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RESUME

Les récepteurs nucléaires des oxystérols LXRs sont
impliqués dans I'homéostasie du cholestérol et le méta-
bolisme lipidique. Les souris déficientes pour les 2 iso-
formes LXRa et LXR présentent une perturbation séve-
re de la structure de I’épithélium des segments 1 et 2 de
la téte de I’épididyme ainsi qu’une fragilité des spermato-
zoides. Ces altérations ont pour conséquence d’engend-
rer une stérilité totale chez les souris males agées de 10
mois.

A ce jour, aucun travail n’a été effectué sur le réle des
LXRs au niveau de I’épididyme. Une lignée cellulaire
issue de la téte de I'épididyme murin (cellules B2) a été
utilisée pour rechercher in vitro des génes cibles épidi-
dymaires des LXRs. La présence d’une isoforme des
LXRs (LXRa) a été mise en évidence par immunocytochi-
mie et la capacité de réponse des cellules B2 a un ago-
niste synthétique des LXRs (T0901317) a été vérifiée. Ces
résultats valident les cellules B2 comme modéle d’étude.
Des analyses protéomiques en électrophorése bidimen-
sionnelle ont été menées sur les cellules B2 tfraitées au
T0901317. Cela a permis d’isoler 8 protéines régulées
positivement par les LXRs. Une seule a pu étre
identifiée : la polyubiquitine, dont I'implication dans I’ho-
méostasie cellulaire du cholestérol a déja été rapportée.

Mots clés : épididyme, récepteurs nucléaires, LXR, cholesté-
rol, reproduction
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. INTRODUCTION
A. Epididyme

1. Anatomo-histologie

Du préfixe grec épi (sur) et de la racine didyme (jumeau
testicule), I'épididyme est un long canal, situé sur la face
postérieure du testicule, qui relie les canaux efférents au
canal déférent. Ce canal est trés contourné et forme des
lobules séparés par des travées conjonctives. Le canal
épididymaire est de longueur variable selon les espéces
(un métre chez la souris, cing métres chez 'lhomme et
quatre vingt métres chez I'étalon) [6]. Cet organe peut étre
divisé chez les mammiféres en trois régions anatomique-
ment distinctes : la téte (région proximale ou antérieure)
qui intégre I'extrémité des canaux efférents et le segment
initial, le corps (partie médiane) et la queue (région distale
ou postérieure) d’apparence plus bulbeuse, connectée au
canal déférent [23, 27]. Chez la souris, la téte de I'épididy-
me peut étre subdivisée, selon les auteurs, en 3 ou 5
régions, sur la base d'une séparation physique de sous
territoires par lintermédiaire de cloisons conjonctives ou
septa [1] et/ou de caractéristiques structurales des cellu-
les principales [2].

[
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D’un point de vue histologique, la lumiére de I'épididyme
est bordée d'un épithélium pseudostratifié chez la souris,
constitué de plusieurs types cellulaires : une couche de
cellules principales ou s’intercalent des cellules apicales,
claires et en halo [57, 54]. Ces différents types de cellules
présentent des caractéristiques structurales et fonctionnel-
les trés variées. Le diameétre du canal épididymaire aug-
mente de la téte vers la queue en raison de la diminution
de la hauteur des cellules principales. La paroi du tubule
est entourée de fibres musculaires lisses qui présentent
des contractions péristaltiques régulieres, controlées par
des fibres nerveuses sympathiques contenues dans du
tissu conjonctif [53].

2. Fonctions de I’épididyme

a)Transport, maturation, protection et stockage des
spermatozoides

Aprés avoir traversé les canaux efférents, les spermatozoi-
des sont pris en charge par I'épididyme qui assure leur
transit par les contractions des fibres musculaires lisses
qui I'entourent afin de les acheminer vers la queue de I'épi-
didyme. C’est au cours de ce transit que se fait la matura-
tion des spermatozoides. En effet, d'un point de vue fonc-
tionnel, les spermatozoides qui sortent des testicules sont
immobiles et incapables de reconnaitre et de féconder l'o-
vocyte. La maturation post-testiculaire, permettant aux
spermatozoides d’acqueérir le pouvoir fécondant et la mobi-
lité, se déroule progressivement durant la traversée de l'or-
gane et plus ou moins précocement selon les espeéces.
Cela se fait grace a une interaction perpétuelle, tout le long
de I'épididyme, entre les spermatozoides immatures et le
microenvironnement intraluminal créé par I'épithélium épi-
didymaire. En effet, la composition du liquide intraluminal
varie graduellement le long de I'épididyme de fagon propre
a chaque région de l'organe. Cela va ainsi créer un envi-
ronnement unique dQ, en partie, a la spécificité tissulaire,
territoriale et cellulaire d’expression de génes codant pour
des protéines ubiquitaires ou spécifiques sécrétées ou
relarguées par des processus apocrines [11, 34].

La composition du fluide résulte également de I'absorption
de la majorité*du liquide provenant des testicules via les
canaux efférents dans un premier temps, puis au sein de
I'épididyme du transport sélectif de composants provenant
du sérum et de la sécrétion de macromolécules synthéti-
sées par I'épithélium épididymaire, plus particuliérement
par les cellules principales (de la téte). L'ensemble de ces
phénoménes va entrainer des modifications morpholo-
giques et biochimiques des spermatozoides telles que le
remaniement de leur membrane plasmique. Ces remanie-
ments sont surtout des modifications de la composition lipi-
dique et protéique de la membrane plasmique des sperma-
tozoides qui seront abordés plus loin dans ce méme chapi-
tre. Le fluide épididymaire va également participer a la sur-
vie des spermatozoides, par la présence de petites molé-
cules organiques telles que le glucose, I'inositol ou la carni-
tine. Cette derniére est captée par les spermatozoides
pour étre transformée en acétyl carnitine qui sera utilisée
comme un substrat énergétique pour la mobilité [9].
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Le fluide épididymaire va aussi maintenir l'intégrité des
spermatozoides. En effet, les spermatozoides sont des
cellules haploides avec un ADN fortement condensé, inca-
pables de synthétiser des protéines et possédant un cyto-
plasme réduit. C’est pourquoi leurs propres protections
face aux différents types d’agression telles que les
attaques immunitaires, oxydatives et protéolytiques sont
limitées. Cette protection est alors assurée d’une part par
la présence de la barriere hémato-épididymaire qui protége
les spermatozoides contre le systéme immunitaire [49] et
d’autre part par la sécrétion de protéines et de petites
molécules protectrices par I'épithélium épididymaire.

