteurs ESR1 et ESR2 dans les tubes séminiféres de rats
de 30 jours.

La 1,25-D; et I'E;, diminuent les niveaux relatifs des messagers de
la cycline Al et la 1,25-D3 diminue également les niveaux relatifs
des messagers de la cycline B1 dans les tubes séminiféres de rats
de 30 jours.

La 1,25-D3 diminue I'expression des protéines cyclines Al et B1
et augmente I'expression des protéines pl6 et p53 dans les tubes
séminiféres de rats de 30 jours, intervenant dans la régulation de
I'équilibre prolifération / différenciation.

L'E, diminue l'expression des protéines cyclines Al et Bl et
augmente l'expression de la protéine pl6 dans les tubes
séminiferes de rats de 30 jours.

Les résultats obtenus dans ce chapitre sont illustrés dans la figure
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Figure Il. 12: Mécanisme d'action possible de la 1,25-D; et d'E, a les cellules
testiculaires des rats immatures. La liaison de ces hormones dans leurs
récepteurs, le VDR et I'ESR, de différentes protéines intracellulaires et des
canaux ioniques sont activés conduisant a I'entrée du calcium dans la cellule.
L'activation de la MEK et PKA peut promouvoir l'activation de l'activité
nucléaire, démontrée par le contrdle de I'expression de certains genes par la
1,25-D; et I'E, et, par conséquent, la régulation de I'expression de protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.



133

4. DISCUSSION GENERALE

La fertilité masculine chez les mammiféres dépend de la
production quotidienne continue de millions de spermatozoides. Le
processus de la spermatogeneése est tres complexe, nécessitant de 6 a 9
semaines pour sa réalisation et impliquant une série coordonnée de
divisions mitotiques et méiotiques puis de différenciation des cellules
germinales et des changements constants dans les interactions
intercellulaires (SCHLATT; EHMCKE, 2014).

Une variété de cascades de signalisation intracellulaires et des
voies de transduction de signal ont été proposées pour étre impliquées
dans le contrdle des fonctions testiculaires. Il est bien décrit dans la
littérature que les hormones LH, FSH et les stéroides régulent ces
événements (SCHLATT; EHMCKE, 2014). Dans cette étude, il a été
observé que les hormones thyroidiennes (Tsi et T,), la 1,25-D3 et I'E, ont
des fonctions importantes dans les cellules de Sertoli et germinales au
cours de la premiére vague de la spermatogenése. Cette premiere vague
se produit dans un milieu qui différe des vagues suivantes a la fois de
part la structure / activité des testicules et de I'environnement hormonal
(O’SHAUGHNESSY, 2014).

L'expression des récepteurs des HTs dans les cellules de Sertoli et
dans les cellules germinales se produit tout au long de la phase de
développement du testicule de rat, cependant, il a été montré que les
isoformes TRal et TRa2 sont exprimés en grande quantité dans les
cellules de Sertoli néonatales (BUZZARD et al., 2000; HOLSBERGER,;
KIESEWETTER; COOKE, 2005). Des études avec des modeles
animaux hyperthyroidie et hypothyroidie ont démontré que le poids des
testicules, la production de sperme par jour et l'efficacité de la
production de spermatozoides ont été modifiés (HOLSBERGER;
KIESEWETTER; COOKE, 2005). Aussi, Silva et al. (2011) ont
démontré que les THs ne régulent pas directement l'apoptose des
cellules germinales, mais ils retardent la maturation des cellules de
Sertoli qui se traduit par un retard de l'apoptose des cellules germinales.
Ces résultats confirment I'action des HTs directement dans ces «cellules
nourriciéres», et des perturbations peuvent nuire au développement des
cellules germinales conduisant a l'infertilité masculine.

Les récepteurs de la 1,25-D; et d'E, peuvent étre trouvés dans
plusieurs cellules testiculaires, dans le noyau et sur la membrane
plasmique (CARREAU; HESS, 2010; MENAGAZ et al., 2010b;
CHIMENTO et al., 2010, 2011; ZANATTA et al., 2011b,c). Selon les
récepteurs activés, des voies génomiques ou non génomiques de
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signalisation cellulaire peuvent conduire a des effets biologiques.
Plusieurs données indiquent un cross-talk entre les voies de signalisation
de la 1,25-D; et E; (BLOMBERG-JENSEN, 2014). Dans cette étude, il
a été observé que l'addition d'E, stimule l'absorption du calcium
(événement rapide) dans les testicules, et que la 1,25-D5 peut agir sur les
récepteurs (ESR1 ou ESR2 ou VDR) présents dans la membrane
plasmique qui peut conduire a un cross-talk avec le noyau. En outre, il a
été observé que la 1,25-D3 régule I'expression de génes impligués dans
la signalisation d'E,, ainsi que régule l'expression des genes et des
protéines impliquées dans le cycle cellulaire.

