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RESUME

Les fonctions testiculaires endocrines et exocrines
sont soumises a un contréle multifactoriel com-
plexe, impliquant les gonadotrophines circulantes
et des signaux produits in situ responsables de
régulations locales. Parmi ces facteurs locaux, les
endozépines (EZ), ligands endogénes des récep-
teurs des benzodiazépines (BZD), semblent exercer
un effet stimulant de type intracrine, autocrine
et/ou paracrine sur la sécrétion leydigienne. Les
effets des BZD sont relayés par deux types de
récepteurs, le récepteur des BZD de type central
(CBR) associé au complexe-récepteur
GABAA-—canal chlore, et le récepteur de type péri-
phérique (PBR) principalement localisé sur la mem-
brane mitochondriale et trés abondant dans les cel-
lules stéroidogénes. La recherche de ligands endo-
génes pour ces récepteurs a permis l'identification
d’une nouvelle famille de peptides, les EZ.

Toutes les EZ identifiées a ce jour dérivent d’un
méme précurseur, le diazepam-binding inhibitor
(DBI) dont le clivage protéolytique conduit & diffé-
rents peptides biologiquement actifs tels que le tri-
akontatétraneuropeptide DBI17.509 (TTN) ou I'octa-
décaneuropeptide DBI33.50 (ODN). Les EZ sont
trés largement distribuées dans le cerveau et dans
la plupart des organes périphériques en particulier
les glandes stéroidogénes, i.e. surrénale, testicu-
le...

Différents travaux réalisés chez le rat suggeérent
I’existence d’une implication des EZ dans le
contrble de la stéroidogenése testiculaire. Ainsi,
’expression du géne du DBI et la présence de pep-
tides apparentés au DBI dans les cellules de Serto-

li, de Leydig et dans certaines cellules germinales
ont été démontrées. En outre, les EZ sont capables
de stimuler ia libération de progestérone et de tes-
tostérone par des cellules de Leydig de rat en cul-
ture et par des celfules de Leydig des lignées
tumorales MA-10 ou R2C. Enfin, des études phar-
macologiques ont montré que les effets des EZ sur
la stéroidogenese testiculaire du rat s’exercent via
I’activation d’un PBR. Le PBR serait alors le dernier
maillon d’'une chaine d’interactions protéiques per-
mettant la transduction. des signaux de stimulation
de la stéroidogenése, aboutissant a la transloca-
tion du cholestérol vers la membrane mitochon-
driale interne, ou il est converti en prégnénolone,
grace a l’action enzymatique du cytochrome
P450scc.
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I. INTRODUCTION

Le testicule adulte a deux fonctions majeures et complé-
mentaires : la génération des gametes (fonction exocrine)
et la sécrétion de stéroides sexuels (fonction endocrine).
Ces fonctions endocrine et exocrine sont soumises a un
contrdle multifactoriel complexe impliquant notamment
les gonadotrophines d’origine hypophysaire, LH et FSH,
mais également de nombreux facteurs produits localement
susceptibles de participer aux régulations autocrine, para-
crine et/ou intracrine [125]. De nombreuses données obte-
nues a partir de modeles animaux suggerent que les EZ,
ligands endogénes des récepteurs des benzodiazépines
(BZD), pourraient s’inscrire dans la liste des facteurs
locaux capables de contréler la stéroidogenése testiculaire.

En raison de leurs propriétés anxiolytiques, hypnotiques,
myo-relaxantes, anticonvulsivantes et sédatives, les BZD
constituent 1’une des classes de médicaments les plus fré-
quemment prescrits dans les pays industrialisés [23]. Les
principaux représentants de cette classe thérapeutique, dont
le chef de file est le diazépam (Valium®, Roche), sont
répertoriés dans le Tableau 1. Ces différents composés pos-
sedent des propriétés pharmacologiques distinctes notam-
ment en raison d’affinités différentes pour les sites de liai-
son des BZD.

IL. SITES DE LIAISON DES
BENZODIAZEPINES

Bien que les BZD aient ét¢ commercialisées dés le début
des années 1960, leurs sites de liaison n’ont été mis en évi-
dence qu’a la fin des années 1970 [25, 91, 131]. Les études
réalisées a I’aide du diazepam et du flunitrazepam tritiés
ont permis d’identifier dans le cerveau des mammiféres,
des sites de liaison spécifiques, saturables et de haute affi-
nité pour les BZD. La synthése de nombreuses BZD a
conduit a distinguer deux types de récepteurs désignés
récepteurs centraux et périphériques. Les récepteurs de
type central (CBR) sont essentiellement présents dans le
cerveau [29, 91] et sont associés au complexe récepteur-
canal chlore de 1’acide y-aminobutyrique de type A (R-
GABA,) [39, 40, 59]. Les récepteurs de type périphérique
(PBR) sont exprimés a la fois dans le cerveau et dans la
plupart des organes extra-cérébraux [17, 41, 60].