Les spermatozoides, plus que toute autre cellule, sont trés
exposés aux radicaux libres présents dans I'environnement
a cause de la présence d’acides gras poly insaturés
(AGPI1) au niveau de leur membrane plasmique. Cette
exposition est accrue par leur temps de passage et de
stockage dans I'épididyme. Les espéces réactives de I'oxy-
géne sont capables d’affecter l'intégrité des spermatozoi-
des soit en entrainant des dommages de I'ADN, soit en
peroxydant les AGPIls de la membrane plasmique, d'ou la
nécessité d'une protection accrue au niveau de I'épididy-
me. Cette protection est assurée par la sécrétion de protéi-
nes telles que des glutathion peroxydases (GPXs) [64],
des superoxyde dismutases (SOD) [48), la catalase [60] et
la « clusterin » [15]. D’autres protéines comme la « Cysta-
tin-related epididymal spermatogenic » (CRES) ont un réle
d’'inhibiteur de protéase, protégeant les spermatozoides
contre les dommages protéolytiques possibles en cas de
libération prématurée des enzymes acrosomiales durant le
transit épididymaire [10]. Cette protection est maintenue
méme au niveau de la queue de I'épididyme qui sert de
lieu de stockage pour les spermatozoides matures et assu-
re le maintien de leur intégrité avant I'éjaculation.

b) Réorganisation de la membrane spermatique

Le fluide épididymaire, riche en lipides et protéines, va
assurer des modifications morphologiques et biochimiques
des spermatozoides, telles que le remaniement structural
de leur membrane plasmique qui est a la base de la recon-
naissance et de la fusion spermatozoide-ovocyte.

* Remodelage de la composition protéique

Les modifications des protéines membranaires du sperma-
tozoide ont surtout lieu dans la partie proximale de I'epidi-
dyme. Elles consistent en des variations du degré de gly-
cosylation [62, 61], de phosphorylation [46], d’oxydation
des protéines [55], ou encore d’hydrolyses par le biais
d'enzymes sécrétées dans le fluide (glycosidases, glyco-
syltransférases, hydrolases, protéases) [26]. De plus, la
fixation aux spermatozoides de nouvelles protéines sécré-
tées par I'épididyme est le deuxiéme volet de la maturation
membranaire des spermatozoides. Cette sécrétion de pro-
téines se fait majoritairement au niveau de la téte de l'épi-
didyme. En effet, 60% des protéines synthétisées dans la
région proximale de I'épididyme chez les rongeurs sont
sécrétées dans la lumiére [63). Chez d'autres mammiféres
comme le cheval, e bélier et le verrat, 80% des protéines
sont sécretées dans la téte de I'organe et environ 15 pro-




téines différentes représentent la majorité des sécrétions
[14]. Certaines, comme la protéine DE synthétisée et
sécrétée par le segment proximal, viennent s’associer for-
tement & la région dorsale de I'acrosome du spermatozoi-
de par des liaisons ioniques [8]. La protéine DE semble
jouer un role dans la reconnaissance entre les spermato-
zoides et I'ovocyte. Cette action a été mise en évidence
suite a I'observation que I'immunisation de rats méales et
femelies par la protéine DE provoque une inhibition de la
fertilité. D’autres protéines telles que la protéine P26h chez
le hamster (orthologue de P34H chez 'homme), synthéti-
sée au niveau du corps de I'épididyme, viennent se fixer
dans la membrane plasmique au niveau de [a région acro-
somique du spermatozoide via une ancre lipidique [22, 39,
40). Cette protéine interviendrait dans la liaison des sper-
matozoides avec la zone pellucide des ovocytes. La plu-
part de ces protéines ont donc un réle important dans I'ac-
quisition du pouvoir fécondant.

A ce remodelage protéique s’'ajoute un remodelage lipi-
dique de la membrane plasmique du spermatozoide.

* Remodelage lipidique de la membrane plasmique

La membrane cellulaire forme une barriére structurale plus
ou moins permeable entre le cytoplasme et le comparti-
ment extracellulaire. Elle forme également une matrice per-
mettant I'incorporation de protéines. Elle est constituée
d'un mélange heétérogéne de phospholipides, de glycolipi-
des, de stérols et de glycoprotéines [56]. La proportion
relative de ces différents éléments varie au cours de leur
maturation épididymaire, aboutissant a une membrane
possédant des propriétés particulieres [25]. En effet, de
maniére générale, chez de nombreuses espéces, on obs-
erve au cours de la maturation épididymaire une augmen-
tation des AGPIs (acide docosapentaénoique, acide doco-
sahéxaénaoique) par rapport aux acides gras saturés (AGS)
[24]. Dans le méme temps, le rapport cholestérol/phospho-
lipides (chol/PL) diminue entrainant une augmentation de
la fluidité de la membrane plasmique du spermatozoide. Le
rapport chol/PL est a la fois un indicateur de la fluidité et un
déterminant dans les phénoménes de capacitation et de
réaction acrosomique. En effet, de nombreux auteurs ont
montré que Vefflux du cholestérol joue un réle important
dans les phénoménes de capacitation des spermatozoides
et dans la signalisation conduisant a la réaction acroso-
mique. Lefflux du cholestérol semble augmenter la fluidité
et la permeéabilité de la membrane plasmique du spermato-
zoide permettant, entre autre, l'influx d’ions calciques qui
vont déclencher l'activation de signaux de transduction
conduisant a la capacitation [65). La diminution du choles-
térol membranaire engendre des changements de la struc-
ture de la membrane, lui donnant des capacités fusogeé-
niques essentielles a la réaction acrosomique et a la fusion
spermatozoide-ovocyte. D’autre part, des récepteurs
comme le récepteur au mannose sont démasqués suite a
cet efflux. Ce récepteur est impliqué dans l'interaction
entre le spermatozoide et la zone pellucide de I'ovocyte qui
contient des résidus mannose et des protéines mannosy-
lées. L'efflux du cholestérol induit également une augmen-
tation du pH intracellulaire qui est requise pour la réaction

acrosomique [13]. Tous ces événements indiquent un rdle
central du cholestérol dans la physiologie et dans la matu-
ration post testiculaire des spermatozoides.

