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RESUME 

Les rdcepteurs nucl(~aires des oxyst(~rols LXRs sont 
impliquds dans I'hom(~ostasie du cholest(~rol et le m@ta- 
bolisme lipidique. Les souris d(~ficientes pour les 2 iso- 
formes LXR~ et LXRI3 prdsentent une perturbation s~v~- 
re de la structure de I'(~pith(Hium des segments 1 et 2 de 
la t6te de I'(~pididyme ainsi qu'une fragilit(~ des spermato- 
zo'fdes. Ces altdrations ont pour consdquence d'engend- 
rer une st(~rilit~ totale chez les souris m~les &gdes de 10 
mois. 

A c e  jour, aucun travail n'a (~t(~ effectud sur le r61e des 
LXRs au niveau de I'@pididyme. Une lign(~e cellulaire 
issue de la t~te de I'(~pididyme murin (cellules B2) a (~t~ 
utilis(~e pour rechercher in v i t ro  des g~nes cibles (~pidi- 
dymaires des LXRs. La pr(~sence d'une isoforme des 
LXRs (LXR~) a ~t(~ mise en (~vidence par immunocytochi- 
mie et la capacit~ de rdponse des cellules B2 ~ un ago- 
niste synth(~tique des LXRs (T0901317) a ~td v(~rifide. Ces 
rdsultats valident les cellules B2 comme mod61e d'(~tude. 
Des analyses proteomiques en @lectrophor~se bidimen- 
sionnelle ont @t(~ mendes sur les cellules B2 traitdes au 
T0901317. Cela a permis d' isoler 8 protdines r~gul(~es 
pos i t i vemen t  par les LXRs. Une seule a pu 6tre 
identifi(~e : la polyubiquitine, dont I'implication dans I'ho- 
m@ostasie cellulaire du cholest@rol a d@j& etd rapport(~e. 

M o t s  c lds : @pididyme, r@cepteurs nucl@aires, LXR, choleste- 
rol, reproduction 

I. INTRODUCTION 

A. E p i d i d y m e  

1. Anatomo-histologie 

Du pr@fixe grec @pi (sur) et de la racine didyme (jumeau 
testicule), I'@pididyme est un long canal, situ@ sur la face 
post@rieure du testicule, qui relie les canaux eft@rents au 
canal d@f@rent. Ce canal est tr@s contourn@ et forme des 
Iobules s@par@s par des trav@es conjonctives. Le canal 
@pididymaire est de Iongueur variable selon les esp@ces 
(un m@tre chez la souris, cinq m@tres chez I'homme et 
quatre vingt m@tres chez I'@talon) [6]. Cet organe peut @tre 
divis@ chez les mammif@res en trois r@gions anatomique- 
ment distinctes : la t@te (r@gion proximale ou ant@rieure) 
qui int@gre I'extr@mit@ des canaux eff@rents et le segment 
initial, le corps (partie m@diane) et la queue (r@gion distale 
ou post@rieure) d'apparence plus bulbeuse, connect@e au 
canal d@f@rent [23, 27]. Chez la souris, la t@te de I'@pididy- 
me peut @tre subdivis@e, selon les auteurs, en 3 ou 5 
r@gions, sur la base d'une s@paration physique de sous 
territoires par I'interm@diaire de cloisons conjonctives ou 
septa [1] etJou de caract@ristiques structurales des cellu- 
les principales [2]. 

Correspondance : 
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D'un point de vue histologique, la lumiere de I'~pididyme 
est bord~e d'un epithelium pseudostratifi6 chez la souris, 
constitue de plusieurs types cellulaires : une couche de 
cellules principales oe s'intercalent des cellules apicales, 
claires et en halo [57, 54]. Ces differents types de cellules 
pr~sentent des caract6ristiques structurales et fonctionnel- 
les tres vari~es. Le diametre du canal 6pididymaire aug- 
mente de la t~te vers la queue en raison de la diminution 
de la hauteur des cellules principales. La paroi du tubule 
est entouree de fibres musculaires lisses qui pr~sentent 
des contractions p~ristaltiques reguli~res, contr61~es par 
des fibres nerveuses sympathiques contenues dans du 
tissu conjonctif [53]. 

2. Fonctions de I'~pididyme 

a)Transport, maturation, protection et stockage des 
sperma tozoTdes 

Apr~s avoir traverse les canaux eff~rents, les spermatozof- 
des sont pris en charge par I 'epididyme qui assure leur 
transit par les contractions des fibres musculaires lisses 
qui I'entourent afin de les acheminer vers la queue de I'epi- 
didyme. C'est au cours de ce transit que se fait la matura- 
tion des spermatozo'fdes. En effet, d'un point de vue fonc- 
tionnel, les spermatozofdes qui sortent des testicules sont 
immobiles et incapables de reconna~tre et de feconder I'o- 
vocyte. La maturat ion post-testiculaire, permettant aux 
spermatozofdes d'acquerir le pouvoir f~condant et la mobi- 
litY, se deroule progressivement durant la travers~e de I'or- 
gane et plus ou moins precocement selon les esp~ces. 
Cela se fait gr&ce & une interaction perp~tuelle, tout le long 
de I'epididyme, entre les spermatozol'des immatures et le 
microenvironnement intraluminal cree par 1'6pithelium ~pi- 
didymaire. En effet, la composition du liquide intraluminal 
varie graduellement le long de I'epididyme de fa(;on propre 

chaque r~gion de I'organe. Cela va ainsi creer un envi- 
ronnement unique de, en partie, a la specificite tissulaire, 
territoriale et cellulaire d'expression de genes codant pour 
des proteines ubiquitaires ou specif iques secretees ou 
relargu~es par des processus apocrines [11, 34]. 

La composition du fluide resulte egalement de I'absorption 
de la majorite'du liquide provenant des testicules via les 
canaux eff~rents dans un premier temps, puis au sein de 
I'epididyme du transport selectif de composants provenant 
du s6rum et de la s~cr~tion de macromolecules synth~ti- 
s~es par I'epithelium epididymaire, plus particuli~rement 
par les cellules principales (de la t~te). L'ensemble de ces 
phenom~nes va entra~ner des modif icat ions morpholo- 
giques et biochimiques des spermatozoTdes telles que le 
remaniement de leur membrane plasmique. Ces remanie- 
ments sont surtout des modifications de la composition lipi- 
dique et proteique de la membrane plasmique des sperma- 
tozofdes qui seront abordes plus loin dans ce m~me chapi- 
tre. Le fluide ~pididymaire va egalement participer a la sur- 
vie des spermatozoTdes, par la pr6sence de petites mole- 
cules organiques telles que le glucose, I'inositol ou la carni- 
tine. Cette derniere est captee par les spermatozo'fdes 
pour ~tre transformee en ac~tyl carnitine qui sera utilis~e 
comme un substrat ~nergetique pour la mobilite [9]. 

Le fluide 6pididymaire va aussi maintenir I'int~grit6 des 
spermatozofdes. En effet, les spermatozoTdes sont des 
cellules haploTdes avec un ADN fortement condense, inca- 
pables de synth6tiser des prot6ines et poss~dant un cyto- 
plasme reduit. C'est pourquoi leurs propres protections 
face aux d i f ferents  types d 'agress ion  te l les que les 
attaques immunitaires, oxydatives et prot~olytiques sont 
limit~es. Cette protection est alors assur~e d'une part par 
la pr6sence de la barriere h~mato-6pididymaire qui prot6ge 
les spermatozo'(des contre le syst~me immunitaire [49] et 
d'autre part par la s6cr~tion de proteines et de petites 
mol6cules protectrices par I'epithelium epididymaire. 