1. Récepteurs de type central (CBR)

Le complexe récepteur GABA/canal chlore/BZD est
composé de 5 sous-unités formant un canal perméable aux
ions chlorures, dont I"ouverture est contrlée par le GABA
[93] (Figure 1). Actuellement, 8 classes de sous-unités
polypeptidiques (a, B, v, 8, p, €, © et 0) ont été identifiées
et certaines présentent différentes isoformes [24, 64, 110,
122, 123, 128]. Malgré la tres grande diversité des combi-

naisons théoriquement possibles 2 partir de ces sous-unités
[65], les études électrophysiologiques, immunohistochi-
miques et biochimiques démontrent la prédominance d’un
petit nombre d’associations correspondant a des stoechio-
métries de type 202B17 [35, 135] ou 2a1B1y1Y/0 [12, 18,
89]. Le site GABA,4 proprement dit est localisé a I’interfa-
ce des sous-unités o et B [128] alors que le site de liaison
des BZD a initialement été localisé sur la sous-unité a.
Cependant, il a été depuis démontré que 1’action des BZD
sur le R-GABA, nécessite en plus de la sous-unité o, la
présence d’une sous-unité y [27, 109]. Des expériences de
mutagenese dirigée suggérent que les BZD se lient au sein
d’une cavité située a la surface du récepteur GABA, et
localisée a I’interface des sous unités o ety [44].

11 est clairement établi que les BZD, en interagissant avec
le CBR, potentialisent les effets du GABA [36, 47, 48,
124]. Ainsi, les agonistes des CBR, tels que le diazépam et
le clonazépam, ont un effet potentialisateur sur la transmis-
sion GABAergique [47] et possédent de ce fait des pro-
priétés anxiolytiques. Le seul antagoniste compétitif identi-
fié a ce jour est le flumazénil (Ro15-1788) [51, 53, 66].
Celui-ci est utilis€ en clinique pour contrecarrer les effets
des BZD lors d’un surdosage volontaire ou accidentel.

La présence des CBR a été mise en évidence, par des tech-
niques de liaison, d’immunohistochimie et d’hybridation ir
situ, dans de nombreuses régions du cerveau, en particulier
dans le cortex [45], le striatum [138], le systeme limbique
[99], la substance noire [94] et le cervelet [16]. Dans le
systéme nerveux central (SNC), les CBR sont principale-
ment exprimés dans les neurones mais également dans les
cellules gliales [33, 136]. La présence des CBR a égale-
ment été mise en évidence dans ’hypophyse [21] et dans
certains organes périphériques tels que les glandes salivai-
res [145] et la surrénale [108].

2. Récepteurs de type périphérique (PBR)

Les BZD se lient également & d’autres récepteurs localisés
a la fois dans le cerveau au niveau des cellules gliales [84]
mais surtout hors du SNC lesquels, de ce fait, sont dési-
gnés récepteurs des BZD de type périphérique (PBR) [29,
58, 137]. Ces récepteurs se distinguent pharmacologique-
ment des CBR car ils ne reconnaissent ni le clonazépam ni
le flumazénil [74, 75, 119]. En revanche, ils présentent une
affinité nanomolaire pour le 4’-chlorodiazépam (Ro5-
4864) [84, 139]. En outre, plusieurs molécules chimique-
ment différentes des BZD et spécifiques de ce récepteur
ont été développées. Il s’agit de dérivés des isoquinolines
carboxamides (PK11195, PK14105) [76, 77], des imidazo-
pyridines telles que ’alpidem [8] et des indoleacétamides
(FGIN-1-27) [69, 117].