3. Contrdle de I'expression des génes épididymaires

L'expression région-spécifique des génes épididymaires,
accompagnant la segmentation fonctionnelle dans le sens
antéropostérieur, sous-entend une régulation complexe et
rigoureuse, reposant sur plusieurs niveaux.

Le premier niveau de régulation se fait via des facteurs
provenant du fluide testiculaire. Cette régulation dite
« lumicrine » a été mise en évidence aprés ligation des
canaux efférents [31]. Son action porte principalement sur
les cellules des segments initiaux et proximaux de la téte
de I'épididyme. Les facteurs lumicrines, provenant majori-
tairement des testicules, peuvent étre des composants
solubles tels que des ions, des solutés organiques, des
protéines et les androgénes associés aux « Sex Binding
Proteins » (SBP) [43]. Parmi ces facteurs, on a identifié le
« beta fibroblast growth factor » (bFGF) qui régule l'activité
catalytique et le niveau d’expression de la y glutamyl
transpeptidase dans le segment initial de la téte de I'épidi-
dyme [36].

Le deuxiéme niveau de contrble est réalisé par des fac-
teurs dits paracrines. En effet, les activités de sécrétion
d’'une région de I'épididyme peuvent influencer ou réguler
d’autres régions épididymaires. Cela a été mis en évidence
dans le modéle de souris invalidées pour le récepteur tyro-
sine kinase « c-ros » dont fe phenotype est une absence
de différenciation du segment initial de I'épididyme. Dans
ce contexte, on enregistre des changements dans les pro-
fils d’expression génique et protéique des régions sous-
jacentes [12]. Parmi ces facteurs paracrines, on trouve
aussi la proenképhaline sécrétée par le segment initial de
la téte de I'épididyme [21], ou les lipocalines comme
I'« epididymal retinoic acid binding protein » (E-RABP) [38]
sécrétée au niveau de la téte et du corps de I'épididyme.
Cette derniere protéine sembie étre impliquée dans la
régulation paracrine de ['‘expression de génes en contrdiant
la voie de signalisation de l'acide rétinoique.

Enfin, a toutes ces régulations s’ajoute une régulation
endocrine. Le mécanisme par lequel les systémes endocri-
niens participent a 'expression des génes épididymaires
de maniére région spécifique peut étre di & une distribu-
tion restreinte des récepteurs et/ou des ligands [12]. Il est
bien établi que la différenciation et les fonctions épididy-
maires sont principalement sous le contréle des androgé-
nes tels que la testostérone dont la forme la plus active est
la dihydrotestostérone (DHT) issue de la conversion de la
testostérone via I'enzyme 5a réductase présente au niveau
des celiules épididymaires [53]). Ces composés agissent
via un récepteur nucléaire spécifique « Androgen
Receptor » (AR). Une fois le complexe récepteur/ligand
formé, celui-ci se fixe sur des séquences nucléiques spéci-
fiques « Androgen Response Element » (ARE) situées sur
les promoteurs des génes cibles. Des expériences d'orchi-
dectomie ont montré que les androgénes régulent I'expres-
sion de nombreux génes codant pour des protéines consi-
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dérées comme des produits finaux de la différenciation cel-
lulaire épithéliale tels que GPX5 et PEA3 {16, 37, 44, 17].
D’autres systémes endocriniens peuvent controler I'expres-
sion régionalisée des génes de ['épididyme. Ceci a pu étre
observé aprés l'invalidation de génes tels que le géne
codant pour le récepteur aux cestrogénes « Estrogen
Receptor » (ER). Ce récepteur est principalement exprimé
au niveau des canaux efférents et du segment 1 de la téte
de I'épididyme et semble réguler la réabsorption du fluide
luminal, le transport ionique et le maintien de la structure
épithéliale [18, 29, 30]. Les souris males ERa /. sont stéri-
les, en partie suite & un défaut de réabsorption du fluide
testiculaire par les canaux efférents.

De la méme fagon, il a été montré que I'acide rétinoique
peut participer a la modulation de I'expression régionalisée
des génes épididymaires notamment a cause de la diffe-
rence de distribution spatiale des récepteurs a I'acide réti-
noique « Retinoid Acid Receptor » (RAR) et « Retinoid X
Receptor » (RXR) [68, 3]. Plus récemment, I'invalidation
des génes codant pour les récepteurs nucléaires « Liver X
Receptor a et B » (LXRa et LXRR) impliqués dans I'ho-
meostasie du cholestérol et le métabolisme lipidique, sug-
gére aussi que les LXRs seraient impliqués dans le main-
tien de la structure de I'épithélium de I'épididyme au niveau
des segments 1 et 2 de la téte [19].

B. Les Récepteurs Nucléaires LXRs

L'acces privilégié aux modeéles de souris invalidées pour
les LXRs (collaboration : Pr J.M Lobacarro, UMR 6547
GEEM) associé a I'observation d’'un phénotype épididymai-
re dans les doubles mutants LXR af /-, nous a conduit a
nous intéresser aux réles joués par ces récepteurs nucléai-
res aux oxystérols dans la physiologie de I'épididyme.

Les récepteurs LXRs codent pour des facteurs de trans-
cription qui appartiennent a la superfamille des récepteurs
nucléaires. |l existe deux isoformes LXRa ou NH1R3 [5] et
LXRR ou NH1R2 [568]. L'analyse des séquences ADN a
montré que ces deux récepteurs présentent une identité de
77% dans les domaines de liaison du ligand (LBD) et de
liaison a 'ADN (DBD). Les profils d’expression des deux
récepteurs sont différents : LXRao est préférentiellement
exprimé dans les tissus ou le métabolisme lipidique joue
un réle important (foie, rein, tissu adipeux...) alors que
LXRB semble s’exprimer de fagon plus ubiquiste [41, 42].
Ces récepteurs agissent en formant des hétérodiméres
obligatoires avec le RXR qui est le récepteur de I'acide 9-
cis-rétinoique. L'hétérodimére est permissif car il peut étre
activé a la fois par les ligands de LXR et/ou de RXR. L’'hé-
térodimére LXR/RXR se lie a des éléments de réponse
« Liver X Response Element » (LXRE) de type « Direct
Repeat » (DR4), c’est a dire une séquence hexanucléoti-
dique imparfaite répétée et séparée de quatre nucléotides
(la séquence canonique du DR4 est la suivante :
TGGTCANNNnAGTTCA). Les ligands naturels activant les
LXRs sont des oxystérols qui sont des dérivés métabo-
ligues du cholestérol [20, 33]. Les agonistes synthétiques
ont été developpés pour les LXRs et les RXRs tels que le
T0901317 [52] et le LG 268, respectivement [66].
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1. Roles des LXRs