Les spermatozo'(des, plus que toute autre cellule, sont tres 
exposes aux radicaux libres presents dans I'environnement 

cause de la presence d 'acides gras poly insatures 
(AGPI) au niveau de leur membrane plasmique. Cette 
exposit ion est accrue par leur temps de passage et de 
stockage dans I'epididyme. Les esp~ces reactives de I'oxy- 
gene sont capables d'affecter I'integrite des spermatozo'i- 
des soit en entra~nant des dommages de I'ADN, soit en 
peroxydant les AGPIs de la membrane plasmique, d'o~ la 
n6cessit6 d'une protection accrue au niveau de 1'6pididy- 
me. Cette protection est assuree par la s6cr6tion de prot6i- 
nes telles que des glutathion peroxydases (GPXs) [64], 
des superoxyde dismutases (SOD) [48], la catalase [60] et 
la <~ clusterin )) [15]. D'autres prot~ines comme la ~< Cysta- 
tin-related epididymal spermatogenic )) (CRES) ont un rSle 
d'inhibiteur de prot~ase, prot6geant les spermatozo'fdes 
contre les dommages proteolytiques possibles en cas de 
liberation prematuree des enzymes acrosomiales durant le 
transit ~pididymaire [10]. Cette protection est maintenue 
m~me au niveau de la queue de I'epididyme qui sert de 
lieu de stockage pour les spermatozo'tdes matures et assu- 
re le maintien de leur int6grit~ avant 1'6jaculation. 

b) R~organisation de la membrane spermatique 

Le fluide ~pididymaire, riche en lipides et prot6ines, va 
assurer des modifications morphologiques et biochimiques 
des spermatozofdes, telles que le remaniement structural 
de leur membrane plasmique qui est & la base de la recon- 
naissance et de la fusion spermatozofde-ovocyte. 

�9 Remodelage de la composition proteique 

Les modifications des prot~ines membranaires du sperma- 
tozofde ont surtout lieu dans la partie proximale de 1'6pidi- 
dyme. Elles consistent en des variations du degre de gly- 
cosylation [62, 61], de phosphorylation [46], d'oxydation 
des prot~ines [55], ou encore d'hydrolyses par le biais 
d'enzymes secr6tees dans le fluide (glycosidases, glyco- 
syltransf~rases, hydrolases, proteases) [26]. De plus, la 
fixation aux spermatozoides de nouvelles proteines s~cr6- 
t6es par I'epididyme est le deuxieme volet de la maturation 
membranaire des spermatozofdes. Cette secr6tion de pro- 
teines se fait majoritairement au niveau de la t6te de I'epi- 
didyme. En effet, 60% des proteines synthetis6es dans la 
r~gion proximale de I'~pididyme chez les rongeurs sont 
secret6es dans la lumi~re [63]. Chez d'autres mammiferes 
comme le cheval, le belier et le verrat, 80% des prot~ines 
sont s~cr~t~es dans la t~te de I'organe et environ 15 pro- 
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t~ines differentes repr~sentent la majorit~ des s6cretions 
[14]. Certaines, comme la prot6ine DE synth~t is6e et 
s~cretee par le segment proximal, viennent s'associer for- 
tement a la r~gion dorsale de I'acrosome du spermatozo'(- 
de par des liaisons ioniques [8]. La prot6ine DE semble 
jouer un r01e dans la reconnaissance entre les spermato- 
zoides et I'ovocyte. Cette action a 6te mise en evidence 
suite & I'observation que I'immunisation de rats m~les et 
femelles par la protdine DE provoque une inhibition de la 
fertilitY. D'autres proteines telles que la proteine P26h chez 
le hamster (orthologue de P34H chez I'homme), synth6ti- 
see au niveau du corps de I'epididyme, viennent se fixer 
dans la membrane plasmique au niveau de la r~gion acro- 
somique du spermatozol'de via une ancre lipidique [22, 39, 
40]. Cette prot~ine interviendrait dans la liaison des sper- 
matozoides avec la zone pellucide des ovocytes. La plu- 
part de ces proteines ont donc un r61e important dans I'ac- 
quisition du pouvoir f6condant. 

A c e  remodelage prot6ique s'ajoute un remodelage lipi- 
dique de la membrane plasmique du spermatozoide. 

�9 Remodelage lipidique de la membrane plasmique 

La membrane cellulaire forme une barriere structurale plus 
ou moins permeable entre le cytoplasme et le comparti- 
ment extracellulaire. Elle forme egalement une matrice per- 
mettant I ' incorporation de prot~ines. Elle est constitu6e 
d'un m61ange het~rogene de phospholipides, de glycolipi- 
des, de sterols et de glycoprot(~ines [56]. La proportion 
relative de ces differents elements varie au cours de leur 
maturation ~pididymaire, aboutissant a une membrane 
possedant des propri~t~s particulieres [25]. En effet, de 
maniere g~n(}rale, chez de nombreuses esp6ces, on obs- 
erve au cours de la maturation epididymaire une augmen- 
tation des AGPIs (acide docosapentaenoTque, acide doco- 
sahexaenoTque) par rapport aux acides gras satures (AGS) 
[24]. Dans le m6me temps, te rapport cholesterot/phospho- 
lipides (chol/PL) diminue entrainant une augmentation de 
la fluidite de la membrane plasmique du spermatozolde. Le 
rapport chol/PL est ~ la fois un indicateur de la fluidite et un 
determinant dans les phenom~nes de capacitation et de 
r~action acrosomique. En effet, de nombreux auteurs ont 
montr~ que t'efflux du cholesterol joue un rSle important 
dans les ph6nom6nes de capacitation des spermatozo'i'des 
et dans la signalisation conduisant & la reaction acroso- 
mique. L'efflux du cholesterol semble augmenter la fluidit~ 
et la perm~abilite de la membrane plasmique du spermato- 
zo~de permettant, entre autre, rinflux d'ions calciques qui 
vont declencher I 'activation de signaux de transduction 
conduisant ~ la capacitation [65]. La diminution du choles- 
t6rol membranaire engendre des changements de la struc- 
ture de la membrane, lui donnant des capacit~s fusog~- 
niques essentielles a la reaction acrosomique e ta  la fusion 
spermatozo~de-ovocyte.  D'autre part, des r~cepteurs 
comme le r6cepteur au mannose sont d~masques suite 
cet efflux. Ce r~cepteur est impliqu~ dans I' interaction 
entre le spermatozolde et la zone pellucide de I'ovocyte qui 
contient des r~sidus mannose et des prot6ines mannosy- 
lees. L'efflux du cholesterol induit egalement une augmen- 
tation du pH intracellulaire qui est requise pour la reaction 

acrosomique [13]. Tous ces ev6nements indiquent un r61e 
central du cholest6rol dans la physiologie et dans la matu- 
ration post testiculaire des spermatozoTdes. 

3. Contr61e de I'expression des g~nes ~pididymaires 

L'expression region-specif ique des g~nes ~pididymaires, 
accompagnant la segmentation fonctionnelle dans le sens 
anteropost~rieur, sous-entend une r~gulation complexe et 
rigoureuse, reposant sur plusieurs niveaux. 