Le PBR est un complexe hétéromérique formé d’au moins
trois sous-unités protéiques différentes : une protéine de
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Table 1 : Tableau récapitulatif des principales benzodiazépines

Indications

DCI DC Formule principales Spécificité
e
Diazépam Valium® | \‘g Anxiolytique Ligand mixte
cl N CBR/PBR
CeHs
Lexomil®, .
Bromazépam Anyrex® _ Anxiolytique
- . R . e T
chlordiazépoxide l{g)‘;gj)m@ Librax® (17" commercialisée, Anxiolytique
Nordazépam Nordaz® Anxiolytique
Oxazépam Séresta® Anxiolytique
Chlorazépate Tranxene® Anxiolytique
Alprazolam Xanax® Anxiolytique
Lorazépam Témesta® Anxiolytique
Nitrazépam Mogadon® Hypnotique
Lormétazépam Noctamide® Hypnotique
CH, 0
“I‘“{ Agoniste
Flunitrazépam Rohypnol®, I ) CBR/
Narcozep® oaN " Hypnotique antagoniste
[ F PBR
H
II\I Q
Clonazépam Rivotril® :S Anticonvulsivant, Agf)r!lste
o: N Antiépiléoti spécifique
o ntiepiléptique des CBR
Anesthésique,
Midazolam Hypnovel® hypnotique,
sédatif
4 Antidote =
I~ Antagoniste des .
Flumazénil = Anexate® T%/\ benzodiazépines ggéi?ﬁ?qrxztgu
Ro 15-1788 lors CBR
¢ ~ d'intoxications ou
° d'anesthésies
Effets
compor - ;
4'-chlorodiazépam = tementaux: ':ggg'ﬁs;ﬁe du
Ro5-4864 Propriétés PBR

anxiogéniques et
convulsivantes
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DCI : dénomination commune internationale ; DC : dénomination commerciale.



Stéroides

Cr

Figure 1 : Représentation schématique du CBR associé au complexe récepteur GABAA-canal chlore. Les agonistes CBR, qui agissent
comme des modulateurs allostériques, potentialisent Ueffet du GABA sur le courant chlore. Les endozépines (EZ) qui, a la fagon des b-
carbolines, agissent comme des agonistes inverses, inhibent Ueffet du GABA sur le récepteur GABA 4.
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liaison aux isoquinolines carboxamides, un canal anio-
nique voltage-dépendant et un transporteur des nucléotides
a adénine [56, 86, 129].

Les premieres tentatives de purification du PBR ont permis
de caractériser la premiére de ces sous-unités, une protéine
de 18 kDa [7, 114, 130] qui posséde une affinité nanomo-
laire pour les isoquinolines carboxamides et a de ce fait &té
dénommée isoquinoline-binding protein ou IBP [107].
L’ADNc de cette sous-unité a été cloné chez le rat [70,
130], ’homme [113], le beeuf [107] et la souris [56]. 11
code une protéine de 169 acides aminés dont la structure
primaire est bien conservée puisque I’on retrouve environ
80% d’identité dans les espeéces mammiferes étudiées. Le
geéne codant pour la protéine IBP est composé de 4 exons
[83]. Chez I’homme, deux ARNm résultant d’un processus
d’épissage alternatif ont été caractérisés : une forme lon-
gue et une forme trés courte dépourvue de 1’exon 2, inca-
pable de coder la protéine du PBR. Cette forme courte est
exprimée en quantités plus importantes que la forme lon-
gue chez les patients atteints d’hyperplasie surrénalienne
lipoide congénitale [57, 83].

A partir de la structure primaire de la protéine, un modele
tridimensionnel a été développé en utilisant des simula-
tions moléculaires dynamiques. Ces études de modélisa-
tion ont révélé I’existence de 5 domaines transmembranai-
res, organisés en 5 hélices alpha, qui pourraient constituer
un canal pour le cholestérol [100]. En outre, un site de
reconnaissance/interaction pour le cholestérol a pu &tre
caractérisé a I’extrémité C-terminale de la protéine [81].

Mc Enery et al. [86] ont montré que la protéine IBP est co-
purifiée avec deux autres protéines de masse respectives
32 et 30 kDa, lesquelles correspondent respectivement a un
canal anionique voltage-dépendant (VDAC) de grand dia-
métre et de forte conductance, et & un transporteur des
nucléotides a adénine (ANC). Alors que les isoquinolines
carboxamides peuvent se lier a la protéine IBP seule, la
liaison des BZD sur leurs sites spécifiques au niveau des
sous-unités VDAC et ANC nécessite 1’interaction des trois
sous-unités [56, 100, 129]. Le PBR serait donc un com-
plexe multiprotéique ternaire (IBP/VDAC/ANC) dans
lequel, un groupe de 4 & 6 molécules d’IBP serait associé a
la protéine VDAC favorisant ainsi la formation d’un pore
[22, 100, 103] (Figure 2).