Les LXRs jouent un réle décisif dans I'homéostasie du cho-
lestérol et le métabolisme lipidique. Ceci a été mis en évi-
dence par la création par recombinaison homologue d’un
modéle murin invalidé pour le gene LXRa (LXRa /) [48].
Ces souris ne sont plus capables de maintenir leur résis-
tance naturelle a un régime riche en cholestérol ce qui se
traduit par une accumulation trés importante d'esters de
cholestérol au niveau du foie [47]. De la méme fagon, des
souris invalidées pour le géne LXRR (LXRB /) ont été
obtenues mais ne présentent pas le méme phénotype que
les souris LXRa /.. Les souris LXRRB /- présentent une
résistance au cholestérol associée a une augmentation
lIégére du poids corporel. Le croisement des deux lignées a
permis de générer des souris présentant la double invali-
dation, ayant le méme phénotype que les animaux LX
Ra “/-. Ces expériences d’invalidation attestent de I'impli-
cation importante du récepteur LXRa dans la régulation du
métabolisme lipidique. Plusieurs génes impliqués dans le
transport, le stockage, la synthése et le catabolisme du
cholestérol dans les cellules hépatiques ont été identifiés
comme étant des génes cibles directs des LXRs.

2. LXRs et le tractus génital méale

De nombreuses études ont pu mettre en évidence Fimpor-
tance des lipides dans la physiologie du testicule, notam-
ment dans sa fonction stéroidogéne. Par exemple, l'invali-
dation du géne de la lipase hormono-sensible (HSL) induit
une stérilité. Cette enzyme hydrolyse les esters de choles-
térol et libére le précurseur de la synthése des stéroides :
le cholestérol. Le réle majeur du cholestérol au niveau des
testicules et de 'épididyme a aussi été montré par des
modéles « Knock out » des LXRs. Chez les souris
LXRal “/- , les analyses histologiques montrent une dés-
tructuration massive du testicule survenant a 10 mois, qui
se traduit par une hyperplasie des cellules de Leydig et
une vacuolisation des cellules de Sertoli et une perturba-
tion de la spermatogenése [66, 35]. Au niveau des seg-
ments 1 et 2 de la téte de I'épididyme, le phénotype se
caractérise par une diminution de I'épaisseur des canaux
et une absence des stéréocils de I'épithélium, générale-
ment observés au niveau des cellules principales du seg-
ment 2. Ce phénotype épididymaire apparait seulement
autour de 6 mois. Les spermatozoides de ces souris pré-
sentent des anomalies qui se traduisent par une fragilité de
la piéce intermédiaire et une variation de I'angulation entre
la téte et le flagelle. Les souris deviennent totalement stéri-
les au bout de 10 mois [19, 67].

Ce phénotype observé au niveau de I'épididyme, chez les
souris invalidées pour les LXRs, laisse supposer un rble
possible des LXRs dans la régulation de I'expression de
genes exprimés au niveau du segment 1 et 2 de Ia téte de
I'épididyme, ainsi que dans le maintien de la structure de
I'épithélium épididymaire et de lintégrité des spermatozoi-
des.

A ce jour, aucun travail n’a été effectué sur le rble joué par

les LXRs au niveau de I'épididyme. C’est pourquoi nous
nous sommes intéressés a rechercher au niveau de I'épidi-




dyme les génes cibles des LXRs par une approche in vitro
a partir d’'une lignée cellulaire immortalisée, issue de la téte
de I'épididyme murin (cellules B2). Ces cellules B2 ont été
obtenues a partir de cultures primaires de cellules de la
téte de I'épididyme dans lesquelles des mutations aléatoi-
res ont conduit a leur immortalisation [7]. Ces cellules
expriment plusieurs génes considérés comme des mar-
queurs de l'activité de la téte de I'épididyme in vivo confir-
mant ainsi un état différencié proche de celui retrouvé dans
l'organe.

Notre travail a tout d’abord consisté a valider notre modéle
d’'études en vérifiant qu’'elles exprimaient les récepteurs
LXRs et qu’elles répondaient bien aux agonistes. Puis, une
etudes protéomique a été utilisée afin de rechercher des
génes cibles des LXRs.

il. MATERIELS ET METHODES
1. Cultures cellulaires

Deux lignées de cellules ont été utilisées pour notre étude.
La lignée cellulaire NIH 3T3, issue de cellules fibroblas-
tiques et la lignée cellulaire B2 issue de culture primaire de
la téte de I'épididyme de souris (obtenue au laboratoire par
le Pr Lefrangois Martinez [7]).

Les cellules NIH 3T3 sont cultivées dans des boites de
10cm de diamétre (Falcon, BD Biosciences, France) conte-
nant 10ml de milieu de culture NIH 3T3 (Tableau 1), a
37°C, en présence de 5% de CO2. Les cellules B2 sont co-
cultivées avec les cellules NIH 3T3, qui servent de couche
nourriciére, 8 35°C en présence de 5% de CO2 dans du
milieu de prolifération B2 (Tableau 2). Cette co-culture se
fait soit dans des boites de 10cm de diamétre (Falcon)
pour I'extraction des protéines, soit sur des lamelles de
verre 18x18mm, dans des boites 6 puits pour les analyses
en immunocytochimie et de coloration a I'huile rouge.

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

Lignée Composition du
milieu de culture Concentration
L-glutamine 2mM
Pénicilline 100 U/ml
o Streptomycine 100 pg/mi
™

Sérum de veau feetal
déstéroidé
Milieu DMEM/HAM F12

10 % {v/v)
qgsp 500mli

Repiquage des cellules

a) NIH 3T3 : les cellules sont passées a confluence toutes
les semaines, elles sont rincées 3 fois au PBS 1X sans cal-
cium ni magnésium {Invitrogen, Gibco, France), supplé-
menté par 100 U/mi de pénicilline et 50 ug/mi de strepto-
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Tableau 2 : composition du milieu de prolifération des
cellules B2.

