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RESUME 

Des ~tudes ~pid~miologiques chez I'homme ont montr~ 
qu'il existait, depuis 1960, des signes d'augmentation de 
certaines pathologies g~nitales masculines. La contami- 
nation croissante de I'environnement par des compos~s 
chimiques semble ~tre un facteur de causalitY. Par 
ailleurs, divers auteurs avancent I'hypoth~se que la res- 
triction calorique a un effet b~n~fiqu~ sur la reproduction 
masculine. 

Ce travail a pour objectif de comparer les effets du nickel 
sur les processus de reproduction, entre autres I'~tude 
de I'aromatase, chez des rats m~les nourris soit tous les 
jours, soit un jour sur deux, afin d'evaluer les possibles 
effets ben~fiques, ou non, d'une restriction calorique sur 
la fertilite des rats m&les. 

Dans ce but, nous avons utilise des rats m&les de souche 
<< Wistar >~ nourris, soit tousles jours (groupe N), soit un 
jour sur deux (je~ne intermittent) (groupe J). Apr~s un 
mois de ce traitement, les rats des deux lots (N) et (J) sont 
r~partis chacun en deux groupes : I'un injecte intra-p~ri- 
ton~alement avec du NaCI 9%o (groupes NO et JO), I'autre 
inject~ intra-p~riton~alement avec du NiCl 2 ~ raison de 

4mg/kg (groupes NNi et JNi). Le jeQne intermittent se 
poursuit parallelement au traitement par le nickel, et ceci 
durant 1, 3, 5 et 10 jours. 

Nous avons choisi pour notre ~tude comme biomar- 
queurs sexuels : dosage s~rique des oestrogOnes, dosa- 
ge des ARN totaux et rexploration mol~culaire de I'ARNm 
de I'aromatase testiculaire. 

L'~tude de I'aromatase montre que le nickel seul stimule 
I'activit~ de I'aromatase testiculaire et provoque la d~gra- 
dation des ARN totaux durant le 3emeet le 10 ~me jours de 
traitement. 

Le jes intermittent seul n'induit pas de variations signi- 
ficatives. Dans le cas o~ le nickel est associd au je~ne 
intermittent, il semble que pour le taux des ARN totaux 
testiculaires, I'effet du jeQne I'emporte, pas de d(~grada- 
tion des ARN totaux, d'o~ ses effets bdn~fiques en protd- 
geant les ARN totaux des effets d(H(~t~res du nickel. On 
note aussi une surexpression de I'ARNm de I'aromatase 
vers le 10 ~me jours de traitement. 

L'effet hypocalorique du jeQne intermittent pourrait ~tre 
I'origine de rinhibition des effets cytotoxiques du nickel, 
mdtal classd parmi les stress oxydants. 

Mots cl#.s �9 aromatase, testicule, rat, nickel, stress oxydant, 
restriction calorique 
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I. INTRODUCTION 

II a ~t~ rapport~ que la qualit~ du sperme humain (den- 
sit~, nombre, mobilitY, taux de capacitation) a decline au 
cours de ces dernieres decades [23]. Parmi les facteurs 
en cause, on cite les facteurs nutritionnels [34]. Diverses 
6tudes suggerent que la malnutrition, Iorsqu'elle induit 
une d~ficience en min~raux, peut amplifier les effets 
nocifs de polluants environnementaux sur les fonctions 
reproductrices m~les. De plus, I'exposition au nickel de 
rats adultes souffrant d'une deficience min~rale aug- 
mente le taux de mortalit~ des petits pendant la lactation 
[25]. Teixeira et al. [28] ont montr~ que la malnutrition 
maternelle durant la lactation alt6re les concentrations 
seriques d'estradiol et de testosterone, I'expression de 
I'aromatase, les androg~nes testiculaires ainsi que les 
recepteurs d' estrog~nes (ERcx). La malnutrition, d'apr~s 
de nombreux chercheurs, est connue comme un r~gime 
qui affecte le systeme endocrinien [22, 20]. Xie et al. [35] 
ont ~galement montr~ que rintoxication par divers 
metaux Iourds (plomb, cadmium, nickel .... ), chez des 
rats mal nourris, amplifiait le blocage de la spermatoge- 
n~se. 