Le premier niveau de regulation se fait via des facteurs 
provenant  du f lu ide test icula i re.  Cette r~gulat ion dite 
<< lumicrine >~ a ~t~ mise en evidence apr~s ligation des 
canaux efferents [31]. Son action porte principalement sur 
les cellules des segments initiaux et proximaux de la t~te 
de I'epididyme. Les facteurs lumicrines, provenant majori- 
tairement des testicules, peuvent 6tre des composants 
solubles tels que des ions, des solutes organiques, des 
prot~ines et les androgenes associes aux <~ Sex Binding 
Proteins )) (SBP) [43]. Parmi ces facteurs, on a identifi~ le 
<< beta fibroblast growth factor ~ (bFGF) qui r6gule I'activite 
catalyt ique et le niveau d 'expression de l a y  g lutamyl  
transpeptidase dans le segment initial de la t~te de I'epidi- 
dyme [36]. 

Le deuxieme niveau de contr(~le est realis~ par des fac- 
teurs dits paracrines. En effet, les activit6s de s6cr6tion 
d'une region de I'epididyme peuvent influencer ou reguter 
d'autres r~gions ~pididymaires. Cela a ~te mis en ~vidence 
dans le modele de souris invalidees pour le r6cepteur tyro- 
sine kinase << c-ros )) dont le ph6notype est une absence 
de differenciation du segment initial de I'epididyme. Dans 
ce contexte, on enregistre des changements dans les pro- 
fils d'expression g6nique et prot6ique des r6gions sous- 
jacentes [12]. Parmi ces facteurs paracrines, on trouve 
aussi la proenk~phaline s~cretee par le segment initial de 
la t~te de I 'epid idyme [21], ou les l ipocal ines comme 
I'<< epididymal retinoic acid binding protein )) (E-RABP) [38] 
s(~cret6e au niveau de la t~te et du corps de I'~pididyme. 
Cette derniere prot(~ine semble ~tre impl iqu~e dans la 
r~gulation paracrine de I'expression de genes en contr61ant 
la vole de signalisation de t'acide r(~tinoique. 

Enfin, a toutes ces regulat ions s'ajoute une r6gulat ion 
endocrine. Le m~canisme par lequel les syst~mes endocri- 
niens participent a I'expression des g6nes 6pididymaires 
de maniere region specifique peut 6tre de a une distribu- 
tion restreinte des recepteurs et/ou des ligands [12]. II est 
bien etabli que la differenciation et les fonctions 6pididy- 
maires sont principalement sous le contrSle des androg6- 
nes tels que la testosterone dont la forme la plus active est 
la dihydrotestosterone (DHT) issue de la conversion de la 
testosterone via I'enzyme 5a reductase presente au niveau 
des cellules epididymaires [53]~ Ces compos~s agissent 
via un r e c e p t e u r  nuc lea i re  spec i f i que  << A n d r o g e n  
Receptor )) (AR). Une fois le complexe r~cepteur/l igand 
form~, celui-ci se fixe sur des sequences nucleiques speci- 
fiques << Androgen Response Element ~) (ARE) situ~es sur 
les promoteurs des genes cibles. Des experiences d'orchi- 
dectomie ont montr~ que les androgenes r~gulent I'expres- 
sion de nombreux genes codant pour des proteines consi- 
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d~rdes comme des produits finaux de la differenciation cel- 
lulaire ~pith~liale tels que GPX5 et PEA3 [16, 37, 44, 17]. 
D'autres syst~mes endocriniens peuvent contr5ler I'expres- 
sion r~gionalis~e des g~nes de I'~pididyme. Ceci a pu ~tre 
observ6 apr6s I'invalidation de g6nes tels que le g6ne 
codant pour le recepteur aux oestrog6nes << Estrogen 
Receptor ~) (ER). Ce recepteur est principalement exprime 
au niveau des canaux eff6rents et du segment 1 de la t6te 
de I'~pididyme et semble r~guler la reabsorption du fluide 
luminal, le transport ionique et le maintien de la structure 
epith~liale [18, 29, 30]. Les souris m~les ERa -/_ sont st~ri- 
les, en partie suite a un defaut de reabsorption du fluide 
testiculaire par les canaux eff6rents. 

De la m~me fa(;on, il a ~t~ montr~ que I'acide r~tinofque 
peut participer a la modulation de rexpression r~gionalisee 
des g~nes ~pididymaires notamment ~ cause de la diffe- 
rence de distribution spatiale des r~cepteurs & I'acide r~ti- 
no'fque << Retinoid Acid Receptor >~ (RAR) et << Retinoid X 
Receptor )) (RXR) [68, 3]. Plus r~cemment, I'invalidation 
des g~nes codant pour les r~cepteurs nucleaires << Liver X 
Receptor (x et I~ )) (LXR(x et LXRI~) impliques dans I'ho- 
meostasie du cholesterol et le m6tabolisme lipidique, sug- 
g~re aussi que les LXRs seraient impliqu6s dans le main- 
tien de la structure de I'epith~lium de 1'6pididyme au niveau 
des segments 1 et 2 de la t~te [19]. 

B. Les R(~cepteurs Nucl(~aires LXRs 

L'acc~s privilegie aux modules de souris invalid~es pour 
les LXRs (collaboration : Pr J.M Lobacarro, UMR 6547 
GEEM) associ6 & I'observation d'un phenotype ~pididymai- 
re darts les doubles mutants LXR c~r~ -/_, nous a conduit 
nous int~resser aux rSles joues par ces r~cepteurs nucleai- 
res aux oxyst~rols dans la physiologie de I'~pididyme. 

Les recepteurs LXRs codent pour des facteurs de trans- 
cription qui appartiennent a la superfamille des recepteurs 
nucldaires. II existe deux isoformes LXRc( ou NHIR3 [5] et 
LXRI~ ou NHIR2 [58]. L'analyse des sequences ADN a 
montre que ces deux recepteurs pr~sentent une identit~ de 
77% dans les domaines de liaison du ligand (LBD) et de 
liaison & I'ADN (DBD). Les profils d'expression des deux 
r~cepteurs sont differents : LXRc( est pr~ferentiellement 
exprime dans les tissus o0 le m~tabolisme lipidique joue 
un rSle important (foie, rein, tissu adipeux...) alors que 
LXRI~ semble s'exprimer de fa?on plus ubiquiste [41, 42]. 
Ces r~cepteurs agissent en formant des het~rodimeres 
obligatoires avec le RXR qui est le r~cepteur de racide 9- 
cis-r~tinofque. L'h~terodimere est permissif car il peut ~tre 
activ~ & la fois par les ligands de LXR et/ou de RXR. L'h~- 
t~rodim~re LXR/RXR se lie & des ~lements de r~ponse 
<< Liver X Response Element )) (LXRE) de type << Direct 
Repeat )) (DR4), c'est a dire une sequence hexanucl~oti- 
dique imparfaite rep~tee et separ~e de quatre nucleotides 
(la s~quence canonique du DR4 est la su ivante  : 
TGGTCAnnnnAGTTCA). Les ligands naturels activant les 
LXRs sont des oxysterols qui sont des d~riv~s metabo- 
liques du cholesterol [20, 33]. Les agonistes synth~tiques 
ont ete developpes pour les LXRs et les RXRs tels que le 
T0901317 [52] et le LG 268, respectivement [66]. 