Chez les mammiféres, les PBR sont présents dans les cel-
lules gliales du SNC [84] et dans la majorité des organes
périphériques [4]. Dans ces derniers, les PBR sont particu-
lierement abondants dans les glandes endocrines telles que
la surrénale, le testicule, I’ovaire et le placenta [41, 49, 88,
137]. On trouve également des quantités importantes de
PBR dans le rein, le ceeur, I’utérus [137] ainsi que dans les
érythrocytes et les plaquettes [15, 98]. Des expériences de
liaison réalisées a I’aide de ligands radioactifs spécifiques

des PBR ont révélé une distribution différenticlle de ces
récepteurs dans divers organes. Chez le rat, les PBR ont
ainsi ét¢ mis en évidence dans le cortex surrénalien [41], le
tissu testiculaire interstitiel [55], le tubule contourné distal
et la branche ascendante de 1’anse de Henlé du rein [60].
Des études immunohistochimiques utilisant des anticorps
dirigés contre la sous-unité protéigue de 18 kDa du PBR
ont confirmé cette distribution différentielle [97].

Des expériences de liaison du PK11195, ligand spécifique
des PBR, menées dans la surrénale, le testicule, le poumon,
le rein, le ceeur, le muscle squelettique, le foie et le cerveau
du rat ont montré que les PBR sont localisés au niveau de
la membrane mitochondriale [5, 6, 14, 95, 96]. Des études
complémentaires réalisées dans la surrénale [5], le rein et
le foie [95, 96] ainsi que dans la cellule de Leydig [103]
ont permis de préciser la localisation des PBR sur la mem-
brane mitochondriale externe. Cependant, la présence de
PBR sur la membrane mitochondriale interne a également
€té rapportée dans le poumon du cobaye [92] ce qui sugge-
re que ces récepteurs pourraient &tre localisés au niveau
des sites de contact entre les membranes mitochondriales
internes et externes [103].

L’existence de PBR au niveau de la membrane plasmique a
¢galement été décrite dans la surrénale de souris [97], dans
le testicule de rat et dans la lignée tumorale a cellules de
Leydig de souris MA-10 [55], ainsi que dans les cellules
hématopoiétiques humaines [19, 34, 144].

La densité des PBR dans les différents tissus semble étre
sous contrdle hormonal. Ainsi, chez le rat, I’hypophysecto-
mie provoque une réduction trés importante des quantités
de PBR dans la glande surrénale, le testicule et I’ ovaire [3,
13, 50]. La déplétion en PBR est réversée par un traitement
substitutif &2 I’ ACTH et/ou aux gonadotrophines. La castra-
tion du rat méle entraine également une diminution impor-
tante des taux de PBR surrénaliens, effet qui est aboli par
I’administration d’acétate de testostérone [2, 141].

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

La mise en évidence de 1’existence de sites de liaison spé-
cifiques pour les benzodiazépines a tout naturellement
conduit & rechercher les ligands endogénes de ces récep-
teurs. C’est ainsi qu’un polypeptide de 10 kDa, le diaze-
pam-binding inhibitor (DBI) a pu &tre isolé a partir du cer-
veau de rat en raison de sa capacité a déplacer de fagon
compétitive la liaison des benzodiazépines a leurs récep-
teurs [38, 62]. Le DBI est un peptide de 86 acides aminés
dont la séquence est bien conservée d’une espece a 1’autre
(Figure 3). Le DBI peut donner naissance par clivage pro--
téolytique a plusieurs peptides biologiquement actifs tels
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Figure 2 : Représentatién schématique du PBR mitochondrial.

Les endozépines (DBI, TTN) en se liant sur le PBR entrainent des modifications de la conformation de ce récepteur et permettent ainsi le
transfert du cholestérol vers Uintérieur de la mitochondrie via la sous unité IBP. Il en résulte une synthése intramitochondriale de prégné-
nolone a partir du cholestérol. IBP, isoquinoline-binding protein; VDAC, voltage-dependent anionic channel; ANC, adenine nucleotide

carrier.
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Figure 3 : Comparaison des séquences en acides aminés du diazepam-binding inhibitor (DBI) de rat, de souris, de beeuf, de porc et
humain. Les acides aminés figurés en bleu sont les acides aminés qui différent par rapport a la séquence de rat. Les acides aminés
basiques indigués en rouge constituent des sites potentiels de clivage protéolytique, permettant notamment la formation du triakontatétra-
neuropeptide (TTN) et de I’octadécaneuropeptide (ODN).
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que le triakontaseptaneuropeptide DBI39_75, le triakonta-
tétraneuropeptide DBI17-50 (TTN) et I’ octadécaneuropep-
tide DBI33.50 (ODN) [51, 126, 127] (Figure 3). L’ODN
présente une affinité élevée pour les CBR [20, 51, 127] et
module négativement la transmission GABAergique, alors
que le TTN [20, 127] se lie préférentiellement aux PBR.
Le DBI quant & lui est un ligand mixte pour les deux types
de récepteurs [117].