Inversement, divers auteurs ont observ~ que la restric- 
tion calorique augmente la Iongevit~ et retarde le vieillis- 
sement testiculaire. Des auteurs [18, 32] ont montr~ que 
des rats sous alimentes avaient des Iongevites moyen- 
nes et maximales superieures a celles des animaux 
nourris a volont~, ~ condition de prendre la precaution de 
ne pas induire de d~ficience en sels min~raux. De 
m~me, Thorenton [29] a montr~ que la restriction calo- 
rique a tendance ~ diminuer les maladies canc~reuses 
provoqu~es par le stress oxydant et les r~actions inflam- 
matoires. Chen et al. [7] ont rapport~ que la restriction 
calorique a long terme protege contre la chute des acti- 
vit~s stero'~'dog~niques leydigiennes caract~ristiques du 
vieillissement. II est connu aussi que la restriction calo- 
rique peut inhiber I'alt~ration du syst~me reproducteur et 
augmente sa capacite a synthetiser les st~roi'des [19]. 

Parmi les autres facteurs qui affectent la fertilit6 mascu- 
line, on cite les polluants environnementaux, les produits 
chimiques utilis~s dans I'agriculture et I'industrie, et les 
m~taux Iourds (plomb, cadmium, nickel...). 

Le nickel est un canc~rig~ne, responsable de cancers du 
poumon en milieu professionnel. Chez I'animal, il s'ac- 
cumule au niveau des reins o0 il induit des I~sions des 
glom~rules et une prot~inurie [31]. II produit aussi des 
perturbations sexuelles [6]. Des ~tudes ont montr~ qu'il 
entra~ne une p~roxydation lipidique, qui serait en relation 
avec la production de radicaux hydroxyles [6, 11]. II peut 
ainsi alterer le statut antioxydant de la cellule. 

D'autres ~tudes ont montre que certains m~taux Iourds 
(plomb, nickel .... ) affectent le syst~me endocrinien, 
entre autres diminuent rexpression des prot~ines et 
I'ARNm du cytochrome P450 aromatase [16, 33]. En 

effet, I'aromatase est I'enzyme responsable de la 
conversion irreversible des androg~nes en estrogenes. 
Dans la gonade m~le de diff6rentes esp~ces de mammi- 
f~res, I'aromatase a et~ immuno-localis6e non seule- 
ment dans les cellules de Leydig, mais aussi dans les 
cellules de Sertoli des tubes s~minif~res. La fonction de 
reproduction chez le m~le est sous le contrSle des hor- 
mones gonadotropes hypophysaires [4, 5, 17]. 

Outre cette regulation endocrine, il existe une regulation 
locale intragonadique dont depend le bon d6roulement 
de la spermatogen~se. Cette r~gulation locale fait 
notamment intervenir les stero'ides, les facteurs de 
croissances et les cytokines [17]. 

Au cours de ce travail, nous avons 6tudi~ la r6gulation 
de I'aromatase dans les gonades m~les (testicules) chez 
des rats traites par le chlorure de nickel et soumis ou non 
au jeene intermittent, afin d'~valuer les effets benefiques 
protecteurs de ce r~gime hypocalorique face a la toxici- 
t~ du nickel. En particulier, nous avons explor~ les effets 
du nickel et du je0ne intermittent sur les taux des estro- 
g~nes seriques, I'activite aromatase, le dosage des ARN 
totaux et la RT-PCR afin de mettre en ~vidence rARNm 
de I'aromatase. 

II. MATERIEL ET METHODES 

1. Animaux 

Notre 6tude a 6t~ realisee sur 96 rats m~les de souche 
<< Wistar >> et de poids corporel moyen voisin de 180g. 
Ces animaux sont group6s par groupe de huit par cage, 
dans une animalerie o0 la temperature est maintenue 
23~ avec hygrometrie stable, munie d'un syst~me de 
ventilation et d'un systeme r~glant les periodes d'obscu- 
rite (10h) et de lumi~re (14h). Les animaux ~taient nour- 
ris de granules 6quilibr6s sur le plan 6nerg6tique (SICO- 
Sfax, Tunisie). L'alimentation, qualitativement 6quilibr~e 
par rapport aux normes internationales, est ~ base de 
b16, de son fin, de luzerne, de soja et de compos6s min6- 
ralo-vitamines ~ base de phosphate bi-calcique, de car- 
bonate de chaux, d'oligo-~16ments et de vitamines. 