1. R61es des LXRs 

/es LXRs jouent un r61e d~cisif dans I'hom6ostasie du cho- 
lesterol et le m~tabolisme lipidique. Ceci a 6t~ mis en ~vi- 
dence par la creation par recombinaison homologue d'un 
module murin invalid~ pour le g~ne LXR~ (LXRc~ "/.) [48]. 
Ces souris ne sont plus capables de maintenir leur resis- 
tance naturelle & un r6gime riche en cholesterol ce qui se 
traduit par une accumulation tres importante d'esters de 
cholesterol au niveau du foie [47]. De la m~me fa~on, des 
souris invalidees pour le g~bne LXRF~ (LXRI~ -/_) ont ete 
obtenues mais ne presentent pas le m~me ph~notype que 
les souris LXR~ -/_. Les souris LXRG "/_ pr~sentent une 
r6sistance au cholest6rol associ6e & une augmentation 
16g~re du poids corporel. Le croisement des deux lign6es a 
permis de g6n6rer des souris pr6sentant la double invali- 
dation, ayant le m~me phenotype que les animaux LX 
Rc~ "/_. Ces experiences d'invalidation attestent de I'impli- 
cation importante du recepteur L• dans la r~gulation du 
metabolisme lipidique. Plusieurs g~nes impliques dans le 
transport, le stockage, la synthese et le catabolisme du 
cholesterol dans les cellules hepatiques ont ~te identifies 
comme 6tant des genes cibles directs des LXRs. 

2. LXRs et le tractus g~nital m~le 

De nombreuses ~tudes ont pu mettre en 6vidence I'impor- 
tance des lipides dans la physiologie du testicule, notam- 
ment dans sa fonction stero'fdogene. Par exemple, I'invali- 
dation du gene de la lipase hormono-sensible (HSL) induit 
une st~rilit6. Cette enzyme hydrolyse les esters de choles- 
terol et libere le precurseur de la synth~se des st~ro/des : 
le cholest6rol. Le r61e majeur du cholest6rol au niveau des 
testicules et de I'epididyme a aussi et6 montre par des 
modules <~ Knock out )) des LXRs. Chez les sour is 
LXRcd$ -/_ , les analyses histologiques montrent une d~s- 
tructuration massive du testicule survenant ~1 10 mois, qui 
se traduit par une hyperplasie des ceUules de Leydig et 
une vacuolisation des cellules de Sertoli et une perturba- 
tion de la spermatogen~se [66, 35]. Au niveau des seg- 
ments 1 et 2 de la t~te de I'epididyme, le phenotype se 
caracterise par une diminution de I'~paisseur des canaux 
et une absence des ster~ocils de 1'6pithelium, gen~rale- 
ment observes au niveau des cellules principales du seg- 
ment 2. Ce phenotype ~pididymaire appara~t seulement 
autour de 6 mois. Les spermatozoides de ces souris pre- 
sentent des anomalies qui se traduisent par une fragilit~ de 
la pi6ce interm6diaire et une variation de I'angulation entre 
la t~te et le flagelle. Les souris deviennent totalement st~ri- 
les au bout de 10 mois [19, 67]. 

Ce phenotype observ~ au niveau de I'6pididyme, chez les 
souris invalidees pour les LXRs, laisse supposer un rSle 
possible des LXRs dans la r~gulation de I'expression de 
g~nes exprimes au niveau du segment 1 et 2 de la t~te de 
I'epididyme, ainsi que dans le maintien de la structure de 
I'epith61ium ~pididymaire et de I'integrit~ des spermatozoi- 
des. 

A ce jour, aucun travail n'a ete effectu~ sur le rSle joue par 
les LXRs au niveau de I'epididyme. C'est pourquoi nous 
nous sommes int~resses & rechercher au niveau de I'epidi- 
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dyme les genes cibles des LXRs par une approche in vitro 
partir d'une lignee cellulaire immortalisee, issue de la tete 

de I'epididyme murin (cellules B2). Ces cellules B2 ont ete 
obtenues a partir de cultures primaires de cellules de la 
tete de I'epididyme dans lesquelles des mutations aleatoi- 
res ont conduit a leur immortalisation [7]. Ces cellules 
expriment plusieurs genes consideres comme des mar- 
queurs de I'activite de la tete de I'epididyme in vivo confir- 
mant ainsi un etat differencie proche de celui retrouv6 dans 
I'organe. 

Notre travail a tout d'abord consiste a valider notre modele 
d'etudes en verifiant qu'elles exprimaient les recepteurs 
LXRs et qu'elles repondaient bien aux agonistes. Puis, une 
etudes proteomique a ete utilisee afin de rechercher des 
g6nes cibles des LXRs. 

II. M A T E R I E L S  ET  M E T H O D E S  

1. Cultures cellulaires 

Deux lignees de cellules ont ete utilisees pour notre etude. 
La lignee cellulaire NIH 3T3, issue de cellules fibroblas- 
tiques et la lignee cellulaire B2 issue de culture primaire de 
la tete de I'epididyme de souris (obtenue au laboratoire par 
le Pr Lefran()ois Martinez [7]). 

Les cellules NIH 3T3 sont cultivees dans des boffes de 
10cm de diametre (Falcon, BD Biosciences, France) conte- 
nant 10ml de milieu de culture NIH 3T3 (Tableau 1), 
37~ en presence de 5% de CO2. Les cellules B2 sont co- 
cultivees avec les cellules NIH 3T3, qui servent de couche 
nourrici~re, & 35~ en presence de 5% de CO2 dans du 
milieu de prolif6ration B2 (Tableau 2). Cette co-culture se 
fait soit dans des boites de 10cm de diam~tre (Falcon) 
pour I'extraction des proteines, soit sur des lamelles de 
verre 18x18mm, dans des bootes 6 puits pour les analyses 
en immunocytochimie et de coloration a rhuile rouge. 

Tableau 1 : composition du milieu de proliferation des 
cellules NIH 3T3. 

Lignde 

r 
I --  
03 

Composition du 
milieu de culture Concentration 

L-glutamine 2 mM 

Pdnicilline 100 U/ml 

Streptomycine 100 pg/ml 

S~rum de veau foBtal 
d~st~ro'fd(~ 10 % (v/v) 

Milieu DMEMIHAM F12 qsp 500ml 

Repiquage des cellules 

a) NIH 37"3 : les cellules sont pass6es ~ confluence toutes 
les semaines, elles sont rincees 3 fois au PBS 1X sans cal- 
cium ni magnesium (Invitrogen, Gibco, France), supple- 
mente par 100 U/ml de penicilline et 50 pg/ml de strepto- 

Tableau 2 : composit ion du mil ieu de prolifdration des 
cellules B2. 

Lignee Composition du 
milieu de culture Concentration 

04 
in 

Transferrine 10 pg/ml 

Selenium 17,3 ng/ml 

Insuline 10 pg/ml 

8 bromo AMPc 25 pg/ml 

L-glutamine 2 mM 

EGF 10 ng/ml 

Ethanolamine 0,6 pg/ml 

Tampon HEPES 20 mM 

Penicilline 100 U/ml 

Streptomycine 100 pg/ml 

Toxine chol(~rique 10 ng/ml 

Hydrocort isone 10-6 M 

Milieu DMEMIHAM F12 qsp 500ml 

mycine. Puis, elles sont d6collees par lml de solution de 
trypsine 0,4% (m/v)-EDTA lmM (Gibco) durant 20min 
35~ Apr6s neutralisation de la solution de trypsine par 
une dilution dans du milieu NIH 3T3, les cellules sont cen- 
trifugees pendant 5min ~ 200g ~ 4~ Ensuite, le culot est 
repris dans 5ml de milieu NIH 3T3 et les cellules 3T3 sont 
comptees sur une cellule de Mallasez avant d'etre ense- 
mencees a raison de 150 000 cellules par bofte contenant 
du 10ml milieu NIH 3T3 (la viabilite des cellules est esti- 
mee par exclusion du bleu Trypan). 

b) B2 : on procede de la meme fa(;on sauf que les cellules 
sont decollees avec 2ml de solution de trypsine durant 
20rain et qu'elles sont ensemencees sur des cellules 3T3 
traitees a la mitomycine et incubees dans du milieu de pro- 
liferation. 

