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RESUME 

Les fonctions testiculaires endocrines et exocrines 
sont soumises ~ un contr61e multifactoriel com- 
plexe, impliquant les gonadotrophines circulantes 
et des signaux produits in s i tu responsables de 
r6gulations locales. Parmi ces facteurs Iocaux, les 
endoz~pines (EZ), ligands endog~nes des r(~cep- 
teurs des benzodiazdpines (BZD), semblent exercer 
un effet stimulant de type intracrine, autocrine 
et/ou paracrine sur la s(~cr6tion leydigienne. Les 
effets des BZD sont relay~s par deux types de 
rdcepteurs, le rdcepteur des BZD de type central 
(CBR) associd au complexe-r~cepteur 
GABAA-canal chlore, et le rdcepteur de type p~ri- 
ph~rique (PBR) principalement Iocalis~ sur la mem- 
brane mitochondriale et tr~s abondant dans les cel- 
lules st~ro'fdog~nes. La recherche de ligands endo- 
g~nes pour ces r(~cepteurs a permis I'identification 
d'une nouvelle famille de peptides, les EZ. 

Toutes les EZ identifi~es b ce jour d(~rivent d'un 
m6me pr(~curseur, le d iazepam-b ind ing  inh ib i to r  
(DBI) dont le clivage prot(~olytique conduit & diff(~- 
rents peptides biologiquement actifs tels que le tri- 
akontat~traneuropeptide DBI17-50 (TTN) ou I'octa- 
d(~caneuropeptide DBI33-50 (ODN), Les EZ sont 
tr~s largement distributes dans le cerveau et dans 
la plupart des organes pdriphdriques en particulier 
les glandes stdro'l'dog~nes, Le. surrdnale, testicu- 
le... 

Diff~rents travaux rdalisds chez le rat sugg~rent 
I 'existence d'une impl icat ion des EZ dans le 
contr61e de la st~roTdogen6se testiculaire. Ainsi, 
I'expression du g~ne du DBI et la pr(~sence de pep- 
tides apparent6s au DBI dans les cellules de Serto- 

li, de Leydig et dans certaines cellules germinales 
ont ~t~ d~montr~es. En outre, les EZ sont capables 
de stimuler la liberation de progesterone et de tes- 
tosterone par des cellules de Leydig de rat en cul- 
ture et par des cellules de Leydig des lign~es 
tumorales MA-10 ou R2C. Enfin, des ~tudes phar- 
macologiques ont montr~ que les effets des EZ sur 
la stdro'fdogen~se testiculaire du rat s'exercent via 
I'activation d'un PBR. Le PBR serait alors le dernier 
maillon d'une chafne d'interactions prot~iques per- 
mettant la transduction des signaux de stimulation 
de la st~ro'='dogen~se, aboutissant ~ la transloca- 
tion du cholest(~rol vers la membrane mitochon- 
driale interne, ok il est converti en pr6gn~nolone, 
grace ~ I 'act ion enzymatique du cytochrome 
P450scc. 

Mots Cl~s : endoz6pines, recepteurs des benzodiaz6- 
pines, st6ro'tdogen~se testicu/aire 
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I. I N T R O D U C T I O N  

Le testicule adulte a deux fonctions majeures et compl6- 
mentaires : la g6n~ration des gametes (fonction exocrine) 
et la sfcr6tion de st6roides sexuels (fonction endocrine). 
Ces fonctions endocrine et exocrine sont soumises h un 
contr61e multifactoriel complexe impliquant notamment 
les gonadotrophines d'origine hypophysaire, LH et FSH, 
mais 6galement de nombreux facteurs produits localement 
susceptibles de participer aux r6gulations autocrine, para- 
crine et/ou intracrine [125]. De nombreuses donn6es obte- 
nues ?a partir de mod6les animaux sugg6rent que les EZ, 
ligands endog~nes des r6cepteurs des benzodiaz6pines 
(BZD), pourraient s'inscrire darts la liste des facteurs 
locaux capables de contr61er la st6roi'dogenbse testiculaire. 

En raison de leurs propri6t6s anxiolytiques, hypnotiques, 
myo-relaxantes, anticonvulsivantes et s6datives, les BZD 
constituent l'une des classes de m6dicaments les plus fr6- 
quemment prescrits dans les pays industrialis6s [23]. Les 
principaux repr6sentants de cette classe th6rapeutique, dont 
le chef de file est le diaz6pam (Valium| Roche), sont 
r6pertori6s darts le Tableau 1, Ces diff6rents compos6s pos- 
s~dent des propri6tds pharmacologiques distinctes notam- 
ment en raison d'affinit& diff6rentes pour les sites de liai- 
son des BZD. 

II. SITES DE LIAISON DES 
BENZODIAZEPINES 

Bien que les BZD aient 6t6 commercialis6es d6s le d6but 
des ann6es 1960, leurs sites de liaison n'ont 6t6 mis en 6vi- 
dence qu'~ la fin des ann6es 1970 [25, 91,131]. Les 6tudes 
r6alis6es ~ l'aide du diazepam et du flunitrazepam triti6s 
ont permis d'identifier dans le cerveau des mammif~res, 
des sites de liaison sp6cifiques, saturables et de haute affi- 
nit6 pour les BZD. La synth&e de nombreuses BZD a 
conduit ~t distinguer deux types de r6cepteurs d6signds 
r6cepteurs centraux et p6riph6riques. Les r6cepteurs de 
type central (CBR) sont essentiellement pr6sents dans le 
cerveau [29, 91] et sont associ6s au complexe r6cepteur- 
canal chlore de l'acide "/-aminobutyrique de type A (R- 
GABAA) [39, 40, 59]. Les r6cepteurs de type p6riph6rique 
(PBR) sont exprim6s ~ la lois dans le cerveau et dans la 
plupart des organes extra-c6r6braux [17, 41, 60]. 