2. Traitement 

Les rats m~les, ~g6s de trois mois, ont 6t6 r~partis en 
deux lots, run recevant chaque jour 20 g de nourriture 
par animal (groupe N), et I'autre la m~me quantit~ de 
nourriture un jour sur deux (groupe J), et ceci pendant un 
mois. Dans les deux cas, la nourriture est donn6e & rai- 
son de 20 g par rat, ce qui emp~che les anirnaux soumis 
au je0ne de compenser ce qu'ils n'ont pas mange le jour 
de la privation de nourriture. 

Apr~s un mois, chaque lot a ~t~ divise en deux groupes, 
run inject6 intra-periton6alement avec du NaCI 9%0 
(groupes NO et JO), rautre inject6 intra-p~riton6alement 
avec du NiCI2 ~ raison de 4mg/kg du PC (groupes NNi 
et JNi). Le je0ne intermittent a 6te poursuivi parallele- 
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ment au traitement par le nickel pendant 1, 3, 5, et 10 
jours. 

La dose de nickel est choisie d'apres la bibliographie 
[13]. II s'agit d'une dose proche de celles de nos condi- 
tions environnementales dans certaines regions pol- 
luees. Les animaux sont peses chaque jour pendant 
toute la duree de I'experimentation. 

3. Sacrifice et prelevement d'echantillons 

Le sacrifice des animaux a toujours ete effectue dans la 
matinee afin d'eviter les variations dues au rythme circa- 
dien. Les prelevements sanguins ont ete faits apres 
decapitation rapide, le sang arterio-veineux a ete 
recueilli sans anticoagulant, puis centrifuge. Le serum a 
ete stocke a -20~ pour le dosage ulterieur des hormo- 
nes sexuelles. Les testicules sont conserves a -80 ~ C 
pour I'etude de I'aromatase. 

4. Dosage des estrogenes seriques 

Le dosage est base sur la competition entre un steroide 
marque et son homologue froid vis & vis des sites de liai- 
son & I'anticorps. Les steroi'des presents dans les 
serums sont extraits par cinq volumes de diethylether. 
Un traceur (1000 cpm de stero'ide radioactif) est ajoute 
I'echantillon ~ raison de 1001JI avant I'extraction afin de 
connaftre le pourcentage de recuperation. Apres 3 min 
de vortex pour chaque echantillon, la phase ether est 
separee de la phase aqueuse par congelation & -80~ 
La phase organique recuperee est evaporee & sec, puis 
reprise dans 300pl de tampon phosphate. On determine 
ensuite le pourcentage de recuperation. Tousles tubes 

�9 

re?oivent ensuite 100 IJI de stero~de radioactif (6000 
cpm) et 100 pl d'anticorps. Apres une 2eme nuit d'incu- 
bation & 4~ 5001JI d'une solution de charbon-dextran 
sont ajoutes a chaque tube. 

Les tubes sont incubes 10 min ~ 4~ puis centrifuges 10 
min a 2700g ~ 4~ Le surnageant est recupere, melan- 
ge a du scintillant et mis ~ compter. 

5. Mesure de I'expression du gene de I' aromatase 

a) Extraction des microsomes testiculaires 

Les echantillons sont potterises dans un tampon 
phosphate. Le lysat est alors centrifuge 5 minutes & 
2000 rpm & 4~ Le surnageant est preleve et ultracen- 
trifuge. On prepare par la suite une solution radioactive 
d'androstenedione & partir de la solution mere radioacti- 
ve. 

b) Dosage des prot~ines 

Les proteines sont dosees selon la technique de 
Bradford [2] en utilisant I'albumine serique bovine (BSA) 
comme standard. 

c) Mesure de I'activit~ enzymatique de I'aromatase 

Une quantite connue de proteines (lmg) est incubee 3 

heures a 37~ en presence de tampon phosphate et de 
NADPH. Le volume total doit etre egal ~ 500 pl. La reac- 
tion est stoppee avec I'ajout de 1 ml de chloroforme. Une 
centrifugation de 5 min ~ 4000 rpm & 4~ est realisee 
pour separer la phase aqueuse de la phase chloroforme. 