Lignée Composition du
milieu de culture Concentration
Transferrine 10 pg/ml
Sélénium 17,3 ng/ml
Insuline 10 ug/ml
8 bromo AMPc¢c 25 pg/mi
L-glutamine 2mM
EGF 10 ng/mi
o Ethanolamine 0,6 pg/ml
Tampon HEPES 20 mM
Pénicilline 100 U/ml
Streptomycine 100 pg/ml
Toxine cholérique 10 ng/ml
Hydrocortisone 106 M
Milieu DMEM/HAM F12 gsp 500ml

mycine. Puis, elles sont décollées par 1ml de solution de
trypsine 0,4% (m/v)-EDTA 1mM (Gibco) durant 20min a
35°C. Aprés neutralisation de la solution de trypsine par
une dilution dans du milieu NIH 3T3, les cellules sont cen-
trifugées pendant 5Smin & 200g a 4°C. Ensuite, le culot est
repris dans 5ml de milieu NIH 3T3 et les cellules 3T3 sont
comptées sur une cellule de Mallasez avant d’'étre ense-
mencées a raison de 150 000 cellules par boite contenant
du 10ml milieu NIH 3T3 (la viabilité des cellules est esti-
mée par exclusion du bieu Trypan).

b) B2 : on procede de la méme fagon sauf que les cellules
sont décollées avec 2ml de solution de trypsine durant
20min et qu'elles sont ensemencées sur des cellules 3T3
traitées a la mitomycine et incubées dans du milieu de pro-
lifération.

2. Immunocytochimie de LXRa dans les cellules B2
Immunodétection par fluorescence

Aprés une semaine, les cellules cultivées sur lamelle de
verre sont fixées dans les puits de culture avec de la para-
formaldéhyde 4% (m/v dans du PBS 1X) durant 10min a
température ambiante et perméabilisées par un solution
PBS 1X, Triton 1% durant 6min. Les cellules sont alors
incubées dans une solution de saturation (PBS 1X, sérum
de chévre 1% et BSA 8%) durant une heure a température
ambiante. Puis les cellules sont incubées avec Vanticorps
anti-LXRa dilué au 150€Me dans une solution PBS 1X
contenant 1% de sérum de chévre et 1% de BSA pendant
toute la nuit a 4°C. Aprés 3 ringages de 5min dans du PBS
1X, les cellules sont incubées pendant une heure a tempé-
rature ambiante en présence d’anticorps secondaire anti-
lgG de lapin couplé a la fluorescéine dilué au 200éme




(PARIS, France) dans une solution de PBS 1X contenant
1% de sérum de chévre et 1% de BSA. Enfin les cellules
sont rincées avec du PBS 1X et les lamelles sont montées
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, cultivées sur des lamelles de verre, sont
incubées pendant 48 heures avec 1uM d’'un agoniste des
LXRs (T0901317, Sigma, France) et/ou avec 1uM d’un
agoniste des RXRs (LG 268, Ligand Pharmaceuticals, San
Diego, CA}. Les cellules sont alors fixées dans les puits de
culture avec de la paraformaldéhyde 10% dans du PBS 1X
(Sigma) durant 5min a température ambiante et traitées
avec le 1,2 propanediol (Sigma) pendant 1min afin de
chasser I'eau. Puis les lames sont plongées dans un bain
d’huile rouge {Sigma) durant 30min a 60°C. Les cellules
sont contre colorées avec Phématoxyline Harris (Sigma)
diluée au demi dans de l'eau distillé, durant 1min. Apres
ringage a l'eau du robinet, les lamelles sont montees sur
des lames avec du glycérol 50% et observées au micro-
scope. Les inclusions lipidiques apparaissent en rouge.

4. Electrophorése bidimensionnelle
a) Extraction de protéines

Les cellules B2, cultivées dans les boites 10cm, sont repri-
ses puis centrifugées durant 10min a 200g a 4°C. Les
culots cellulaires sont repris avec un tampon de solubilisa-
tion des protéines (Tris 50mM-EDTA 1mM) ne contenant
pas de sels pouvant géner l'isofocalisation des protéines.
Lextraction des protéines est alors realisée par sonication
(3x30 secondes) dans de la glace. L'homogénat est centri-
fugé a 10 000g durant 15mn a 4°C, puis le surnageant est
récupéré et les protéines totales sont dosées par la métho-
de colorimétrique de Bradford grace au kit de dosage de
protéine (BIO-RAD, France) en spectrophotométrie a
595nm. Le surnageant est stocké a —20°C.

b) Isofocalisation (premiére dimension)
Réhydratation des bandelettes de gel

La bandelette de gel d’isofccalisation (7cm, pH 3-10, Bio-
Rad) est réhydratée de maniére passive avec du tampon
de réhydratation (Urée 8M, CHAPS 4%, DTT 20mM, Bioly-
tes 0,2%, bleu de bromophénol 0,001%) contenant 100ug
de protéines. La réhydratation dure huit heures a 20°C, la
bandelette étant recouverte d’huile minérale pour éviter le
desséchement du gel. Au cours de cette réhydratation, les
protéines vont pénétrer dans le gel.

Isofocalisation

La focalisation est réalisée a I'aide de I'appareil « PRO-
TEAN IEF celi » (Bio-Rad). Les cdtés acides et basiques
du gel sont connectés respectivement a I'anode et a la
cathode du plateau de focalisation et ie gel est recouvert
d’huile minérale pour éviter qu’il ne desséche. Les parame-
tres de focalisation des protéines pour les bandelettes sont
les suivants (1€re étape : 50 volts/9 heures, 26Me gtape :
200 volts/1 heure, 3¢Me gtape : 4000 volts/3 heures (rapi-
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de), 4éme étape : 4000 valtstheure (lent)). C'est durant l'i-
sofocalisation que les protéines vont migrer selon leur
point isoélectrique.

¢) SDS PAGE (deuxiéme dimension)
Equilibration

Les protéines sont ionisées avec du SDS et réduites dans
la solution d’équilibration | (Urée 6M, SDS 2%, Tris-HCI
0,375 M pH 8,8, glycérol 20%, DTT 130mM) pendant
15min. Une seconde incubation est faite dans la solution
d'équilibration I contenant du icdoacétamide, durant 20mn
(Urée 6M, SDS 2%, Tris-HC! 0,375 M pH 8,8, glycérol
20%, iodoacétamide 135mM). Ceci prévient 1a réoxydation
des protéines au cours de I'électrophorése et alkyle le DTT
résiduel, minimisant ainsi les trainées verticales. Ces tam-
pons doivent étre préparés au dernier moment.