1. R~cepteurs de type central (CBR) 

Le complexe r6cepteur GABAA/canal chlore/BZD est 
compos6 de 5 sous-unit6s formant un canal perm6able aux 
ions chlorures, dont l'ouverture est contr616e par le GABA 
[93] (Figure 1). Actuellement, 8 classes de sous-unit6s 
polypeptidiques (c~, [3, "/, 8, p, e, n e t  0) ont 6t6 identifi6es 
et certaines pr6sentent diff6rentes isoformes [24, 64, 110, 
122, 123, 128]. Malgr6 la trbs grande diversit6 des combi- 

naisons th6oriquement possibles ~ partir de ces sous-unit6s 
[65], les 6tudes 61ectrophysiologiques, immunohistochi- 
miques et biochimiques d6montrent la pr6dominance d'un 
petit nombre d'associations correspondant ~t des stoechio- 
m6tries de type 2c~21317 [35, 135] ou 2cdl31y1y/8 [12, 18, 
89]. Le site GABA, proprement dit est localis6 h l'interfa- 
ce des sous-unit6s o~ et ~ [128] alors que le site de liaison 
des BZD a initialement 6t6 localis6 sur la sous-unit6 o~. 
Cependant, il a 6t6 depuis d6montr6 que l'action des BZD 
sur le R-GABA, n6cessite en plus de la sous-unit6 o~, la 
pr6sence d'une sous-unit6 ], [27, 109]. Des exp6riences de 
mutagenSse dirig6e sugg~rent que les BZD se lient au sein 
d'une cavit6 situ6e h la surface du r6cepteur GABAA et 
localis6e a l'interface des sous unit& o~ et ~, [44]. 

I1 est clairement 6tabli que les BZD, en interagissant avec 
le CBR, potentialisent les effets du GABA [36, 47, 48, 
124]. Ainsi, les agonistes des CBR, tels que le diaz6pam et 
le clonaz6pam, ont un effet potentialisateur sur la transmis- 
sion GABAergique [47] et poss~dent de ce fait des pro- 
pri6t6s anxiolytiques. Le seul antagoniste comp6titif identi- 
fi6 ~t ce jour est le flumazdnil (Ro15-1788) [51, 53, 66]. 
Celui-ci est utilis6 en clinique pour contrecarrer les effets 
des BZD lors d'un surdosage volontaire ou accidentel. 

La pr6sence des CBR a 6t6 mise en 6vidence, par des tech- 
niques de liaison, d'immunohistochimie et d'hybridation in 
situ, dans de nombreuses r6gions du cerveau, en particulier 
dans le cortex [45], le striatum [138], le systSme limbique 
[99], la substance noire [94] et le cervelet [16]. Dans le 
syst~me nerveux central (SNC), les CBR sont principale- 
ment exprim6s dans les neurones mais 6galement darts les 
cellules gliales [33, 136]. La pr6sence des CBR a 6gale- 
ment 6t6 raise en 6vidence dans l'hypophyse [21] et dans 
certains organes p6riph6riques tels que les glandes salivai- 
res [145] et la surr6nale [108]. 

2. R6cepteurs de type p6riph~rique (PBR) 

Les BZD se lient 6galement 7t d'autres r6cepteurs localis6s 
la fois dans le cerveau au niveau des cellules gliales [84] 

mais surtout hors du SNC lesquels, de ce fait, sont d6si- 
gn6s r6cepteurs des BZD de type p6riph6rique (PBR) [29, 
58, 137]. Ces r6cepteurs se distinguent pharmacologique- 
ment des CBR car ils ne reconnaissent nile clonazdpam ni 
le flumaz6nil [74, 75, 119]. En revanche, ils pr6sentent une 
affinit6 nanomolaire pour le 4'-chlorodiaz6pam (Ro5- 
4864) [84, 139]. En outre, plusieurs mol6cules chimique- 
ment diff6rentes des BZD et sp6cifiques de ce r6cepteur 
ont 6t6 d6velopp6es. I1 s'agit de d6riv6s des isoquinolines 
carboxamides (PKll195, PK14105) [76, 77], des imidazo- 
pyridines telles que l'alpidem [8] et des indoleac&amides 
(FG1N-1-27) [69, 117]. 