La phase aqueuse est recuperee. 500 IJI d'une solution 
de charbon (5% de charbon et 0,05% de tween 20) sont 
alors ajoutes & chaque tube. Les tubes sont incubes 10 
min a 4~ puis centrifuges 10 min ~ 4000 rpm a 4~ Le 
surnageant est recupere, melange a du scintillant et mis 

compter. 

6. Dosage des ARN totaux testiculaires 

Cette technique derive de la technique de Chomzynski 
et Sacch [8]. Le culot de cellules est dissous dans une 
solution de lyse permettant une dissociation complete 
des complexes nucleoproteiques. L'homogenat est place 
dans un bain-marie glace. Toute I'extraction se deroule 
4~ Un volume d'acetate de sodium (pH = 4) ; 10 volu- 
mes de phenol ; 2 volumes d'un melange d'alcool iso- 
amylique et de chloroforme (v/v : 1/49) sont ajoutes ~ la 
preparation. Apres centrifugation, la phase aqueuse est 
reprise avec de I'isopropanol ; les ARN sont ensuite pre- 
cipites deux fois par congelation a - 80~ Apres decon- 
gelation et centrifugation, le culot d'ARN est lave avec de 
I'ethanol & 75%, seche ~ 65~ dans un bain marie pen- 
dant 15 min et dissous dans de I'eau DEPC. Les ARN ali- 
quotes sont places & - 80~ jusqu'& utilisation. 

L'evaluation quantitative et qualitative des ARN est 
determinee par la mesure de I'absorbance & 260 nm 
d'une aliquot de la solution mere diluee. Une unite de DO 
correspond ~ une concentration de 40pg/ml. Une prepa- 
ration est consideree comme pure si le rapport 
DO260/DO280 est proche de 1,8-2. 

7. Exploration moleculaire de I'ARN de I'aromatase 
testiculaire par transcription inverse - polym(~risa- 
tion en chaine 

La RT-PCR a ete choisie pour mettre en evidence le 
messager du cytochrome P450 aromatase. Elle permet 
une amplification du messager un grand nombre de fois 
et donc de travailler sur une petite quantite de materiel. 

a) La transcription inverse (RT) 

Par tube : 200 UI de M-MLV RT, 500 IJM de dNTPs, 0,2 
IJg d'oligo dT (12-18 bases) ; 24 UI de RNasin dans un 
tampon de RT (Tris-HCI 250 mM pH 8,3 ; KCI 375 mM; 
MgCI2 1,5 mM ; DTT 50 raM). Une quantite d'ARN total 
connue est ajoutee et completee a 40 pl avec de I'eau 
ultra pure. Ce melange reactionnel est incube une heure 

37~ permettant la synthese de I'ADNc, puis 5 min & 
95~ afin de denaturer la reverse transcriptase. Des 
contreles sont realises en rempla~;ant I'ARN par de I'eau 
sterile, afin de verifier une eventuelle contamination. Les 
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ADNc sont conserves a 4~ ou directement utilises pour 
I'amplification en chafne. 

b) La polyrn#risation en chaine (PCR) 

Plusieurs types de messagers vont etre recherches : le 
messagers du gene d'interet, I'aromatase, et celui de 
I'actine, permettant de verifier la presence d'ARN dans 
les echantillons traites. En effet, le gene de l'actine est 
un gene de << menage >>, son expression est donc cons- 
titutive, et il est exprime dans tous les types cellulaires 
(contr61e de la presence d'ARN dans nos echantillons). 

Comme pour I'etape de RT, la solution est preparee pour 
I'ensemble des echantillons puis distribu6e a raison de 
45 pl par tube. La concentration finale par tube est de 
200 pM de dNTPs ; 50 pmoles d'amorces ; 1,5 mM de 
MgCI2 et 1,5 UI de Taq polymerase dans un tampon de 
PCR (Tris-HCI 50 mM pH 8,3 ; NaCI 100 mM ; EDTA 
0,1 mM ; DTT 1 mM ; glycerol 50% ; Triton| 
1%). On ajoute ensuite 5pl de la solution de RT et I'am- 
plification est lancee par une etape de 5 min ~ 94~ puis 
s'ensuit les cycles d'amplification aux conditions de tem- 
peratures definies pour chaque couple d'amorces. La 
PCR se termine par une incubation de 10 minutes 
72~ pour permettre la fin de I'elongation. 