Connaissant I'importance de la fonction des cellules de Sertoli et
de I'équilibre prolifération/apoptose des cellules germinales pendant la
premiére vague de la spermatogenése, la compréhension globale des
mécanismes d’action des THs de la 1,25-D; et des estrogenes dans la
régulation de la spermatogenése pourrait, en plus d’élargir les
connaissances, servir a mieux comprendre les mécanismes de la
production des spermatozoides de qualité et & réduire les causes de
l'infertilité masculine.
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5. CONCLUSION GENERALE

Sur la base des présents résultats, on peut conclure que les
métabolites des HTs, le T3 inverse et le 3,3'-T,, présentent des fonctions
importantes dans les cellules de Sertoli de rats immatures. L'hormone T;
inverse, qui était connue comme inactive, est efficace dans la
stimulation de I'absorption du calcium dans ces cellules. Cet afflux
d'ions, qui caractérise les effets rapides et non génomiques de ce
métabolite, et qui se produit avec la participation de l'intégrine avp3,
différents canaux : canaux calcium voltage-dépendant, canaux chlorure,
canaux potassium, des protéines kinases et du calcium intracellulaire,
aboutit a la stimulation de I'exocytose de ces cellules. Les cellules de
Sertoli synthétisent et sécrétent des produits spécifiques tels que des
protéines bioactives ou de transport, des protéases, des métaboliques
énergétiques, des facteurs de croissance (FUJISAWA, 2001) qui sont
nécessaires pour la survie de cellules germinales, ainsi I'exocytose de
ces produits pour leur utilisation par les cellules germinales sont
critiques pour la fertilité masculine. Le métabolite 3,3-T, est révélé
également efficace pour stimuler I'absorption de calcium dans les
testicules et dans les cellules de Sertoli de rats de 11 jours. Cependant,
d'autres études sont nécessaires, en particulier liées a l'activité des
enzymes désiodases dans les testicules, pour mieux comprendre le
mécanisme d'action impliqué dans ce processus stimulé par le 3,3'-T,.

Les résultats du deuxieme chapitre démontrent que I'E, également
présente des effets importants sur I'absorption de calcium dans les
testicules de rats de 30 jours. Bien que I'E, présentant un pouvoir plus
faible par rapport a I'effet de la 1,25-D5 sur I'absorption de calcium dans
les testicules, les deux hormones stimulent des voies de signalisation
similaires qui aboutissent a I'activation nucléaire. Dans le noyau, ces
hormones peuvent augmenter ou diminuer I'expression des génes. On a
constaté que la 1,25-D; régule I'expression de genes impliqués dans le
mécanisme d'action de I'E, indiquant qu'il peut avoir un cross-talk entre
les voies de signalisation de ces deux hormones dans les cellules de
tubules séminiferes. En outre, I'E; et la 1,25-D5 régulent I'expression de
genes (cyclines Al et B1) et de protéines (cyclines Al et B1, pl6 et
p53) impliquées dans le cycle cellulaire, ce qui suggére I'implication des
deux hormones  dans le contréle de la  balance
prolifération/différenciation des cellules de I'épithélium séminiferes.

Pris ensemble, les résultats présentés ici démontrent I'implication
des hormones thyroidiennes (Ts inverse et 3,3'-T,) sur les cellules de
Sertoli et de la 1,25-D; et I'E, dans des processus importants qui se
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produisent dans les cellules de [I'épithélium séminifére des rats
immatures pendant la premiere vague de la spermatogenese.
Considérant I'importance des hormones thyroidiennes sur le
développement et la fonction des cellules de Sertoli de rats immatures et
la participation de la 1,25-D; et du E, dans le développement et la
différenciation des cellules germinales, la connaissance du mécanisme
d'action de ces hormones dans les cellules testiculaires peut aider dans
les études et le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
pour le traitement des dysfonctions du systeme reproducteur masculin,
aussi bien que, contréler la production de gamétes males de qualité.
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