Le PBR est un complexe h6t6rom6rique form6 d'au moins 
trois sous-unit6s prot6iques diff6rentes : une prot6ine de 
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Table I : Tableau r#capitulatif des principales benzodiaz~pines 

Indications 
DCl DC Formule 

principales 
I CH3 o 

Diaz~pam Valium| S'I '~ ~ Anxiolytique 
C I ~ ~ N  

C8H5 

Sp~cificit~ 

Ligand mixte 
CBR/PBR 

Lexomil| Anxiolytique Bromaz~pam Anyrex| 

chlordiaz~poxide Librium| Librax| (1 ere commercialis~e, 
1960) Anxiolytique 

Nordaz6pam Nordaz| Anxiolytique 

Oxaz6pam Saresta| Anxiolytique 

Chloraz6pate Tranxene| Anxiolytique 

Alprazolam Xanax| Anxiolytique 

Loraz6pam T~mesta| Anxiolytique 

Nitraz6pam Mogadon| Hypnotique 

Lorm6taz~pam Noctamide| Hypnotique 
CH3 0 

Flunitraz~pam Rohypnol| N ~ ~  
Narcozep| o~N N Hypnotique 

Clonaz~pam Rivotril| 

E 
t O 

Anticonvulsivant, 
Anti~pil~ptique 

Agoniste 
CBR/ 
antagoniste 
PBR 

Agoniste 
sp~cifique 
des CBR 

Midazolam Hypnovel| 
Anesth6sique, 
hypnotique, 
s6datif 

Flumaz~nil = Anexate| 
Ro 15-1788 

o 

o 

Antidote = 
Antagoniste des 
benzodiaz6pines 
lots 
d'intoxications ou 
d'anesthasies 

Antagoniste 
sp6cifique du 
CBR 

4'-chlorodiaz6pam = 
Ro5-4864 

Effets 
comp, gr - 
tementaux: 
Propri6t~s 
anxiog6niques et 
convulsivantes 

Agoniste 
sp6cifique du 
PBR 

D C I "  d6nominat ion  c o m m u n e  internat ionale  ; DC �9 d6norninat ion commerc ia le .  

275 ............ 



CI- 

Figure 1 : Representation sch#matique du CBR associ~ au complexe r~cepteur GABAA-canal chlore. Les agonistes CBR, qui agissent 
comme des modulateurs allost#riques, potentialisent l'effet du GABA sur le courant chlore. Les endoz#pines (EZ) qui, ~ la fafon des b- 
carbolines, agissent comme des agonistes inverses, inhibent l'effet du GABA sur le r#cepteur GABA A. 
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liaison aux isoquinolines carboxamides, un canal anio- 
nique voltage-d6pendant et un transporteur des nucl6otides 
?a ad6nine [56, 86, 129]. 

Les premibres tentatives de purification du PBR ont permis 
de caract6riser la premiere de ces sous-unit6s, une prot6ine 
de 18 kDa [7, 114, 130] qui poss~de une affinit6 nanomo- 
laire pour les isoquinolines carboxamides e ta  de ce fait 6t6 
d6nomm6e isoquinoline-binding protein ou IBP [107]. 
L'ADNc de cette sous-unit6 a 6t6 clon6 chez le rat [70, 
130], l 'homme [113], le bceuf [107] et la souris [56]. I1 
code une prot6ine de 169 acides amin6s dont la structure 
primaire est bien conserv6e puisque l'on retrouve environ 
80% d'identit6 dans les espbces mammif~res 6tudi6es. Le 
g~ne codant pour la prot6ine IBP est compos6 de 4 exons 
[83]. Chez l'homme, deux ARNm r6sultant d'un processus 
d'6pissage alternatif ont 6t6 caract6ris6s : une forme lon- 
gue et une forme tr~s courte d6pourvue de l'exon 2, inca- 
pable de coder la prot6ine du PBR. Cette forme courte est 
exprim6e en quantit6s plus importantes que la forme lon- 
gue chez les patients atteints d'hyperplasie surr6nalienne 
lipo'fde cong6nitale [57, 83]. 

A partir de la structure primaire de la prot6ine, un module 
tridimensionnel a 6t6 d6velopp6 en utilisant des simula- 
tions mol6culaires dynamiques. Ces 6tudes de mod61isa- 
tion ont r6v616 l'existence de 5 domaines transmembranai- 
res, organis6s en 5 h61ices alpha, qui pourraient constituer 
un canal pour le cholest6rol [100]. En outre, un site de 
reconnaissance/interaction pour le cholest6rol a pu ~tre 
caract6ris6 ~ 1' extr6mit6 C-terminale de la prot6ine [81 ]. 

Mc Enery et al. [86] ont montr6 que la prot6ine IBP est co- 
purifi6e avec deux autres prot6ines de masse respectives 
32 et 30 kDa, lesquelles correspondent respectivement h un 
canal anionique voltage-d6pendant (VDAC) de grand dia- 
m~tre et de forte conductance, et ~t un transporteur des 
nucl6otides ~t ad6nine (ANC). Alors que les isoquinolines 
carboxamides peuvent se lier h la prot6ine IBP seule, la 
liaison des BZD sur leurs sites sp6cifiques au niveau des 
sous-unit6s VDAC et ANC n6cessite l'interaction des trois 
sous-unit6s [56, 100, 129]. Le PBR serait donc un com- 
plexe multiprot6ique ternaire (IBP/VDAC/ANC) dans 
lequel, un groupe de 4 ?~ 6 mol6cules d'IBP serait associ6 ~t 
la prot6ine VDAC favorisant ainsi la formation d'un pore 
[22, 100, 103] (Figure 2). 