Les differents couples d'amorces utilises dans cette 
etude ainsi que leur position sur le messager et la taille 
attendue du produit de PCR sont listes dans le Tableau 
1. La specificite de chacun des couples d'amorces utili- 
s6s a d'abord 6t6 contr61ee a I'aide du Iogiciel Blast. 
Nous avons ainsi verifi6 que chaque amorce ne s'hybri- 
de pas a un autre endroit du g~ne o~ elle a 6t6 definie 
ou sur un autre gene de sequence connue et r6pertoriee. 

c) Visualisation du produit  amplifi# 

Elle s'effectue par 61ectrophorese sur gel d'agarose & 
2% dans du tampon TAE. Les fragments d'ADN ampli- 
fies sont visualisables sous UV (gr&ce au BET) a 254 
rim. 

8. Analyse statistique 

Les resultats sont presentes sous forme de moyenne + 
SEM. Les comparaisons entre groupes temoins et trait6s 
sont realis6es par un test {{ t >> de Student ; p < 0,05 est 
consider6 comme significatif. 

III. RESULTATS 

1. Taux des estrog~nes s~riques 

Les concentrations en oestradiol serique que nous avons 
mesurees chez les rats m~les temoins sont du meme 
ordre de grandeur que celles rapportees dans la littera- 
ture. 

Aucune variation statistiquement significative entre les 
groupes traites ou non au chlorure de nickel et soumis 
ou non au je0ne intermittent n'a ete observee. Ceci pour- 
rait s'expliquer soit par des variations inter individus, 
c'est a dire intra groupe, pouvant ainsi masquer les dif- 
ferences entre les groupes, soit par une augmentation 
de I'activite aromatase qui maintient un taux stable d'oes- 
tradiol chez les rats traites par le nickel par rapport aux 
temoins (Figure 1). 

2. Mesure de I'activite enzymatique de I'aromatase 
testiculaire 

Nos resultats montrent que le nickel induit au niveau des 
testicules une augmentation significative de cette activi- 
te enzymatique chez les rats traites par rapport aux 

temoins durant le 3 eme et le 10 eme jour de traitement. 
Chez les rats soumis & un jeene intermittent (JO), I'acti- 
vite aromatase ne varie pas par rapport aux temoins 
(NO). Dans le cas oQ le je0ne intermittent est associ6 au 
nickel (JNi), on note une augmentation de cette activite 
aromatase qui demeure toutefois faible par rapport 
celle mesuree dans le cas oQ le nickel est administre 
seul (Figure 2). 

3. Impacts sur le taux des ARN totaux testiculaires 

Lors de I'extraction des ARN totaux au niveau des testi- 
cules, les DO etaient avec des rapports (DO260/DO280) 
largement acceptables (voisin de 1,8), ce qui montre que 
notre technique d'extraction est bien menee. Les quanti- 
tes de ces ARN montrent une diminution significative 
chez les rats traites par le chlorure de nickel durant le 

3 eme et le 10 eme jour de traitement, temoignant ainsi 
d'effets g6notoxiques. Toutefois, chez les groupes sou- 
mis au je0ne intermittent traites (JNi) ou non (JO) par le 
chlorure de nickel, les variations des taux des ARN ne 
sont pas significatives par rapport aux t6moins, surtout 
vers la fin du traitement (Figure 3). Chez les rats (JNi) et 
(Nni), les variations des taux d'ARN totaux ne sont signi- 
ficatives que vers le 10~me jour de traitement. 

Tableau 1 : Couples d'amorces utilisds ainsi que leur position sur le messager et la taille attendue du produit de PCR. 