SDS PAGE

Les bandelettes sont déposées sur un get 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 effectuée sous tension constante de
200V et elle est stoppée lorsque le bleu de bromophénol
sort du gel de séparation.

Coloration au nitrate d’argent

La coloration des polypeptides au nitrate d’argent (« EMBL
silver staining protocol ») est celle décrite par Mortz et al
[45]. Cette coloration est compatible avec le traitement des
spots protéiques par spectrométrie de masse.

Analyse des spots

Les gels colorés sont scannés puis analysés par I'intermé-
diaire du logiciel PD QUEST version 7.1 (Bio-Rad). Les
spots sélectionnés sont prélevés et envoyés pour étre
séquencés par spectrométrie de masse (« Matrix Assisted
Laser Desorption lonisation- Time Of Flight » MALDI-TOF ;
voyager DE super STR Applied Biosystems, USA) a 'INRA
de Theix (Christophe Chambon, plateforme protéomique
Bloc 4). Les peptides sont analysés par le logiciel
« Mascot » (http://www.matrixscience.com).

IIl. RESULTATS
1. Localisation de la protéine LXR dans les cellules B2

Il a été montré par western blot que la protéine LXR s’ex-
prime au niveau de la téte de I'épididyme in vivo [19]. Il a
été également montré par RT-PCR que les ARNm de
LXRa et LXRB s’expriment dans les cellules B2 [7]. Aussi,
nous nous sommes intéressés a visualiser par immunocy-
tochimie la présence et la localisation de la protéine LXRa
dans les cellules B2 a l'aide d’un anticorps anti-LXRa
développé dans I'équipe du Pr. JM. Lobacarro.

L'analyse d'immunodétection en utilisant un anticorps
secondaire marqué a la fluorescéine permet de mont-
rer que LXRa est présente au niveau péri nucléaire et
nucléaire. Ceci est visible par la superposition de la
fluorescence specifique et du marquage du noyau au




spécifique et du marquage du noyau au DAPI (Figure 1 g-
i). En revanche, les incubations avec I'anticorps secondaire
marqué seul (Figure 1 d-f) ou avec le sérum pré immun
(Figure 1 a-c) ne montrent aucun signal fluorescent. Ces
résultats attestent que le marquage est spécifique de la
protéine LXRo. La protéine LXRo est donc présente dans
les cellules B2 et localisée au niveau nucléaire et péri
nucléaire. Dans cette étude seule la protéine LXRo a été
etudiée car nous ne possédions pas I'anticorps anti LXRR.

2. Réponse des cellules B2 aux agonistes des LXRs
et/ou des RXRs

Dans le but d'utiliser les cellules B2 comme modéle dans
la recherche de cibles épididymaires des LXRs nous avons
testé si les cellules B2 étaient capables de répondre aux
ligands synthétiques des LXRs (T0901317) et des RXRs
(LG268). Pour visualiser la réponse physiologique des cel-
lules B2 aux différents traitements, nous avons procédé a
une coloration a 'huile rouge mettant spécifiguement en
évidence les lipides neutres tels gue les triglycérides et les
esters de cholestérol.

Les résultats montrent qu'il y a une accumulation de gout-
telettes lipidiques (marquées en rouge) au niveau cytoplas-
migue aprés traitement des cellules B2 au T0901317 seul
(Figure 2b) par rapport aux cellules contrdles traitées avec
le DMSO (Figure 2a). Cette accumulation cytoplasmique
de gouttelettes lipidiques est observable sur la majorité des
cellules B2. Les mémes observations sont faites apreés 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 résultats confirme que les cellu-
les B2 répondent de maniére trés nette aux agonistes des
LXRs.

Ces résuitats suggérent que ces cellules peuvent étre utili-
sées comme modéle d’etude afin de rechercher des cibles
épididymaires des LXRs in vitro.

3. Etude du profil d’expression protéique des cellules
B2

Les cibles épididymaires des LXRs ont été recherchées in
vitro sur les cellules B2 murines par une approche protéo-
mique.

Les cellules ont été incubées durant 24, 48, 72 heures (h)
avec 1uM d’agoniste des LXRs (T0901317). Aprés chaque
temps d'incubation, les cellules ont été reprises afin d’ex-
traire les protéines. Pour chacune des conditions, nous
avons étudié le profil protéique des cellules B2 traitées ou
non traitées avec le T0S01317 par électrophorése bidimen-
sionnelle. Puis, i’'ensemble des spots apparaissant pour
chacune des conditions a pu étre apprécié aprés coloration
des gels SDS-PAGE au nitrate d’argent (Figure 3). L'obser-
vation de ces gels montre un profil de migration des protéi-
nes semblable pour chacune des conditions. On peut
constater que peu de protéines sont détectées dans les
régions de faible pl (entre 3 et 5). A l'inverse, beaucoup
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plus de protéines sont visibles a des pl élevés (entre 7 et
9). Afin d’analyser les gels de maniére plus précise, nous
avons procédé a une analyse informatique en utilisant le
logiciel PD-QUEST (version 7.1 ; Bio-Rad). Aprés avoir
défini un gel comme référence, le logiciel permet de com-
parer plusieurs gels d’'une méme condition entre eux (en
'occurrence quatre gels différents dans notre étude). Au
moment de la comparaison, il est important de choisir un
maximum de spots communs qui vont servir de repéres.
Ces repéres vont permettre au logiciel d’établir une cor-
respondance entre les gels moyens et de les normaliser en
une géomeétrie cohérente et unique. Ainsi pour chacune
des conditions, le logiciel va créer un gel de référence ou
gel moyen représentatif des quatre gels différents en rete-
nant seulement les spots communs. Les analyses compa-
ratives sont ensuite réalisées a partir des gels moyens.