Chez les mammif~res, les PBR sont pr6sents dans les cel- 
lules gliales du SNC [84] et dans la majorit6 des organes 
p6riph6riques [4]. Dans ces derniers, les PBR sont particu- 
li~rement abondants dans les glandes endocrines telles que 
la surr6nale, le testicule, l'ovaire et le placenta [41, 49, 88, 
137]. On trouve 6galement des quantit6s importantes de 
PBR dans le rein, le coeur, l'ut6rus [137] ainsi que dans les 
6rythrocytes et les plaquettes [15, 98]. Des exp6riences de 
liaison r6alis6es ?~ l'aide de ligands radioactifs sp6cifiques 

des PBR ont r6v616 une distribution diff6rentielle de ces 
r6cepteurs dans divers organes. Chez le rat, les PBR ont 
ainsi 6t6 mis en 6vidence dans le cortex surr6nalien [41], le 
tissu testiculaire interstitiel [55], le tubule contourn6 distal 
et la branche ascendante de l'anse de Henl6 du rein [60]. 
Des 6tudes immunohistochimiques utilisant des anticorps 
dirig6s contre la sous-unit6 prot6ique de 18 kDa du PBR 
ont confirm6 cette distribution diff6rentielle [97]. 

Des exp6riences de liaison du PK11195, ligand sp6cifique 
des PBR, men6es dans la surr6nale, le testicule, le poumon, 
le rein, le cceur, le muscle squelettique, le foie et le cerveau 
du rat ont montr6 que les PBR sont localis6s au niveau de 
la membrane mitochondriale [5, 6, 14, 95, 96]. Des 6tudes 
compl6mentaires r6alis6es dans la surr6nale [5], le rein et 
le foie [95, 96] ainsi que dans la cellule de Leydig [103] 
ont permis de pr6ciser la localisation des PBR sur la mem- 
brane mitochondriale externe. Cependant, la pr6sence de 
PBR sur la membrane mit0chondriale interne a 6galement 
6t6 rapport6e dans le poumon du cobaye [92] ce qui sugg~- 
re que ces r6cepteurs pourraient 8tre localis6s au niveau 
des sites de contact entre les membranes mitochondria!es 
internes et externes [103]. 

L'existence de PBR au niveau de la membrane plasmique a 
6galement 6t6 d6crite dans la surr6nale de souris [97], dans 
le testicule de rat et dans la lign6e tumorale h cellules de 
Leydig de souris MA-10 [55], ainsi que dans les cellules 
h6matopo~6tiques humaines [19, 34, 144]. 

La densit6 des PBR dans les diff6rents tissus semble 8tre 
sous contr61e hormonal. Ainsi, chez le rat, l'hypophysecto- 
mie provoque une r6duction tr~s importante des quantit6s 
de PBR darts la glande surr6nale, le testicule et l'ovaire [3, 
13, 50]. La ddpl6tion en PBR est r6vers6e par un traitement 
substitutif ?~ I'ACTH et/ou aux gonadotrophines. La castra- 
tion du rat male entra~ne 6galement une diminution impor- 
tante des taux de PBR surr6naliens, effet qui est aboli par 
l'administration d'ac6tate de testost6rone [2, 141]. 

III. LES ENDOZEPINES : LIGANDS ENDO- 
GENES DES RECEPTEURS DES BENZODIA- 

ZEPINES 

La raise en 6vidence de l'existence de sites de liaison sp6- 
cifiques pour les benzodiaz6pines a tout naturellement 
conduit h rechercher les ligands endog~nes de ces r6eep- 
teurs. C'est ainsi qu'un polypeptide de 10 kDa, le diaze- 
pare-binding inhibitor (DBI) a pu 8tre isol6 h partir du cer- 
veau de rat en raison de sa capacit6 h d6placer de fa~on 
comp6titive la liaison des benzodiaz6pines h leurs r6cep- 
teurs [38, 62]. Le DBI est un peptide de 86 acides amines 
dont la s6quence est bien conserv6e d'une esp~ce h l'autre 
(Figure 3). Le DBI peut donner naissance par clivage pro- 
t6olytique h plusieurs peptides biologiquement actifs tels 
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ca~xamides 
(PKl1~95, PK~4~O~ 

C iopl me 

( R o S @ ,  flunltraz6pam) 

--G 

Figure 2 : Repr&entation sch6matique du PBR mitochondrial. 

Les endoz#pines (DBI, TTN) en se liant sur le PBR entra[nent des modifications de la conformation de ce r~cepteur et permettent ainsi le 
transfert du cholest&ol vers l'int~rieur de la mitochondrie via la sous unit# IBP. I1 en r&ulte une synthbse intramitochondriale de pr~gn& 
nolone ~ partir du cholest&ol. IBP, isoquinoline-binding protein; VDAC, voltage-dependent anionic channel; ANC, adenine nucleotide 
carrier. 

l~ . f '  

I~rr 

OD~ 

Figure 3 : Comparaison des s~quences en acides amin& du diazepam-binding inhibitor (DBI) de rat, de souris, de bwuf, de porc et 
humain. Les acides aminJs figur6s en bleu sont les acides aminds qui diffbrent par rapport ~ la s#quence de rat. Les acides amin& 
basiques indiqu& en rouge constituent des sites potentiels de clivage prot6olytique, permettant notamment la formation du triakontat~tra- 
neuropeptide (TTN) et de l'octaddcaneuropeptide (ODN). 
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que le triakontaseptaneuropeptide DBI39-75, le triakonta- 
t6traneuropeptide DBI17-50 (TTN) et l'octadtcaneuropep- 
tide DBI33-50 (ODN) [51, 126, 127] (Figure 3). L'ODN 
prtsente une affinit6 61evte pour les CBR [20, 51,127] et 
module n6gativement la transmission GABAergique, alors 
que le TTN [20, 127] se lie pr6ftrentiellement aux PBR. 
Le DBI quant h lui est un ligand mixte pour les deux types 
de r6cepteurs [117]. 