Amorces 

5' AROM 

3' AROM 

5' actin 

3' actin 

S~quences 

5'-GCTTCTCATCGCAGAGTATCCGG-3' (exon 8: 1555-1577) 

5'-CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG-3' (exon 9: 1821-1844) 

5'-ACAGACTACCTCATGAAGAT-3' 

5'-AGCCATGCCAAATGTCTCAT-3' 

Taille du produitde PCR 

289 pb 

665 pb 
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Figure 1 : Taux d'estradiol sdriques (pg/ml) chez des rats 
mMes soumis (J) ou non (N) a un jeDne intermittent et trai- 
tes (Ni) ou non (0) au chlorure de nickel durant 1, 3, 5 et 10 
jours. Les valeurs reprdsentent la moyenne + erreur stan- 
dard ~ la moyenne (n=8). Pas de diffdrence significative 
entre les diffdrents groupes. 

Figure 4 : Visualisation du gdne de I'actine pour certains 
dchantillons testiculaires des rats soumis (J) ou non (N) 
un je~ne intermittent et traitds (Ni) ou non (0) au chlorure 
de nickel durant 3 et lO jours. 

Figure 2 : Dosage de I'activitd aromatase testiculaire 
(fmol/mg de protdines par 3h) chez des rats soumis (J) ou 
non (N) a un je~ne intermittent et traitds (Ni) ou non (0) au 

chlorure de nickel ~ part ir  de 3 dme jour. ** : p < 0.01 par 
comparaison avec les rats tdmoins (NO). Les valeurs reprd- 
sentent la moyenne + erreur standard ~ la moyenne (n=8). 

Figure 5 : Amplif ication du g~ne de I'aromatase par RT- 
PCR pour certains dchantillons testiculaires des rats sou- 
mis (J) ou non (N) ~ un je~ne intermittent et trait~s (Ni) ou 
non (0) au chlorure de nickel durant 3 et lO jours. 

Figure 3 : Variation du taux des ARN totaux testiculaires 
(pg/pl d'extrait) chez des rats soumis (J) ou non (N) ~ un 
je~ne intermittent et traitds (Ni) ou non (0) au chlorure de 
nickel durant 3 et lO jours (les extraits sont ajustes ~ 2pg de 
proteines pl d'extrait). Les valeurs reprdsentent la moyenne 
+ erreur standard ~ la moyenne (n=8).** : p < 0.01 par com- 
paraison avec les rats tdmoins (NO). + + : p < 0.01 par com- 
para ison  avec les rats traitds (NNi). 

4. Transcript ion inverse-Polymdrisat ion en chaine 

Les ARN sont ensuite r6tro-transcrits afin d'amplifier les 
ARNm de I'actine et de I'aromatase. Pour le gene de 
contrSle de I'actine, nos resultats montrent des bandes 
bien nettes ce qui prouve que notre technique RT-PCR a 
~t6 bien r6alis~e (Figure 4). 

Chez les groupes traites au nickel et soumis au jeQne 
intermittent durant 10 jours de traitement, cette tech- 
nique RT- PCR montre par rapport aux t6moins une sur- 
expression de I'ARNm d'aromatase testiculaire (Figure 
5). 

IV, D I S C U S S I O N  

L'6tude de la reproduction des rats m~les a montr6, suite 
des travaux de recherche preliminaires, que le nickel 

entrafnait une diminution du nombre de spermatozofdes 
par 6pididyme et une augmentation des formes immobi- 
les et immatures avec une diminution du taux de testos- 
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terone serique. Cette etude a ete confirmee par un exa- 
men histologique. En effet, apres 60 jours d'exposition 
chronique au nickel, nous avons observe une atrophie 
des tubes seminiferes et une augmentation de 8 a 30 % 
du nombre de tubes seminiferes depourvus de sperma- 
tozoides [35, 10]. 

Le je0ne intermittent a induit une baisse du taux de la 
testosterone circulante et une diminution du nombre de 
gametes m~les [10]. 

Par ailleurs, nous n'avons pas trouve d'amplification d'ef- 
fet sexuel cytotoxique dans le cas o0 le je0ne intermit- 
tent est associe au nickel, ceci nous permet de confir- 
mer les hypotheses selon lesquelles les effets bene- 
fiques de la restriction calorique resulteraient d'une dimi- 
nution des dommages oxydatifs. II semble que le nickel 
et le je0ne intermittent provoquent chacun une diminu- 
tion de la fertilite, mais leurs effets ne s'additionnent pas. 
Si le je0ne intermittent intervient par ses effets hypoca- 
Ioriques, le nickel intervient par ses effets oxydatifs cyto- 
toxiques [10]. 