Le géne du DBI est largement exprimé, tant au niveau du
SNC que dans la plupart des organes périphériques [61].
Dans le cerveau des mammiferes, le DBI est essentielle-
ment présents dans les cellules gliales [133]. Le DBI et les
peptides apparentés sont également trés abondants dans les
organes stéroidogenes riches en PBR, tels que le cortex
surrénalien, le testicule et 1’ovaire [1, 28, 68, 78, 112, 118,
133, 134] ce qui suggére que les EZ pourraient &tre impli-
quées dans la régulation de la stéroidogenese. En accord
avec cette hypothese, les études menées sur différents
modeles animaux de cellules stéroidogenes - mitochon-
dries isolées a partir de cellules de lignées tumorales corti-
cosurrénaliennes (Y-1), leydigiennes (MA-10 ou R2C)
[11], de cerveau ou de glioblastome de rat ; cellules de
Leydig de rat ou corticosurénaliennes de grenouille en cul-
ture ; explants d’hypothalamus de grenouille - montrent
que les EZ stimulent la biosynthése des hormones stéroi-
des et des neurostéroides [32, 42, 43, 54, 55, 79, 87, 102].
Certaines données obtenues in vivo semblent également
confirmer cette hypoth¢se. Ainsi, chez le rat, il a été mon-
tré qu’un traitement par le diazepam entralne une augmen-
tation des taux plasmatiques de corticostérone [85] et de
testostérone [37].

IV. IMPLICATION DES ENDOZEPINES
DANS LE CONTROLE DE LA STEROIDO-
GENESE TESTICULAIRE CHEZ LES
MAMMIFERES

Différentes données obtenues principalement chez le rat,
suggerent que les EZ pourraient agir comme des facteurs
locaux capables de réguler de fagon autocrine, paracrine
et/ou intracrine la biosynthése des stéroides par les cellules
de Leydig.

1. Présence des EZ dans le testicule

La présence d’ ARNm du DBI dans les cellules de Leydig
de rat a ét€ mise en évidence par hybridation in situ [68,
112]. Ces données confirment les résultats antérieurs obte-
nus par analyse de Northern blot, montrant la présence de
quantités importantes d’ ARNm du DBI dans des homogé-
nats testiculaires [61, 90, 140]. Une étude plus récente a
également montré 1’expression de I’ARNm du DBI dans
les spermatides rondes des tubules séminiferes et, & un
moindre degré, dans les cellules de Sertoli chez le rat [68].

Parallélement, la présence d’une immunoréactivité de type
DBI a été observée par immunohistochimie dans le cyto-
plasme des cellules de Leydig [28, 55, 68, 112, 120] ainsi
que dans les cellules de Sertoli [55, 68, 120]. En outre, la
mise en évidence de peptides apparentés au DBI dans le
fluide interstitiel testiculaire ainsi que dans les milieux
conditionnés & partir de cellules de Sertoli de rat en culture
ou de cellules tumorales MA-10 confirme que ces deux
types cellulaires secrétent des EZ et seraient donc a I’ origi-
ne du DBI détecté dans le fluide interstitiel [55]. Une
immunoréactivité de type DBI est également présente dans
les cellules de la lignée germinale correspondant aux sta-
des tardifs de la différenciation germinale, a savoir les
spermatides allongées (stade VI) et les spermatozoides
[68].

2. Effets des EZ sur la stéroidogenese testiculaire

Des travaux réalisés sur différents modeles animaux, ont
permis de montrer que le DBI et les peptides dérivés sti-
mulent la stéroidogenése testiculaire. Ainsi, le DBI purifié
a partir du testicule de rat active le transport mitochondrial
du cholestérol et stimule de fagon dose-dépendante la for-
mation de testostérone ou de prégnénolone par des cellules
de Leydig de rat en culture ou des cellules de la lignée
tumorale MA-10 [55]. Un effet stimulant du DBI et du
TTN sur la biosynthése de prégnénolone et de testostérone
a également ét€ observé lors d’expériences réalisées sur
des mitochondries isolées a partir de ces cellules MA-10
[55, 102].