Le g~ne du DBI est largement exprim6, tant au niveau du 
SNC que dans la plupart des organes ptriph6riques [61]. 
Dans le cerveau des mammif~res, le DBI est essentielle- 
ment pr6sents dans les cellules gliales [133]. Le DBI et les 
peptides apparentts sont 6galement tr~s abondants dans les 
organes st6ro]'dog~nes riches en PBR, tels que le cortex 
surrtnalien, le testicule et l'ovaire [1, 28, 68, 78, 112, 118, 
133, 134] ce qui sugg~re que les EZ pourraient 8tre impli- 
qu6es dans la rtgulation de la sttro'fdogen~se. En accord 
avec cette hypoth~se, les 6tudes men6es sur difftrents 
modules animaux de cellules sttro[dogbnes - mitochon- 
dries isol6es ?~ partir de cellules de lign6es tumorales corti- 
cosurrtnaliennes (Y-l), leydigiennes (MA-10 ou R2C) 
[11], de cerveau ou de glioblastome de rat ; cellules de 
Leydig de rat ou corticosurtnaliennes de grenouille en cul- 
ture ; explants d'hypothalamus de grenouille - montrent 
que les EZ stimulent la biosynth~se des hormones sttro'f- 
des et des neurosttro'/des [32, 42, 43, 54, 55, 79, 87, 102]. 
Certaines donn6es obtenues in vivo semblent 6galement 
confirmer cette hypoth~se. Ainsi, chez le rat, il a 6t6 mon- 
tr6 qu'un traitement par le diazepam entra~ne une augmen- 
tation des taux plasmatiques de corticost6rone [85] et de 
testosttrone [37]. 

IV. IMPLICATION DES ENDOZEPINES 
DANS LE CONTROLE DE LA STEROIDO- 

GENESE TESTICULAIRE CHEZ LES 
MAMMIFERES 

Difftrentes donntes obtenues principalement chez le rat, 
sugg~rent que les EZ pourraient agir comme des facteurs 
locaux capables de rtguler de fagon autocrine, paracrine 
et/ou intracrine la biosynth~se des st6ro'fdes par les cellules 
de Leydig. 

1. Pr6sence des EZ dans le testicule 

La prtsence d'ARNm du DBI dans les cellules de Leydig 
de rat a 6t6 mise en 6vidence par hybridation in situ [68, 
112]. Ces donntes confirment les rtsultats anttrieurs obte- 
nus par analyse de Northern blot, montrant la prtsence de 
quantitts importantes d'ARNm du DBI dans des homog6- 
nats testiculaires [61, 90, 140]. Une &ude plus rtcente a 
6galement montr6 l'expression de I'ARNm du DBI dans 
les spermatides rondes des tubules stminiftres et, ?a un 
moindre degr6, dans les cellules de Sertoli chez le rat [68]. 

Parall~lement, la pr6sence d'une immunortactivit6 de type 
DBI a 6t6 observte par immunohistochimie dans le cyto- 
plasme des cellules de Leydig [28, 55, 68, 112, 120] ainsi 
que dans les cellules de Sertoli [55, 68, 120]. En outre, la 
mise en 6vidence de peptides apparentts au DBI dans le 
fluide interstitiel testiculaire ainsi que dans les milieux 
conditionnts h partir de cellules de Sertoli de rat en culture 
ou de cellules tumorales MA-10 confirme que ces deux 
types cellulaires secr~tent des EZ et seraient donc h l'origi- 
ne du DBI ddtect6 dans le fluide interstitiel [55]. Une 
immunor6activit6 de type DBI est 6galement pr6sente dans 
les cellules de la lign6e germinale correspondant aux sta- 
des tardifs de la difftrenciation germinale, ~t savoir les 
spermatides allongtes (stade VI) et les spermatozoa'des 
[68]. 

2. Effets des EZ sur la st6ro'idogen~se testiculaire 

Des travaux r6alis6s sur diff6rents modules animaux, ont 
permis de montrer que le DBI et les peptides d6riv6s sti- 
mulent la st6roYdogen~se testiculaire. Ainsi, le DBI pufifi6 
h partir du testicule de rat active le transport mitochondrial 
du cholesterol et stimule de fa~on dose-d6pendante la for- 
mation de testost6rone ou de pr6gn6nolone par des cellules 
de Leydig de rat en culture ou des cellules de la lign6e 
tumorale MA-10 [55]. Un effet stimulant du DBI et du 
TTN sur la biosynth~se de pr6gn6nolone et de testost6rone 
a 6galement 6t6 observ6 lors d'exp6riences r6alis6es sur 
des mitochondries isol6es h partir de ces cellules MA-10 
[55, 102]. 