2. Immunocytochimie de LXR<x darts les cellules B2 

Immunodetect ion par f luorescence 

Apres une semaine, les cellules cultivees sur lamelle de 
verre sont flxees dans les puits de culture avec de la para- 
formaldehyde 4% (m/v dans du PBS 1X) durant 10rain 
temperature ambiante et permeabilisees par un solution 
PBS 1X, Triton 1% durant 6min. Les cellules sont alors 
incubees dans une solution de saturation (PBS 1X, serum 
de chevre 1% et BSA 8%) durant une heure & temperature 
ambiante. Puis les cellules sont incubees avec ranticorps 
anti-LXR~ dilue au 150eme dans une solution PBS l X  
contenant 1% de s~rum de ch~vre et 1% de BSA pendant 
toute la nuit & 4~ Apres 3 rin~ages de 5min dans du PBS 
lX,  les cellules sont incubees pendant une heure a tempe- 
rature ambiante en presence d'anticorps secondaire anti- 
IgG de lapin couple a la fluoresceine dilue au 200eme 
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(PARIS, France) dans une solution de PBS l X  contenant 
1% de serum de chevre et 1% de BSA. Enfin les cellules 
sont rinc~es avec du PBS 1X et les lamelles sont montees 
sur des lames avec un milieu de montage colorant les 
noyaux au DAPI (Vectashield Hard set with DAPI, Vector). 

3. Huile Rouge 

Les cellules B2, cultiv~es sur des lamelles de verre, sont 
incubees pendant 48 heures avec lpM d'un agoniste des 
LXRs (T0901317, Sigma, France) et/ou avec l p M  d'un 
agoniste des RXRs (LG 268, Ligand Pharmaceuticals, San 
Diego, CA). Les cellules sont alors fix~es dans les puits de 
culture avec de la paraformaldehyde 10% dans du PBS 1X 
(Sigma) durant 5min ~l temp6rature ambiante et traitees 
avec le 1,2 propanediol  (Sigma) pendant l min afin de 
chasser I'eau. Puis les lames sont plongees dans un bain 
d'huife rouge (Sigma) durant 30rain ~l 60~ Les cellules 
sont contre colorees avec I 'hematoxyline Harris (Sigma) 
d i lu te  au demi darts de I'eau distille, durant 1rain. Apres 
rin~:age ~l I'eau du robinet, les lamelles sont montees sur 
des lames avec du glycerol 50% et observees au micro- 
scope. Les inclusions lipidiques apparaissent en rouge. 

4. Electrophorl~se bidimensionnelle 

a) Extraction de prot~ines 

Les cellules B2, cultiv~es dans les bootes 10cm, sont repri- 
ses puis centr i fug~es durant 10min ~i 200g & 4~ Les 
culots cellulaires sont repris avec un tampon de solubilisa- 
tion des prot~ines (Tris 50mM-EDTA lmM)  ne contenant 
pas de sels pouvant g~ner I'isofocalisation des proteines. 
L'extraction des prot~ines est alors r~alisee par sonication 
(3x30 secondes) dans de la glace. L'homog~nat est centri- 
fuge ~1 10 000g durant 15mn & 4~ puis le surnageant est 
r~cup~r~ et les prot~ines totales sont dos~es par la m~tho- 
de colorim~trique de Bradford gr&ce au kit de dosage de 
prot~ine (BIO-RAD, France) en spec t rophotom~t r ie  ~l 
595nm. Le surnageant est stock6 & -20~ 

b) Isofocalisation (premiere dimension) 

R(~hydratation des bandelettes de gel 

La bandelette de gel d'isofocalisation (7cm, pH 3-10, Bio- 
Rad) est r(}hydratee de maniere passive avec du tampon 
de rehydratation (Uree 8M, CHAPS 4%, DTT 20mM, Bioly- 
tes 0,2%, bleu de bromoph~nol 0,001%) contenant 100pg 
de proteines. La rehydratation dure huit heures & 20~ la 
bandelette (~tant recouverte d'huile minerale pour ~viter le 
dess~chement du gel. Au cours de cette rehydratation, les 
proteines vont p~n6trer dans le gel. 

Isofocalisation 

La focalisation est r~alis~e ~ I'aide de I'appareil ~ PRO- 
TEAN IEF cell )) (Bio-Rad). Les cOt~s acides et basiques 
du gel sont connectes respectivement & I'anode et a la 
cathode du plateau de focalisation et le gel est recouvert 
d'huile min6rale pour ~viter qu'il ne desseche. Les param~- 
tres de focalisation des proteines pour les bandelettes sont 
les suivants (16re ~tape : 50 volts/9 heures, 2eme ~tape : 
200 volts/1 heure, 3 ~me ~tape : 4000 voltsl3 heures (rapi- 

de), 4eme ~tape : 4000 volts/heure (lent)). C'est durant I'i- 
sofocalisation que les prot~ines vont migrer selon leur 
point isoelectrique. 

c) SDS PAGE (deuxi~me dimension) 

Equilibration 

Les proteines sont ionisees avec du SDS et r6duites dans 
la solution d'equil ibration I (Urge 6M, SDS 2%, Tris-HCI 
0,375 M pH 8,8, glycerol  20%, DTT 130mM) pendant 
15min. Une seconde incubation est faite dans la solution 
d'equilibration II contenant du iodoacetamide, durant 20mn 
(Urge 6M, SDS 2%, Tris-HCl 0,375 M pH 8,8, glycerol 
20%, iodoacetamide 135mM). Ceci previent la reoxydation 
des proteines au cours de 1'61ectrophor~se et alkyle le DTT 
residuel, minimisant ainsi les traTn6es verticales. Ces tam- 
pons doivent s prepares au dernier moment. 

SDS PAGE 

Les bandelettes sont deposees sur un gel SDS PAGE 12% 
et recouvertes par un gel de concentration d'Agarose 1% 
(Sea Plaque agarose, low geling temperature, TEBU, Fran- 
ce). La migration est effectu6e sous tension constante de 
200V et elle est stoppee Iorsque le bleu de bromophenol 
sort du gel de separation. 

Coloration au nitrate d'argent 

La coloration des polypeptides au nitrate d'argent (<< EMBL 
silver staining protocol ))) est celle decrite par Mortz et al 
[45]. Cette coloration est compatible avec le traitement des 
spots prot(~iques par spectrom~trie de masse. 

Analyse des spots 

Les gels color(~s sont scann~s puis analys6s par I'interm6- 
diaire du Iogiciel PD QUEST version 7.1 (Bio-Rad). Les 
spots select ionnes sont pr61ev~s et envoyes pour ~tre 
s6quenc6s par spectrometrie de masse (<~ Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionisation- Time Of Flight )) MALDI-TOF ; 
voyager DE super STR Applied Biosystems, USA) ~1 I'INRA 
de Theix (Christophe Chambon, plateforme prot6omique 
Bloc 4). Les pep t ides  sont  ana lyses  par le Iog ic ie l  
<~ Mascot 7) (http://www.rnatrixscience.corn). 