Par ailleurs, le DBI potentialise 1’effet stimulant de faibles
doses d’hCG sur la formation de progestérone et de testos-
térone par les cellules MA-10 et des cellules de Leydig de
rat en culture, respectivement [55]. De plus, 1’addition de
DBI purifié ou recombinant a un systéme enzymatique de
clivage de la chaine latérale du cholestérol reconstitué in
vitro stimule la conversion du cholestérol en prégnénolone
[30]. Réciproquement, le traitement de cellules R2C
(lignée tumorale de cellules de Leydig de rat produisant
des stéroides de facon constitutive [52, 121]) avec un oli-
gonucleotide antisens pour le DBI, entraine une inhibition
de la production de progestérone [54], ce qui suggere que
le DBI endogéne exerce une stimulation tonique sur la sté-
roidogenese dans ces cellules. Dans ces mé&mes cellules, le
DBI induit une stimulation dose-dépendante de la produc-
tion de progestérone par des mitochondries isolées [54].
De plus, il a été montré que la présence du DBI était
indispensable a la stimulation aigué de la stéroidogenese
par les hormones trophiques. En effet, 1a déplétion en DBI
dans des cellules de Leydig tumorales MA-10 provoque
une inhibition de la production de stéroides induite par les
gonadotrophines [26]. .

Ces données suggerent donc que le DBI est important pour
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le maintien de la stéroidogenése constitutive et qu’il pour-
rait également &tre impliqué dans les mécanismes de régu-
lation hormonale de la biosyntheése de prégnénolone [31,
104].

3. Récepteurs impliqués dans le controle de la stéroi-
dogenése testiculaire par les endozépines

Dans tous les tissus stéroidogenes, la biosynthese des sté-
roides débute par le clivage de la chaine latérale du choles-
térol pour former la prégnénolone. Cette réaction est cata-
lysée par le cytochrome P450scc qui est localisé au niveau
de la membrane mitochondriale interne. L étape limitant la
vitesse de ce processus est la translocation du cholestérol
provenant des stocks intracytoplasmiques vers la membra-
ne mitochondriale interne oti est localisé le cytochrome
P450scc.

De nombreuses données semblent indiquer que les PBR
pourraient jouer un role majeur dans ce transport mito-
chondrial du cholestérol [71, 104]. Ainsi, le fait que les
PBR soient principalement localisés au niveau de la mem-
brane mitochondriale externe [5, 92, 96] et leur abondance
dans les tissus endocrines stéroidogenes [17, 41] suggérent
un role des PBR dans la stéroidogenese. En outre, divers
ligands des PBR (Ro5-4864, PK11195, PK14067) stimu-
lent la biosynthése des stéroides par les cellules de Leydig
in vitro [100, 102, 105, 115]. De méme, une stimulation
dose-dépendante de la biosyntheése de prégnénolone par les
agonistes PBR a été observée sur des mitochondries intac-
tes isolées a partir de cellules de Leydig, mais pas sur les
mitoplastes (mitochondries dépourvues de membrane
externe). Les PBR n’agissent donc pas par stimulation
directe du P450scc [105] mais semblent plutdt augmenter
la stéroidogenese en permettant 1’activation du transport
intramitochondrial du cholestérol [105, 115].

Paralleélement & leur effet sur la stéroidogenése spontanée,
les PBR semblent impliqués dans la régulation hormonale
de la biosynthése des stéroides [106]. Ainsi, les ligands
spécifiques des PBR, tels que le Ro5-4864, augmentent in
vitro la sécrétion de testostérone stimulée par I'hCG dans
le testicule de rat décapsulé et dans les cellules interstitiel-
les en suspension [115, 116]. En revanche, le flunitrazé-
pam, qui se lie au PBR avec une affinité nanomolaire, inhi-
be de fagon dose-dépendante la stéroidogenese constitutive
dans les cellules de la lignée R2C [54] et la stéroidogenése
stimulée par la LH/hCG ou I’AMPc dans les cellules de la
lignée MA-10, via sa liaison au PBR [106]. Le flunitrazé-
pam bloque également 1’effet stimulateur du DBI sur la
synthése de stéroides [102, 106]. De plus, il a été¢ montré
que le flunitrazepam inhibe la formation de prégnénolone
dans des préparations de mitochondries isolées, en rédui-
sant le transport du cholestérol vers la membrane mito-
chondriale interne.

Ces observations couplées a des études de déplacement de
la liaison du flunitrazepam a ’aide de différents ligands
des PBR confirment que I’action antagoniste du flunitraze-
pam sur la stéroidogenese stimulée par la LH/hCG ou le
DBI met en jeu les PBR et que la stéroidogenése hormono-
induite implique la participation des PBR [100, 104].