Afin de confirmer cette hypothese originale, nous avons 
propose des etudes plus approfondies telles que I'etude 
de I'aromatase. L'aromatase est en fait un complexe 
enzymatique qui catalyse la transformation des andro- 
genes en oestrogenes, Iocalisee dans la membrane du 
reticulum endoplasmique et constituee de deux entites ; 
une reductase ubiquitaire : la NAPDH cytochrome P450 
reductase, responsable du transfert des electrons du 
NADPH vers le cytochrome P450 aromatase, et le cyto- 
chrome P450 aromatase : catalyseur des series de 
reactions menant ~ la formation du cycle A phenolique, 
caracteristique des oestrogenes [21]. 

Selon nos resultats, le chlorure de nickel n'a pas modifie 
les concentrations seriques des oestrogenes entre les 
groupes, et les concentrations trouvees sont du meme 
ordre de grandeur que celles rapportees dans la littera- 
ture [14]. Nos resultats montrent que les taux d'oestro- 
genes testiculaires se stabilisent malgre la chute de tes- 
tosterone, ceci ne pourrait s'expliquer que par une sti- 
mulation de I'activite enzymatique de I'aromatase suite 
rexposition au chlorure de nickel. En effet, notre etude 
montre bien que le nickel stimule I'activite aromatase 
testiculaire malgre la chute de la testosterone serique 
chez les rats traites par rapport aux temoins durant le 

3 eme et 10 eme jours de traitement. De nombreuses etu- 
des confirment que les polluants environnementaux 
agissent sur le phenomene d'aromatisation en activant 
sous cette reaction la conversion des androgenes en 
oestrogenes [1, 25, 30, 33]. 

Taupeau et al. [26] ont montre inversement que le plomb 
affecte la fertilite feminine en diminuant la transcription 
des genes de P450 aromatase ainsi que I'expression 
des recepteurs des estrogenes (ERI~) au niveau des 
ovaires. Le plomb affecte aussi le systeme endocrinien, 

en alterant les cellules de Leydig, et chez la femelle il 
diminue I'activit6 steroTdogenique des ovaires [3, 16, 27]. 

En presence du je0ne intermittent, le taux d'cestradiol 
serique ne varie pas chez les (JO) par rapport aux 
temoins ; meme pour la mesure de I'activite aromatase, 
les variations ne sont pas significatives chez ce groupe 
malgre la baisse du taux de la testosterone serique. 

Dans le cas o0 le je0ne intermittent est associe au nic- 
kel, le taux des oestrogenes reste encore constant et ne 
montre pas de variations significatives par rapport aux 
temoins. Toutefois, pour I'activite aromatase, nos resul- 
tats montrent une augmentation par rapport aux temoins 

essentiellement au bout du 10 eme jour de traitement, 
mais qui demeure faible par rapport ~ celle observee 
chez les rats (NNi). 

Nos resultats relatifs aux ARN totaux dans les testicules 
montrent que les DO etaient correctes avec des rapports 
(260/280) largement acceptables (autour 1,8), et que les 
quantites des ARN totaux diminuent significativement 
sous I'effet du chlorure de nickel administre durant 3 et 
10 jours. On peut donc dire que le nickel, en tant que 
stress oxydant par la formation des radicaux libres oxy- 
genes, degrade les ARN testiculaires, ce qui est confir- 
me par les travaux de Snow et Costa [24] qui ont montre 
chez le rat que le nickel, par ses effets cytotoxiques, alte- 
re les proteines, I'ADN et I'ARN au niveau du foie, des 
reins, de la rate et des testicules. Kaur et Dani [15] ont 
rapporte aussi que le nickel se fixe ~ I'ARN mais pas & 
I'ADN ni aux proteines, et induit une carcinogenicite. 
D'autres etudes ont montre que le stress oxydant induit 
par le nickel au niveau des testicules, a differentes 
concentrations, est associe ~ des dommages d'ADN et 
d'ARN ainsi qu'a une apoptose [9]. 