Dans un premier temps, nous avons comparée les gels
moyens des conditions 24h, 48h, 72h avec le gel moyen
correspondant au contréle DMSO. Dans un deuxiéme
temps nous avons comparé les gels moyens 48h et 72h
avec le gel moyen 24h. Ces deux étapes d’analyse suc-
cessives nous ont permis d’identifier un certain nombre de
spots identiques et non identiques a chaque condition. Les
résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 3. Pour la
suite de 'analyse, nous avons choisi de travailler sur des
spots protéiques apparaissant de maniére commune dans
les trois conditions étudiées, et préférentiellement ceux
dont 'intensité de coloration est nette. Les spots sélection-
nés sont indiqués sur la Figure 3 : ils sont concentrés dans
la zone de faible poids moléculaire (entre 13 et 25 kDa),
avec des pl compris entre 5 et 8 environ (Figure 3 b, ¢, d).
Huit spots intéressants ont été identifiés sur les gels et pré-
levés pour étre analysés en spectrométrie de masse
MALDI-TOF. Avant d’étre analysés par spectrométrie de
masse, les spots subissent une digestion enzymatique a la
trypsine afin de donner différents peptides. Les protéines
correspondant aux peptides sont identifiées avec le pro-
gramme « Mascot ». Une premiére série d’analyse en
spectrométrie de masse n’a donné qu’un résultat significa-
tif (p<0,05) pour le spot 1 identifié comme étant la polyubi-
quitine 4 de souris « Mus musculus » (numéro d’accession
AK088453, Genbank). En ce qui concerne les autres pro-
téines, elles sont en cours d’analyse.

IV. DISCUSSION

Les phénotypes observés chez les souris mutantes pour
les deux génes LXRa et LXRR suggérent un role fonction-
nel des LXRs au niveau de I'épididyme notamment dans le
maintien de la structure de I'épithélium et I'intégrité des
spermatozoides. Dans le but d’aborder le réle des LXRs et
des oxystérols dans la physiologie de I'épididyme, nous
avons recherché in vitro les génes qui sont des cibles
directes ou indirectes des LXRs en utilisant des cellules
épididymaires murines en culture {7].

Dans un premier temps, il était important de valider le
modéle de cellules utilisées vis a vis de la réponse aux
LXRs par différentes approches simples. Les expériences
d’'immunolocalisation montrent clairement que la protéine
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Figure 1 : Inmunodétection par fluorescence de la protéine LXRo dans les cellules B2. Les cellules sont incubées soit
en présence de sérum pré-immun (a-c), soit en présence de I’anticorps anti-LXRa (1/150e) (g-i), puis en présence d’anti-
corps secondaire couplé a la fluorescéine (1/200e) donnant un marquage vert. Un témoin en présence d’anticorps
secondaire seul été réalisé (d-f). Les noyaux sont colorés en bleu par le DAPI (b, e, h). Les images (c, f, i) correspondent
a la superposition des deux images FITC et DAPI. Les barres de calibration représentent 50um.
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Figure 2 : Coloration a I’huile rouge des cellules B2 stimulées par les agonistes des LXRs et des RXRs. Les cellules
sont incubées avec un agoniste synthétique des LXRs a 1uM (T0901317) (b), avec un agoniste synthétique des RXRs a
1uM (LG268) (c), ou avec les deux a la fois (d). Les cellules incubées avec le DMSO (a) correspondent au contréle. Les

cellules sont colorées a I’'huile rouge aprés 48 heures d’incubation dans les différentes conditions, puis contre-colorées
avec I’hématoxyline (coloration bleue).
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Figure 3 : Identification des spots suite a 'analyse des gels moyens. Les spots sélectionnés par I’analyse informatique
des gels moyens sont repérés sur les gels d’électrophorése bidimensionnelle (encerclés et numérotés). lIs sont préle-
vés et analysés en spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le poids moléculaire exprimé en kilo dalton (kDa) apparait a
gauche et le point isoélectrique (pl) en haut des gels.

Tableau 3 : Comparaison des spots des différents 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 comparés avec le gel correspondant au DMSO. Puis les gels moyens 48 et 72 heures
sont comparés avec le gel moyen correspondant a 24 heures. Les valeurs indiquent le nombre de spots identiques ou non iden-
tiques entre les deux conditions mentionnées.

LXRa est présente dans les cellules B2 et que sa distribu- lisation péri nucléaire change pour une localisation nucléai-
tion est nucléaire et péri nucléaire. Cette localisation n'est  re aprés traitement avec les agonistes des LXRs in vitro.
pas cohérente avec le dogme selon lequel les récepteurs ~ Les mémes expériences seront a réaliser lorsque I'anti-
nucléaires orphelins sont plutét nucléaires et non cytoplas-  corps anti-LXRB sera disponible.

miques. Cependant, certains auteurs ont pu observer de  Apres avoir montré la localisation de LXRa dans nos cellu-
telles localisations cytoplasmiques pour d’autres récep- les, il était important de déterminer la fonction de ces
teurs nucléaires tels que PPARg2 [59], RXRs et RARs  rgcepteurs dans ces cellules B2. C’est pourquoi nous
(Nezzar H, communication personnelle). Sachant que la  ayons entrepris de mettre en évidence cette fonction via
synthése des protéines a lieu dans le cytoplasme, cela  yne coloration a I'huile rouge. Les résultats de cette colora-
pourrait donc expliquer cette localisation péri nucléaire ou  tion montrent que les cellules B2 accumulent des gouttelet-
laisser supposer une action possible dans le cytoplasme. Il tes lipidiques aprés incubation avec I'agoniste synthétique
serait intéressant d'étudier d’'une part si cette localisation des LXRs {T0901317). De plus, comme attendu pour un
est retrouvée in vivo au niveau de I'épididyme par une hétérodimére LXR/RXR permissif, cette accumulation est
approche d’'immunohistochimie et d’autre part si cette loca- augmentée de maniére synergique en incubant les cellules
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avec les deux agonistes des LXRs et des RXRs
(TO901317 et LG268). Ces résultats ne permettent pas de
discriminer I'action de LXRa par rapport 4 LXRR mais sug-
gérent 'existence d’un métabolisme lipidique actif dans les
cellules B2. Il serait intéressant de doser les lipides d’'une
part dans les cellules traitées ou non traitées avec 'agonis-
te des LXRs afin de connaitre la nature des lipides accu-
mulés (triglycérides, esters de cholestérol...), et d’autre
part dans le milieu de culture sachant que les cellules B2
sont cultivées en absence de sérum.

Nous avons vu en introduction les remaniements impor-
tants du cholestérol de la membrane des spermatozoides
au cours du transit épididymaire. Ces remaniements sont
fondamentaux pour les capacités fonctionnelles des sper-
matozoides (capacitation, réaction acrosomique). La com-
préhension des mécanismes impliqués dans le mouvement
du cholestérol dans les cellules B2, en relation avec le réle
des LXRs, pourrait nous amener a mieux comprendre les
phénomeénes physiologiques in vivo. Ceci est supporté par
les phénotypes observés sur les spermatozoides des sou-
ris déficientes pour les génes de I'apolipoprotéine B (Apo
B) [32] et du récepteur & I'apolipoprotéine E (ApoRE) [4]
qui sont impliqués dans l'efflux cellulaire de cholestérol et
exprimés dans I'épididyme. Ces souris sont stériles et pré-
sentent un défaut de maturation des spermatozoides pour
lesquels on observe des aspects morphologiques anor-
maux, affectant notamment I'angulation flagellaire, phéno-
type retrouvé dans les animaux LXRa7/-.