L’implication directe des PBR dans la stéroidogenese des
cellules de Leydig a également ét€ confirmée par des expé-
riences de mutagénése dirigée. Il a ainsi été montré dans
deux lignées de cellules de Leydig tumorales (MA-10,
R2C) que I'invalidation ciblée du gene de la sous-unité 18
kDa du PBR [67, 101] entraine une diminution de la pro-
duction des stéroides. En outre, dans les cellules n’expri-
mant pas le PBR, la production de stéroides peut étre
induite par I’ajout d’un dérivé hydrosoluble du cholestérol,
le 22R-hydroxycholestérol, capable de traverser librement
la membrane mitochondriale externe [101].

L’ensemble de ces données montre que les EZ produites
par les cellules de Leydig, de Sertoli et certaines cellules
germinales chez le rat sont potentiellement capables de
réguler de facon intracrine et/ou autocrine/paracrine la sté-
roidogenése testiculaire via leur interaction avec les PBR.

4. Hypotheses concernant le mécanisme d’action des
EZ et des PBR dans le controle de la stéroidoge-
nese

Différentes observations semblent indiquer que le PBR
pourrait &tre le maillon final d’une chaine d’interactions
protéines-protéines permettant la stimulation de la stéroi-
dogenese par les hormones trophiques. Comme nous 1’a-
vons vu, le PBR posseéde une haute affinité pour le choles-
térol [73, 82], et participe au transfert de ce dernier de la
membrane mitochondriale externe vers la membrane mito-
chondriale interne. La translocation du cholestérol apparait
comme un processus dynamique impliquant des interac-
tions protéiques notamment entre le complexe PBR et la
protéine StAR (steroidogenic acute regulatory protein)
dont les niveaux d’expression sont, comme ceux du PBR,
sous contrdle hormonal. Des travaux récents semblent
indiquer que le PBR et la protéine StAR sont étroitement
associés au niveau de la membrane mitochondriale externe
et agissent de concert pour favoriser le transport du choles-
térol a l'intérieur de la mitochondrie {132, 142]. Comme
pour le PBR, la répression de StAR par 1’utilisation d’un
oligonucléotide antisens entraine une inhibition de la sté-
roidogenése induite par I’hCG dans les cellules MA-10
[63]. La protéine StAR, au méme titre que le PBR, joue
donc un rdle essentiel dans la stimulation aigué de la sté-
roidogenése induite par les hormones trophiques.

D’autres facteurs protéiques semblent également impliqués
dans cette cascade de réactions, tels que la protéine PAP-7
(PBR-associated protein). 1l a ainsi été montré que la pro-
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téine PAP-7 était capable d’interagir non seulement avec le
PBR mitochondrial, mais aussi avec la sous-unité Rla
cytosolique de la protéine kinase A (PKA) dans les cellules
MA-10 [80]. L’utilisation d’un oligonucléotide antisens
pour PAP-7 entraine également une inhibition de la stéroi-
dogenese stimulée par I’hCG montrant que cette protéine
est I'un des €léments fonctionnels de la cascade de signali-
sation induite par les hormones et aboutissant a la synthése
des stéroides.

La présence de sites potentiels de phosphorylation par les
protéines kinases au sein de PAP-7 suggeére que la
phosphorylation de la protéine pourrait faciliter son inter-
action avec le PBR (Figure 4). En outre, PAP-7 pourrait
agir comme une protéine d’ancrage de la PKA, amenant
celle-ci jusqu’a la mitochondrie ol la phosphorylation de
substrats protéiques spécifiques, tels que la protéine StAR,
pourrait induire la réorganisation topographique et fonc-
tionnelle du PBR [63]. En effet, il a été montré que la
phosphorylation de StAR était responsable, au moins en
partie, de la régulation de la stéroidogenése par les hormo-
nes [9].

S1AR

Cellules de
Leydig

Les quelques données de la littérature disponibles a ce jour
[63, 80, 111, 142] semblent donc indiquer que la protéine
StAR cytoplasmique pourrait jouer le rdle de transporteur
du cholestérol permettant 1’adressage de celui-ci & la mem-
brane mitochondriale externe ot il pourrait alors étre trans-
feré vers la membrane interne via le PBR.

Parallelement, la protéine PAP-7 faciliterait 1’interaction
de la PKA avec différentes protéines cibles (StAR, sous-
unité de 18 kDa du PBR [143], ...) modifiant ainsi 1’or-
ganisation spatiale du PBR mitochondrial, ce qui aurait
pour effet de favoriser la formation d’un canal transpor-
teur du cholestérol [100]. Les EZ pourraient quant a elles
modifier la conformation du PBR afin de permettre le
transport du cholestérol et/ou faciliter les interactions
PBR-StAR ou le transfert du cholestérol de StAR vers
PBR (Figure 4).