III. RESU LTATS 

1. Localisation de la prot~ine LXR dans les cellules B2 

II a ete montre par western blot que la prot6ine LXR s'ex- 
prime au niveau de la tote de 1'6pididyme in vivo [19]. II a 
ete egalement  montre par RT-PCR que les ARNm de 
LXRc~ et LXRI~ s'expriment dans les cellules B2 [7]. Aussi, 
nous nous sommes interess~s ~ visualiser par immunocy- 
tochimie la presence et la Iocalisation de la proteine LXRc~ 
dans les cel lules B2 a I'aide d'un anticorps anti-LXRc~ 
d6veloppO dans I'~quipe du Pr. JM. Lobacarro. 

L'analyse d ' immunod6tect ion en ut i l isant un ant icorps 
secondaire marque & la f luoresc~ine permet de mont- 
rer que LXRcc est presente au niveau p~ri nucleai re et 
nucl6aire. Ceci est v is ib le par la superposi t ion de la 
f l uo rescence  specif ique et du marquage du noyau au 
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specifique et du marquage du noyau au DAPI (Figure 1 g- 
i). En revanche, les incubations avec I'anticorps secondaire 
marque seul (Figure 1 d-f) ou avec le serum pre immun 
(Figure 1 a-c) ne montrent aucun signal fluorescent. Ces 
resultats attestent que le marquage est specifique de la 
proteine LXRc~. La proteine LXR(z est donc presente dans 
les cellules B2 et Iocalisee au niveau nucleaire et peri 
nucleaire. Dans cette etude seule la proteine LXRc( a 6te 
etudiee car nous ne possedions pas I'anticorps anti LXRI&. 

2. Reponse des cellules B2 aux agonistes des LXRs 
etJou des RXRs 

Dans le but d'utiliser les cellules B2 comme modele dans 
la recherche de cibles epididymaires des LXRs nous avons 
teste si les cellules B2 etaient capables de repondre aux 
ligands synthetiques des LXRs (T0901317) et des RXRs 
(LG268), Pour visualiser la reponse physiologique des cel- 
lules B2 aux differents traitements, nous avons procede 
une coloration a I'huile rouge mettant specifiquement en 
evidence les lipides neutres tels que les triglycerides et les 
esters de cholesterol. 

Les resultats montrent qu'il y a une accumulation de gout- 
telettes lipidiques (marquees en rouge) au niveau cytoplas- 
mique apr~s traitement des cellules B2 au T0901317 seul 
(Figure 2b) par rapport aux cellules contr(51es traitees avec 
le DMSO (Figure 2a). Cette accumulation cytoplasmique 
de gouttelettes lipidiques est observable sur la majorit6 des 
cellules B2. Les m6mes observations sont faites apres trai- 
tement des cellules B2 au LG268 seul (Figure 2c). Le trai- 
tement avec les deux agonistes provoque une accumula- 
tion beaucoup plus importante des gouttelettes lipidiques 
(Figure 2d) par rapport a chacun des agonistes seul. L'as- 
sociation des deux ligands permet donc un effet syner- 
gique. L'ensemble de ces resultats confirme que les cellu- 
les B2 r~pondent de maniere tr~s nette aux agonistes des 
LXRs. 

Ces resultats suggerent que ces cellules peuvent etre utili- 
sees comme modele d'etude afin de rechercher des cibles 
epididymaires des LXRs in vitro. 

3. Etude du profil d'expression proteique des cellules 
B2 

Les cibles epididymaires des LXRs ont ete recherchees in 
vitro sur les cellules B2 murines par une approche proteo- 
mique. 

Les cellules ont ete incubees durant 24, 48, 72 heures (h) 
avec lpM d'agoniste des LXRs (T0901317). Apres chaque 
temps d'incubation, les cellules ont ete reprises afin d'ex- 
traire les proteines. Pour chacune des conditions, nous 
avons etudie le profil proteique des cellules B2 traitees ou 
non traitees avec le T0901317 par electrophorese bidimen- 
sionnelle. Puis, t'ensemble des spots apparaissant pour 
chacune des conditions a pu 6tre apprecie apres coloration 
des gels SDS-PAGE au nitrate d'argent (Figure 3). L'obser- 
vation de ces gels montre un profil de migration des protei- 
nes semblable pour chacune des conditions. On peut 
constater que peu de proteines sont detectees dans les 
regions de faible pl (entre 3 et 5). A I'inverse, beaucoup 

plus de proteines sont visibles ~ des pl eleves (entre 7 et 
9). Afin d'analyser les gels de maniere plus precise, nous 
avons procede a une analyse informatique en utilisant le 
Iogiciel PD-QUEST (version 7.1 ; Bio-Rad). Awes avoir 
defini un gel comme reference, le Iogiciel permet de com- 
parer plusieurs gels d'une meme condition entre eux (en 
I'occurrence quatre gels differents dans notre etude). Au 
moment de la comparaison, il est important de choisir un 
maximum de spots communs qui vont servir de reperes. 
Ces reperes vont permettre au Iogiciel d'etablir une cor- 
respondance entre les gels moyens et de les normaliser en 
une geometrie coherente et unique. Ainsi pour chacune 
des conditions, le Iogiciel va creer un gel de reference ou 
gel moyen representatif des quatre gels differents en rete- 
nant seulement les spots communs. Les analyses compa- 
ratives sont ensuite realisees & partir des gels moyens. 

Dans un premier temps, nous avons compare les gels 
moyens des conditions 24h, 48h, 72h avec le gel moyen 
correspondant au contrele DMSO. Dans un deuxieme 
temps nous avons compare les gels moyens 48h et 72h 
avec le gel moyen 24h. Ces deux etapes d'analyse suc- 
cessives nous ont permis d'identifier un certain nombre de 
spots identiques et non identiques & chaque condition. Les 
resultats obtenus sont indiques dans le Tableau 3. Pour la 
suite de I'analyse, nous avons choisi de travailler sur des 
spots proteiques apparaissant de mani6re commune dans 
les trois conditions etudiees, et preferentiellement ceux 
dont I'intensite de coloration est nette. Les spots selection- 
nes sont indiques sur la Figure 3 : ils sont concentres dans 
la zone de faible poids moleculaire (entre 13 et 25 kDa), 
avec des pl compris entre 5 et 8 environ (Figure 3 b, c, d). 
Huit spots interessants ont ete identifies sur les gels et pre- 
leves pour etre analyses en spectrometr ie de masse 
MALDI-TOF. Avant d'#}tre analyses par spectrometrie de 
masse, les spots subissent une digestion enzymatique & la 
trypsine afin de donner differents peptides. Les proteines 
correspondant aux peptides sont identifiees avec le pro- 
gramme << Mascot )~. Une premiere serie d'analyse en 
spectrometrie de masse n'a donne qu'un resultat significa- 
tif (p<0,05) pour le spot 1 identifie comme etant la polyubi- 
quitine 4 de souris << Mus musculus )~ (numero d'accession 
AK088453, Genbank). En ce qui concerne les autres pro- 
teines, elles sont en cours d'analyse. 