Chez les groupes soumis au je0ne intermittent, les quan- 
tites des ARN totaux ne montrent pas de variations par 
rapport aux temoins. Associe au jeQne intermittent, le 
nickel n'intensifie pas ralteration des ARN, ce qui prouve 
encore que le je~3ne intermittent en tant que restriction 
calorique n'intensifie pas les effets genotoxiques du nic- 
kel. 

Apres RT-PCR, I'association du nickel avec le jel3ne 
intermittent durant 10 jours induit une surexpression de 
I'ARNm d'aromatase testiculaire. C'est I'effet du je0ne 
intermittent qui I'emporte dans ces conditions, etant 
donne que le nickel seul manifeste ses effets geno- 
toxiques, en association avec le je0ne intermittent ces 
effets seront reduits. 

II semble donc que la stimulation de I'activite enzyma- 
tique de I'aromatase par le nickel constitue un moyen de 
defense de rorganisme pour faire face ~ la chute du taux 
de la testosterone et empecher I'infertilite. Ce moyen de 
defense est exprime meme en presence du je0ne inter- 
mittent en tant que restriction calorique et non plus mal- 
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nutrition. Higashimoto et al. [12] ont montre que la res- 
triction calorique r6duit les effets cytotoxiques et geno- 
toxiques du nickel. De meme Chen et al. [7] ont rappor- 
t6 que la restriction calorique protege contre I'infertilite 
par I'activation des r6cepteurs des androgenes et des 
oestrogenes (ERc~, ERRS). Inversement d'autres 6tudes 
ont rapport6s que la malnutrition affecte I 'aromatase et 
les r6cepteurs des androgenes et des estrog~nes. En 
effet, Zqwade et al. [36] ont montre que la malnutrition 
induit des modifications au niveau du comportement  
sexuel des femelles en r6duisant le nombre des r6cep- 
teurs d'oestrogenes hypothalamiques. Ce qui confirme 
bien nos resultats, a savoir que le jeQne intermittent n'est 
pas une malnutrition qui intensifie les effets du nickel sur 
la reproduction et I 'etude de I'aromatase, mais en tant 
que restriction calorique ben6fique. 

V. C O N C L U S I O N  

On peut dire que le nickel et le jes intermittent 
diminuent la fertilit(~ des rats par deux m(~canismes 
diffdrents dont les effets ne s'additionnent pas. La 
toxicit(~ du nickel n'est pas amplifide chez les rats 
soumis au je0ne intermittent, en accord avec le suivi 
de I'aromatase. La restriction calorique pourrait ~tre 

I'origine de I'inhibition des effets cytotoxiques du 
nickel, mdtal classd parmi les stress oxydants. 
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ABSTRACT 

Impact of caloric and nickel restriction on testicular aro- 
matase in the rat 

Najla HFAIEDH, Mohamed Salah ALLAGUI, 
Fran(~oise CROUTE, 

Fadhel GEURMAZI, Abdelfettah EL FEKI, 
Serge CARREAU 

This study was designed to determine whether intermittent 
fasting induces malnutrition that, according to many 
authors, accentuates the cytotoxic effects of environmen- 
tal pollutants, or caloric restriction that reduces these 
effects. 

Ninety six male Wistar rats (180g) were divided into two 
groups: one group was fed daily (N) and the other group 
was fed every second day (J) for one month. At the end of 
one month, each group was then divided into two sub- 
groups, one subgroup received an injection of 0.9% NaCI 
(groups NO and JO), the other subgroup received an injec- 
tion of 4 mg/kg NiCl 2 (groups NNi and JNi). 

Intermittent fasting was continued in parallel to treatment 
for 1, 3, 5 and 10 days. 

Under these experimental conditions, nickel increased tes- 
ticular aromatase activity and altered total RNA, while no 
alteration of these biomarkers was observed with intermit- 
tent fasting. 

The combination of these two factors, nickel and intermit- 
tent fasting, did not amplify these effects. In contrast, pro- 
tection of RNA by intermittent fasting was observed, espe- 
cially overexpression of aromatase mRNA. 

Keywords: aromatase, caloric restriction, fertility, nickel, oxi- 
dative stress 
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