Par ailleurs, le DBI potentialise l'effet stimulant de faibles 
doses d'hCG sur la formation de progesttrone et de testos- 
t6rone par les cellules MA-10 et des cellules de Leydig de 
rat en culture, respectivement [55]. De plus, l'addition de 
DBI purifi6 ou recombinant h un syst~me enzymatique de 
clivage de la chaine lattrale du cholesttrol reconstitu6 in 

vitro stimule la conversion du cholesttrol en prtgntnolone 
[30]. Rtciproquement,  le traitement de cellules R2C 
(lignte tumorale de cellules de Leydig de rat produisant 
des sttro'fdes de fa~on constitutive [52, 121]) avec un oli- 
gonucleotide antisens pour le DBI, entra~ne une inhibition 
de la production de progest6rone [54], ce qui sugg~re que 
le DBI endog~ne exerce une stimulation tonique sur la stt- 
ro'fdogen~se dans ces cellules. Dans ces mSmes cellules, le 
DBI induit une stimulation dose-dtpendante de la produc- 
tion de progesttrone par des mitochondries isol6es [54]. 
De plus, il a 6t6 montr6 que la pr6sence du DBI 6tait 
indispensable h la stimulation aigu~ de la sttro'fdogen~se 
par les hormones trophiques. En effet, la dtpl6tion en DBI 
dans des cellules de Leydig tumorales MA-10 provoque 
une inhibition de la production de sttroi'des induite par les 
gonadotrophines [26]. 

Ces donn6es sugg~rent donc que le DBI est important pour 
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le maintien de la stEro~'dogenEse constitutive et qu'il pour- 
rait Egalement ~tre impliquE dans les mEcanismes de rEgu- 
lation hormonale de la biosynth~se de prEgnEnolone [31, 
104]. 

3. R~cepteurs impliqu~s dans le contr61e de la st6ro'i- 
dogen~se testiculaire par les endoz6pines 

Dans tousles tissus stEro~dog~nes, la biosynth~se des stE- 
to'ides dEbute par le clivage de la chaine latErale du choles- 
tErN pour former la prEgnEnolone. Cette reaction est cata- 
lysEe par le cytochrome P450scc qui est localisE au niveau 
de la membrane mitochondriale interne. L'Etape limitant la 
vitesse de ce processus est la transl0cation du cholesterol 
provenant des stocks intracytoplasmiques vers la membra- 
ne mitochondriale interne off est localisE le cytochrome 
P450scc. 

De nombreuses donnEes semblent indiquer que les PBR 
pourraient jouer un r61e majeur dans ce transport mito- 
chondrial du cholesterol [71, 104]. Ainsi, le fait que les 
PBR soient principalement localisEs au nivean de la mem- 
brane mitochondriale externe [5, 92, 96] et leur abondance 
dans les tissus endocrines stEro~'dogbnes [17, 41] sugg~rent 
un r61e des PBR dans la stEro~dogen~se. En outre, divers 
ligands des PBR (Ro5-4864, PKl1195, PK14067) stimu- 
lent la biosynth~se des stEro'/des par les cellules de Leydig 
in vitro [100, 102, 105, 115]. De m~me, une stimulation 
dose-dEpendante de la biosynth~se de prEgnEnolone par les 
agonistes PBR a ErE observEe sur des mitochondries intac- 
tes isolEes h partir de cellules de Leydig, mais pas sur les 
mitoplastes (mitochondries dEpourvues de membrane 
externe). Les PBR n'agissent donc pas par stimulation 
directe du P450scc [105] mais semblent plut6t augmenter 
la stEro~'dogen~se en permettant l'activation du transport 
intramitochondrial du cholesterol [105, 115]. 

Parall~lement h leur effet sur la stEroYdogen~se spontande, 
les PBR semblent impliquEs dans la regulation hormonale 
de la biosynthEse des stEroYdes [106]. Ainsi, les ligands 
spOcifiques des PBR, tels que le Ro5-4864, augmentent in 
vitro la sEcrEtion de testosterone stimulEe par I'hCG dans 
le testicule de rat dEcapsulE et dans les cellules interstitiel- 
les en suspension [115, 116]. En revanche, le flunitrazE- 
pare, qui se lie au PBR avec une affinitE nanomolaire, inhi- 
be de fagon dose-dEpendante la stEro~'dogen~se constitutive 
darts les cellules de la lignEe R2C [5:4] et la stEro'/dogen~se 
stimulEe par la LH/hCG ou I'AMPc dans les cellules de la 
lignEe MA-10, via sa liaison au PBR [106]. Le flunitrazE- 
pare bloque Egalement l'effet stimulateur du DBI sur la 
synthSse de stEro~des [102, 106]. De plus, il a EtE montrE 
que le flunitrazepam inhibe la formation de prEgnEnolone 
dans des preparations de mitochondries isolEes, en rEdui- 
sant le transport du cholesterol vers la membrane mito- 
chondriale interne. 

Ces observations couplEes ~ des Etudes de dEplacement de 
la liaison du flunitrazepam h l'aide de diffErents ligands 
des PBR confirment que l'action antagoniste du flunitraze- 
pam sur la stEroYdogen~se stimulEe par la LH/hCG ou le 
DBI met en jeu les PBR et que la stEroYdogen~se hormono- 
induite implique la participation des PBR [100, 104]. 