IV. D ISCUSSION 

Les phenotypes observes chez les souris mutantes pour 
les deux genes LXR~ et LXRI~ suggerent un r61e fonction- 
nel des LXRs au niveau de I'epididyme notamment dans le 
maintien de la structure de I'epithelium et I'integrite des 
spermatozo'ides. Dans le but d'aborder le rele des LXRs et 
des oxysterols dans la physiologie de I'epididyme, nous 
avons recherche in vitro les genes qui sont des cibles 
directes ou indirectes des LXRs en utilisant des cellules 
epididymaires murines en culture [7]. 

Dans un premier temps, il dtait important de valider le 
modele de cellules utilisees vis ~ vis de la reponse aux 
LXRs par differentes approches simples. Les experiences 
d'immunolocalisation montrent clairement que la proteine 

17 



Figure 1 : Immunod~tection par  f luorescence de la protdine LXRa clans les cellules B2. Les cel lules sont incubdes soit  
en prdsence de sdrum pr~-immun (a-c), soi t  en presence de I 'anticorps anti.LXRa (1/150e) (g-i), puis en presence d'anti- 
corps secondaire coupl~ ~ la f luoresc~ine (1/200e) donnant un marquage vert. Un t~moin en presence d'anticorps 
secondaire seul et~ rdalisd (d-f). Les noyaux sont colores en bleu par le DAPI (b, e, h). Les images (c, f, i) correspondent 

la superposit ion des deux images FITC et DAPI. Les barres de calibration repr~sentent 50pm. 

DMSO 11901317 

LG2~  T0m1317 + LG2U 

Figure 2 : Coloration ~ I 'huile rouge des cellules B2 stimul~es par les agonistes des LXRs et des RXRs. Les cellules 
sont  incubdes avec un agoniste synthdtique des LXRs d lpM (T0901317) (b), avec un agoniste synth~tique des RXRs 
l pM  (LG268) (c), ou avec les deux d la lo is (d). Les cellules incubdes avec le DMSO (a) correspondent au contr61e. Les 
cel lules sont colordes ~ I 'hui le rouge apres 48 heures d' incubation clans les differentes condit ions, puis contre-color~es 
avec I 'hdmatoxyline (coloration bleue). 
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48 he ,~s  72 heu~es 
3 pI l o 3 pi lo 

Figure 3 : Identification des spots suite ~ I'analyse des gels moyens. Les spots s~lectionnes par ranalyse informatique 
des gels moyens sont rep~res sur les gels d'~lectrophorese bidimensionnelle (encercl#s et num~rot#s). IIs sont prele- 
v#s et analys~s en spectrom#trie de masse MALDI-TOF. Le poids moleculaire exprime en kilo dalton (kDa) apparaH 
gauche et le point iso~lectrique (pl) en haut des gels. 

Tableau 3 : Comparaison des spots des diff~rents gels. 

DMSO/24H DMSO/48H DMSO/72H 24/48H 24/72H 

Spots Identiques 225 226 223 247 249 

Spots non identiques 119 152 128 97 94 

Les gels moyens 24, 48 et 72 heures sont compar6s avec le gel correspondant au DMSO. Puis les gels moyens 48 et 72 heures 
sont compares avec le gel moyen correspondant a 24 heures. Les valeurs indiquent le nombre de spots identiques ou non iden- 
tiques entre les deux conditions mentionnees. 

LXR(~ est pr6sente dans les cellules B2 et que sa distribu- 
tion est nucl~aire et p6ri nucleaire. Cette Iocalisation West 
pas coh6rente avec le dogme selon lequel les recepteurs 
nucleaires orphelins sont plut6t nucl~aires et non cytoplas- 
miques. Cependant, certains auteurs ont pu observer de 
telles Iocalisations cytoplasmiques pour d'autres recep- 
teurs nucl~aires tels que PPARg2 [59], RXRs et RARs 
(Nezzar H, communication personnelle). Sachant que la 
synth6se des proteines a lieu dans le cytoplasme, cela 
pourrait donc expliquer cette Iocalisation peri nucleaire ou 
laisser supposer une action possible dans le cytoplasme. II 
serait int6ressant d'etudier d'une part si cette Iocalisation 
est retrouv~e in vivo au niveau de t'~pididyme par une 
approche d'immunohistochimie et d'autre part si cette Ioca- 

lisation peri nucleaire change pour une Iocalisation nucleai- 
re apres traitement avec les agonistes des LXRs in vitro. 
Les m6mes experiences seront a realiser Iorsque I'anti- 
corps anti-LXRl~ sera disponible. 

Apr~s avoir montre la Iocalisation de LXR(~ dans nos cellu- 
les, il etait important de determiner la fonction de ces 
r~cepteurs dans ces cellules B2. C'est pourquoi nous 
avons entrepris de mettre en 6vidence cette fonction via 
une coloration a I'huile rouge. Les r~sultats de cette colora- 
tion montrent que les cellules B2 accumulent des gouttelet- 
tes lipidiques apr~s incubation avec I'agoniste synthetique 
des LXRs (T0901317). De plus, comme attendu pour un 
h~t6rodimere LXR/RXR permissif, cette accumulation est 
augmentee de maniere synergique en incubant les cellules 
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avec  les d e u x  a g o n i s t e s  des LXRs et des RXRs 
(T0901317 et LG268). Ces resultats ne permettent pas de 
discriminer I'action de LXR(z par rapport & LXRI& mais sug- 
gerent I'existence d'un metabolisme lipidique actif dans les 
cellules B2. II serait interessant de doser les lipides d'une 
part dans les cellules traitees ou non traitees avec I'agonis- 
te des LXRs afin de connaftre la nature des lipides accu- 
mules (triglycerides, esters de cholesterol...), et d'autre 
part dans le milieu de culture sachant que les cellules B2 
sont cultivees en absence de serum. 

Nous avons vu en introduction les remaniements impor- 
tants du cholesterol de la membrane des spermatozo'ides 
au cours du transit epididymaire. Ces remaniements sont 
fondamentaux pour les capacites fonctionnelles des sper- 
matozo'fdes (capacitation, reaction acrosomique). La com- 
prehension des mecanismes impliques dans le mouvement 
du cholesterol dans les cellutes B2, en relation avec le r(51e 
des LXRs, pourrait nous amener a mieux comprendre les 
phenomenes physiologiques in vivo. Ceci est supporte par 
les phenotypes observes sur les spermatozoides des sou- 
ris deficientes pour les genes de I'apolipoproteine B (Apo 
B) [32] et du recepteur & I'apolipoproteine E (ApoRE) [4] 
qui sont impliques dans refflux cellulaire de cholesterol et 
exprimes dans I'epididyme. Ces souris sont steriles et pre- 
sentent un defaut de maturation des spermatozo'~'des pour 
lesquels on observe des aspects morphologiques anor- 
maux, affectant notamment I'angulation flagellaire, pheno- 
type retrouve dans les animaux LXR(z&-/_. 