L'ensemble de ces résultats permet de considérer les cel-
lules B2 comme un modeéle in vitro opportun pour appré-
hender des génes épididymaires cibies des LXRs. La
recherche de génes cibles a été menée par une approche
protéomique. Cette méthode nous a permis d’identifier des
protéines dont I'expression est régulée positivement par
traitement avec I'agoniste des LXRs (T0901317) dans les
trois conditions (24h, 48h,72h). Parmi huit spots sélection-
nés, un seul (spot 1) a donné un résultat significatif aprés
avoir été analysé par MALDI-TOF. Les autres spots n’ont
pas pu étre identifiés probablement car les protéines
contenues étaient en trop faible quantité. Ces résultats
s’expliquent en grande partie par les limites de la tech-
nique bidimensionnelle :

* La premiére limite repose sur le type de bandelettes uti-
lisées. En effet, la quantité maximale de protéines sépa-
rées en premiére dimension est limitée & 100ug méme
si les recommandations du fournisseur indiquent jusqu’a
500ug. Lorsqu'on dépose de grandes quantités de pro-
téines, les migrations (premiére et deuxiéme dimen-
sions) ne se font pas correctement, probablement du a
un trop fort encombrement. Pour s’affranchir de ces
contraintes, il faudra utiliser des bandelettes de grande
taille afin de pouvoir focaliser isoélectriquement de plus
fortes quantités de protéines, et des bandelettes ayant
des gammes de pH restreintes comprenant ies pi des
spots identifiés afin de mieux les séparer (pl de 5 a 10).

La deuxiéme limite s’explique par le type de coloration
utilisée. La coloration au nitrate d’argent est beaucoup
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plus sensible que celle utilisant le bleu de Coomassie
colloidal, permettant ainsi de visualiser des spots de fai-
ble intensité et donc de faible quantité alors que seules
les protéines majeures sont révélées par le bleu de
Coomassie colloidal. De plus, avec le nitrate d’argent, la
digestion a la trypsine ne s’effectue pas de fagon opti-
male ce qui occasionne des erreurs dans l'analyse du
séquencage. Dans nos conditions expérimentales,
aucun spot n'a pu étre visualisé en utilisant la méthode
de coloration au bleu colloidal, méme pour des quanti-
tés de protéines élevées (150 et 200ug de protéines).
Pour un séquengage efficace, il faudra grouper les spots
d’au moins 4 a 6 gels différents afin d’avoir une quantité
suffisante de protéines.

En ce qui concerne le spot identifié (spot 1), celui-ci cor-
respond a une polyubiquitine. Ce résultat est intéressant
car il a été décrit récemment que [‘ubiquitine pouvait étre
impligué dans plusieurs fonctions telles que la réparation
de I'ADN, la transcription, la transduction de signaux et
dans les phénoménes endocytose-exocytose [51]. De plus
il a été montré qu’une régulation des stérols intracellulaires
passe par une étape de protéolyse ubiquitine-dépendante
de la « 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase »
ou « HMG-CoA reductase » (HMGR} [50]. HMGR est une
enzyme limitante de la synthése endogéne du cholestérol.
Elle permet la transformation de I'acétate en mévalonate
qui constitue la premiére étape limitante de la voie du
mévalonate. C’est a partir du mévalonate que va se faire la
synthése endogéne du cholestérol (Figure 4). Cette syn-
thése est régulée de maniére trés fine : selon la quantité
de stérols présents dans la cellule, il va y avoir une régula-
tion positive ou négative de la synthése du cholestérol. La
régulation fait intervenir un certain nombre d’acteurs,
notamment les « Sterol Regulatory Element Binding Pro-
teins » (SREBPs) qui régulent positivement HMGR. Ainsi
I'excés de cholestérol ou de ses dérivés (oxystérols) va
agir comme un inhibiteur de HMGR pré existant en indui-
sant sa dégradation. Cette dégradation, qui se fait par le
protéasome, est la résultante d’'une polyubiquitination de
HMGR induite par le cholestérol ou ses dérivés qui vont
diminuer le taux de HMGR et donc la synthése endogéne
du cholestéral [28]. Pour confirmer notre hypothése, il fau-
dra rechercher si I'expression de la protéine HMGR est
diminuée aprés traitement des cellules B2 par le
T0901317.

Pour la suite des travaux, de nouvellies analyses bidimen-
sionnelles devraient permettre d’identifier tous les spots
sélectionnes. Une fois les protéines identifiées, une analy-
se bibliographique sera menée pour vérifier si ces protéi-
nes sont des cibles connues des LXRs. Dans ce cas, il fau-
dra étudier I'expression épididymaire de ces protéines, leur
régionalisation éventuelle au niveau de la téte de I'épididy-
me plus précisément & 'endroit ou apparait le phénotype
chez les souris LXRafRy /- par des analyses différentielles
de I'expression in vivo (PCR guantitative en temps réel,
northern blot). Si des anticorps sont disponibles, 'expres-
sion protéique et la localisation pourront &tre déterminées
par des analyses immunohistochimiques. Si les protéines
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Figure 4 : Voie de synthése du mévalonate qui aboutit a
la synthése du cholestérol. HMG-CoA : 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme-A ; HMGR : 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme-A réductase ; CoA : coenzyme-
A ; LXRs : « Liver X Receptor » ; SREBPs : « Sterol
Regulatory Element Binding Proteins » ; [oxystérols] :
concentration en oxystérol ; + et - : régulation positive ou
négative.

identifiées ne sont pas des cibles connues des LXRs, il
faudra rechercher in silico la présence d'un LXRE dans le
promoteur des génes correspondant.

A plus long terme aprés avoir identifié un certain nombre
de génes régulés soit directement soit indirectement par
LXRs au niveau de I'épididyme, il sera intéressant de mett-
re en relation cette régulation avec la maturation des sper-
matozoides et le maintien de la structure épithéliale de la
téte de I'épididyme.
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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, Joél 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
(LXRo) 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

23