L'implication directe des PBR dans la stEro'/dogenbse des 
cellules de Leydig a Egalement EtE confirmEe par des expE- 
riences de mutagEn~se dirigEe. I1 a ainsi EtE montrE dans 
deux lignEes de cellules de Leydig tumorales (MA-10, 
R2C) que l'invalidation ciblde du gSne de la sous-unitE 18 
kDa du PBR [67, 101] entra~ne une diminution de la pro- 
duction des stEroYdes. En outre, dans les cellules n'expri- 
mant pas le PBR, la production de stEroi'des peut ~tre 
induite par 1' ajout d'un dErivE hydrosoluble du cholesterol, 
le 22R-hydroxycholestErol, capable de traverser librement 
la membrane mitochondriale externe [ 101 ]. 

L'ensemble de ces donnEes montre que les EZ produites 
par les cellules de Leydig, de Sertoli et certaines cellules 
germinales chez le rat sont potentiellement capables de 
rEguler de fa~on intracrine et/ou autocrine/paracrine la stE- 
ro~'dogenbse testiculaire via leur interaction avec les PBR. 

4. Hypotheses concernant le m~canisme d'action des 
EZ et des PBR dans le contr61e de la st~ro'idoge- 
n~se 

DiffErentes observations semblent indiquer que le PBR 
pourrait ~tre le maillon final d'une chaine d'interactions 
protEines-protEines permettant la stimulation de la stEroi- 
dogen~se par les hormones trophiques. Comme nous l'a- 
vons vu, le PBR possbde une haute affinitd pour le choles- 
terol [73, 82], et participe au transfert de ce dernier de la 
membrane mitochondriale externe vers la membrane mito- 
chondriale interne. La translocation du cholesterol apparait 
comme un processus dynamique impliquant des interac- 
tions protEiques notamment entre le complexe PBR et la 
protdine StAR (steroidogenic acute regulatory protein) 
dont les niveaux d'expression sont, comme ceux du PBR, 
sous contrEle hormonal. Des travaux rEcents semblent 
indiquer que le PBR et la protEine StAR sont Etroitement 
associEs au niveau de la membrane mitochondriale exteme 
et agissent de concert pour favoriser le transport du choles- 
terol h l'intErieur de la mitochondrie [132, 142]. Comme 
pour le PBR, la repression de StAR par l'utilisation d'un 
oligonuclEotide antisens entra~ne une inhibition de la stE- 
roYdogenbse induite par I'hCG dans les cellules MA-10 
[631. La protdine STAR, au mOme titre que le PBR, joue 
donc un r61e essentiel dans la stimulation aigu~ de la stE- 
roYdogenSse induite par les hormones trophiques. 

D'autres facteursprotEiques semblent Egalement impliquds 
dans cette cascade de reactions, tels que la protEine PAP-7 
(PBR-associated protein). I1 a ainsi EtE montrE que la pro- 

2 8 0  ~ - ~ = ~  



t6ine PAP-7 6tait capable d'interagir non seulement avec le 
PBR mitochondrial, mais aussi avec la sous-unit6 RIa 
cytosolique de la prot6ine kinase A (PKA) dans les cellules 
MA-10 [80]. L'utilisation d'un oligonucl6otide antisens 
pour PAP-7 entra~ne 6galement une inhibition de la st6ro'i- 
dogen~se stimul6e par I'hCG montrant que cette prot6ine 
est l'un des 616ments fonctionnels de la cascade de signali- 
sation induite par les hormones et aboutissant ?a la synthbse 
des st6ro'ides. 

La pr6sence de sites potentiels de phosphorylation par les 
prot6ines kinases au sein de PAP-7 suggbre que la 
phosphorylation de la prot6ine pourrait faciliter son inter- 
action avec le PBR (Figure 4). En outre, PAP-7 pourrait 
agir comme une prot6ine d'ancrage de la PKA, amenant 
celle-ci jusqu'~ la mitochondrie ot~ la phosphorylation de 
substrats prot6iques sp6cifiques, tels que la prot6ine STAR, 
pourrait induire la r6organisation topographique et fonc- 
tionnelle du PBR [63]. En effet, il a 6t6 montr6 que la 
phosphorylation de StAR 6tait responsable, au moins en 
partie, de la r6gulation de la st6ro]dogen~se par les hormo- 
nes [9]. 

Les quelques donn6es de la litt6rature disponibles ?~ ce jour 
[63, 80, 111, 142] semblent donc indiquer que la prot6ine 
StAR cytoplasmique pourrait jouer le r61e de transporteur 
du cholest6rol permettant 1' adressage de celui-ci ?~ la mem- 
brane mitochondriale exteme off il pourrait alors ~tre trans- 
fer6 vers la membrane interne via le PBR. 

Parall~lement, la prot6ine PAP-7 faciliterait l'interaction 
de la PKA avec diff6rentes prot6ines cibles (STAR, sous- 
unit6 de 18 kDa du PBR [143] . . . .  ) modifiant ainsi l'or- 
ganisation spatiale du PBR mitochondrial, ce qui aurait 
pour effet de favoriser la formation d'un canal transpor- 
teur du cholest6rol [100]. Les EZ pourraient quant ?t elles 
modifier la conformation du PBR afin de permettre le 
transport du cholest6rol et/ou faciliter les interactions 
PBR-StAR ou le transfert du cholest6rol de StAR vers 
PBR (Figure 4). 