L'ensemble de ces resultats permet de considerer les cel- 
lules B2 comme un modele in vitro opportun pour appre- 
hender  des genes epid idymaires cibles des LXRs. La 
recherche de genes cibles a ete menee par une approche 
proteomique. Cette methode nous a permis d'identifier des 
proteines dont I 'expression est regulee posit ivement par 
traitement avec ragoniste des LXRs (T0901317) dans les 
trois conditions (24h, 48h,72h). Parmi huit spots selection- 
nes, un seul (spot 1) a donne un resultat significatif apres 
avoir ete analyse par MALDI-TOF. Les autres spots n'ont 
pas pu etre ident i f ies probablement  car les prote ines 
contenues etaient en trop faible quantite. Ces resultats 
s 'expl iquent en grande partie par les limites de la tech- 
nique bidimensionnelle : 

�9 La premiere limite repose sur le type de bandelettes uti- 
lisees. En effet, la quantite maximale de proteines sepa- 
tees en premiere dimension est limitee a 100tJg m~me 
si les recommandations du fournisseur indiquent jusqu'a 
500pg. Lorsqu'on depose de grandes quantites de pro- 
teines, les migrat ions (premiere et deuxieme dimen- 
sions) ne se font pas correctement, probablement du 
un trop fort encombrement.  Pour s'affranchir de ces 
contraintes, il faudra utiliser des bandelettes de grande 
taille afin de pouvoir focaliser isoelectriquement de plus 
fortes quantites de proteines, et des bandelettes ayant 
des gammes de pH restreintes comprenant les pl des 
spots identifies afin de mieux les separer (pl de 5 a 10). 

La deuxieme limite s'explique par le type de coloration 
utilisee. La coloration au nitrate d'argent est beaucoup 

plus sensible que celle utilisant le bleu de Coomassie 
collo'l'dal, permettant ainsi de visualiser des spots de fai- 
ble intensit~ et donc de faible quantit~ alors que seules 
les prot~ines majeures sont r~v~16es par le bleu de 
Coomassie collo'idal. De plus, avec le nitrate d'argent, la 
digestion ~ la trypsine ne s'effectue pas de fa(;on opti- 
male ce qui occasionne des erreurs dans I'analyse du 
sequen?age. Dans nos condi t ions exper imenta les,  
aucun spot n'a pu etre visualise en utilisant la methode 
de coloration au bleu collofdal, meme pour des quanti- 
tes de proteines elevees (150 et 2001Jg de proteines). 
Pour un sequen(;age efficace, il faudra grouper les spots 
d'au moins 4 & 6 gels differents afin d'avoir une quantite 
suffisante de proteines. 

En ce qui concerne le spot identifie (spot 1), celui-ci cor- 
respond ~1 une polyubiquitine. Ce resultat est interessant 
car il a ete decrit recemment que l'ubiquitine pouvait etre 
implique dans plusieurs fonctions telles que la reparation 
de I'ADN, la transcription, la transduction de signaux et 
dans les phenomenes endocytose-exocytose [51]. De plus 
il a ete montre qu'une regulation des sterols intracellulaires 
passe par une etape de proteolyse ubiquitine-dependante 
de la ~( 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase )) 
ou ~ HMG-CoA reductase )) (HMGR) [50]. HMGR est une 
enzyme limitante de la synthese endogene du cholesterol. 
Elle permet la transformation de I'acetate en mevalonate 
qui constitue la premiere etape limitante de la voie du 
mevalonate. C'est ~ partir du mevalonate que vase  faire la 
synthese endogene du cholesterol (Figure 4). Cette syn- 
these est regul6e de maniere tres fine : selon la quantite 
de sterols presents dans la cellule, il va y avoir une regula- 
tion positive ou negative de la synthese du cholesterol. La 
regulat ion fait in terveni r  un certain nombre d'acteurs, 
notamment les (~ Sterol Regulatory Element Binding Pro- 
teins )) (SREBPs) qui regulent positivement HMGR. Ainsi 
I'exces de cholesterol ou de ses derives (oxysterols) va 
agir comme un inhibiteur de HMGR pre existant en indui- 
sant sa degradation. Cette degradation, qui se fait par le 
proteasome, est la resultante d'une polyubiquitination de 
HMGR induite par le cholesterol ou ses derives qui vont 
diminuer le taux de HMGR et donc la synthese endogene 
du cholesterol [28]. Pour confirmer notre hypothese, il fau- 
dra rechercher si I 'expression de la proteine HMGR est 
d im inuee  apres  t r a i t e m e n t  des ce l lu les  B2 par  le 
T0901317. 

Pour la suite des travaux, de nouvelles analyses bidimen- 
sionnelles devraient permettre d'identifier t ous les  spots 
selectionnes. Une lois les proteines identifiees, une analy- 
se bibliographique sera menee pour verifier si ces protei- 
nes sont des cibles connues des LXRs. Dans ce cas, il fau- 
dra etudier I'expression epididymaire de ces proteines, leur 
regionalisation eventuelle au niveau de la tete de I'epididy- 
me plus precisement & t'endroit o~ apparaft le phenotype 
chez les souris LXR(zB-L par des analyses differentielles 
de I'expression in vivo (PCR quantitative en temps reel, 
northern blot). Si des anticorps sont disponibles, l'expres- 
sion proteique et la Iocalisation pourront etre determinees 
par des analyses immunohistochimiques. Si les proteines 
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Figure 4 : Vole de synth~se du mevalonate  qui  aboutit  
la s y n t h ~ s e  du  c h o l e s t d r o l .  H M G - C o A  : 3 - h y d r o x y . 3 -  
m e t h y l g l u t a r y l - c o e n z y m e - A  ; H M G R  : 3 - h y d r o x y . 3 -  
methylg lutary l -coenzyme-A reductase ; CoA : coenzyme-  
A ; LXRs  : r162 L ive r  X R e c e p t o r  ~ ; S R E B P s  : r Stero l  
R e g u l a t o r y  E l e m e n t  B ind ing  Prote ins ~ ; [oxystdrols]  : 
concentrat ion en oxystdrol  ; + e t -  : rdgulat ion posit ive ou 
negative. 

ident i f i6es ne son t  pas des c ib les connues  des LXRs, il 
faudra rechercher  in silico la pr6sence d 'un LXRE dans le 
promoteur  des g6nes  cor respondant .  

A plus long te rme apr6s avo i r  identi f i~ un certain nombre 
de genes  regu les  soit  d i rec tement  soit  ind i rec tement  par  
LXRs au n iveau de 1'6pididyme, il sera in teressant  de mett- 
re en relat ion cette r6gulat ion avec la maturat ion des sper- 
matozo ides  et le maint ien de la st ructure epi thel ia le de la 
t6te de 1'6pididyme. 
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ABSTRACT 

Screening for LXR target genes involved in the mainte- 
nance of mouse caput epididymis structure and function 

Ayhan KOCER, Fabrice SAEZ, Kevin MOUZAT, Patrick 
VERNET, Jean-Marc A. LOBACCARO, Jo~l R. DREVET. 

Liver X receptors (LXRs) are involved in cholesterol  
homeostasis and lipid metabolism. Ixr knock-out mice for 
the two isoforms Ixra and Ixrb exhibit severe disruption of 
the structure of caput epididymidis segment 1 and 2 epi- 
thelium and increased sperm fragility. These defects 
generate infertility in 10-month-old male mice. 

The role of LXRs in the epididymis have not yet been 
investigated. A cell line obtained from mouse caput epidi- 
dymidis (B2 cells) was used to screen for LXR epididymal 
target genes in vitro. The presence of one isoform of LXR 
(LXR~) was detected by immunocytochemistry and the 
capacity of B2 cells to respond to a synthetic agonist of 
LXRs (T0901317) was verified. These results validated the 
use of B2 cells as a model. Bidimensional electrophoresis 
was performed on B2 cells treated with T0901317. Eight 
proteins up-regulated by LXRs were isolated. Only one 
protein has been identified: polyubiquitin, which has 
already been reported to be involved in cellular choleste- 
rol homeostasis. 

Key-words: epididymis, Nuclear receptors, LXR, cholesterol, 
male reproduction 
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