Le transport du cholest6rol, et par cons6quent la formation 
des st6ro~des chez le rat, r6sulte donc d'un encha~nement 
complexe d'interactions prot6ines-prot6ines dont les acteurs 
principaux sont les EZ, les PBR et la prot6ine STAR. 

hOG 

Ce~tute~ 
L~yd~ 

Figure 4 : ReprEsentation schEmatique d'un modble dEcrivant le m~canisme d'action des EZ dans la r~gulation de la stEro~logenbse testi- 
culaire basale et stimul~e par l'hCG. La prot#ine StAR lie le cholesterol dans le cytoplasme et le transporte jusqu'fi la mitochondrie oh il 
est transf~r~ vers le PBR. Le PBR, suite ~ son interaction avec diffdrentes prot#ines (en particulier Ies EZ), subirait alors des modifications 
eonformationnelles le rendant apte it transporter le cholesterol vers l'intdrieur de la mitochondrie. La prot~ine PAP-7, en s'associant a u  

PBR, favoriserait l'interaction des PKA avec d'autre prot~ines cibles, et modifierait ainsi la configuration et la fonction du PBR mitochon- 
drial. Par ailleurs, le PBR serait ~galement localisd au niveau de la membrane plasmique et un effet stimulateur des EZ a dt~ observd sur 
des cellules intactes, sugg~rant que les EZ pourraient agir en tant que facteurs hormonaux ou paracrines pour contrSIer la st#ro~dogenbse 
testiculaire. 
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V. C O N C L U S I O N  

L'ensemble de ces donn6es montre donc que, chez le 
rat, les EZ produites dans le testicule s'inscrivent dans 
la liste des nombreux facteurs capables de r6guler de 
fa~on intracrine, autocrine et/ou paracrine la st6ro'ido- 
gen~se testiculaire, tant basale que stimul6e par la 
LH/hCG. Ce contrOle endoz~pinergique de la st~ro'ido- 
gen~se testiculaire du rat s'effectue via un PBR mito- 
chondrial qui pourrait ~tre le maillon final d'une chai- 
ne complexe d'interactions prot6ines-prot6ines permet- 
tant la transduction des signaux de stimulation. 

Chez l'homme, quelques rares donn6es obtenues in vivo 
sugg~rent que, comme chez le rat, les EZ pourraient 
moduler la st~ro'idogen~se testiculaire. II a ainsi 6t~ 
montr~ chez certains patients qu'un traitement par le 
diazepam ou l'oxazepam provoquait une augmentation 
des taux plasmatiques de testosterone [10, 46, 72]. Par 
ailleurs, des 6tudes r~alis~es in vitro dans notre labora- 
toire, indiquent que chez l'homme, il existe une produc- 
tion intratesticulaire d'EZ. En outre, ces EZ seraient 
capables de stimuler la production basale de testostero- 
ne par des fragments de tissu testiculaire humain en 
p~rifusion [Duparc et al., donn6es non publi6es]. 
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endogenous ligands for benzodiazepine receptors, 
seem to exert an intracrine, autocrine and/or para- 
crine stimulatory effect on Leydig cell testosterone 
production. Benzodiazepine effects are mediated by 
two types of receptors, i.e. the central-type benzo- 
diazepine receptor (CBR) associated with the 
GABAA-receptor complex, and the peripheral-type 
benzodiazepine receptor (PBR) principally located 
on the mitochondrial  membrane and extremely 
abundant in steroidogenic cells. All EZ characteri- 
zed to date are derived from an 86 amino acid poly- 
peptide called diazepam binding inhibitor (DBI) that 
generates, via proteolytic cleavage, several biologi- 
cally active peptides including the triakontatetra- 
neuropeptide DBI17-50 (TTN) and the octadecaneu- 
ropeptide DBI33-50 (ODN). EZ are widely distributed 
in the brain and various peripheral organs, particu- 
larly in steroidogenic glands. A number of data sug- 
gest that, in rats, EZ could regulate testicular steroi- 
dogenesis. Firstly, DBI gene expression and the pre- 
sence of DBl-like peptides have been shown in Ser- 
toli cells, Leydig cells and in late-differentiated germ 
cells. Moreover, EZ are able to stimulate progestero- 
ne and testosterone production by rat Leydig cells 
and by MA-10 or R2C Leydig tumor cells. Finally, 
pharmacological studies have shown that EZ stimu- 
late rat testicular steroidogenesis via activation of 
PBR. PBR appears to be an important component of 
a dynamic multistep process involving protein-pro- 
tein interactions, to promote cholesterol transloca- 
tion in the mitochondria, where it is converted into 
pregnenolone by cytochrome P450scc. 

Key words: endozepines, benzodiazepine receptors, 
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ABSTRACT 

Endozepines: local testicular steroidogenesis regu- 
lation factors 

C61ine DUPARC, Herv6 LEFEBVRE, Marie-Christine 
TONON, Hubert VAUDRY, Jean Marc KUHN. 

Testicular endocrine and exocrine functions are 
controlled by multiple signals including circulating 
gonadotropins and locally produced factors. Among 
these factors, endozepines (EZ), which are the 
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