Le transport du cholestérol, et par conséquent la formation
des stéroides chez le rat, résulte donc d’un enchainement
complexe d’interactions protéines-protéines dont les acteurs
principaux sont les EZ, les PBR et la protéine StAR,

Figure 4 : Représentation schématique d’un modéle décrivant le mécanisme d’action des EZ dans la régulation de la stéroidogenése testi-
culaire basale et stimulée par ’hCG. La protéine StAR lie le cholestérol dans le cytoplasme et le transporte jusqu’a la mitochondrie oi il
est transféré vers le PBR. Le PBR, suite a son interaction avec différentes protéines (en particulier les EZ), subirait alors des modifications
conformationnelles le rendant apte & transporter le cholestérol vers Uintérieur de la mitochondrie. La protéine PAP-7, en s’associant au
PBR, favoriserait Iinteraction des PKA avec d’autre protéines cibles, et modifierait ainsi la configuration et la fonction du PBR mitochon-
drial. Par ailleurs, le PBR serait également localisé au niveau de la membrane plasmique et un effet stimulateur des EZ a été observé sur
des cellules intactes, suggérant que les EZ pourraient agir en tant que facteurs hormonaux: ou paracrines pour controler la stéroidogenése

testiculaire.
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V. CONCLUSION

L’ensemble de ces données montre donc que, chez le
rat, les EZ produites dans le testicule s’inscrivent dans
la liste des nombreux facteurs capables de réguler de
facon intracrine, autocrine et/ou paracrine la stéroido-
genése testiculaire, tant basale que stimulée par la
LH/hCG. Ce controle endozépinergique de la stéroido-
geneése testiculaire du rat s’effectue via un PBR mito-
chondrial qui pourrait étre le maillon final d’une chai-
ne complexe d’interactions protéines-protéines permet-
tant la transduction des signaux de stimulation.

Chez I’homme, quelques rares données obtenues in vivo
suggerent que, comme chez le rat, les EZ pourraient
moduler la stéroidogeneése testiculaire. Il a ainsi été
montré chez certains patients qu’un traitement par le
diazepam ou I’oxazepam provoquait une augmentation
des taux plasmatiques de testostérone [10, 46, 72]. Par
ailleurs, des études réalisées in vitro dans notre labora-
toire, indiquent que chez I’hommue, il existe une produc-
tion intratesticulaire d’EZ. En outre, ces EZ seraient
capables de stimuler la production basale de testostéro-
ne par des fragments de tissu testiculaire humain en
périfusion [Duparc et al., données non publiées].
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ABSTRACT

Endozepines: local testicular steroidogenesis regu-
lation factors

Céline DUPARC, Hervé LEFEBVRE, Marie-Christine
TONON, Hubert VAUDRY, Jean Marc KUHN.

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

endogenous ligands for benzodiazepine receptors,
seem to exert an intracrine, autocrine and/or para-
crine stimulatory effect on Leydig cell testosterone
production. Benzodiazepine effects are mediated by
two types of receptors, i.e. the central-type benzo-
diazepine receptor (CBR) associated with the
GABAA-receptor complex, and the peripheral-type
benzodiazepine receptor (PBR) principally located
on the mitochondrial membrane and extremely
abundant in steroidogenic cells. All EZ characteri-
zed to date are derived from an 86 amino acid poly-
peptide called diazepam binding inhibitor (DBI) that
generates, via proteolytic cleavage, several biologi-
cally active peptides including the triakontatetra-
neuropeptide DBI17-50 (TTN) and the octadecaneu-
ropeptide DBI33-50 (ODN). EZ are widely distributed
in the brain and various peripheral organs, particu-
larly in steroidogenic glands. A number of data sug-
gest that, in rats, EZ could regulate testicular steroi-
dogenesis. Firstly, DBl gene expression and the pre-
sence of DBI-like peptides have been shown in Ser-
toli cells, Leydig cells and in late-differentiated germ
cells. Moreover, EZ are able to stimulate progestero-
ne and testosterone production by rat Leydig cells
and by MA-10 or R2C Leydig tumor cells. Finally,
pharmacological studies have shown that EZ stimu-
late rat testicular steroidogenesis via activation of
PBR. PBR appears to be an important component of
a dynamic multistep process involving protein-pro-
tein interactions, to promote cholesterol transloca-
tion in the mitochondria, where it is converted into
pregnenolone by cytochrome P450scc.

Key words: endozepines, benzodiazepine receptors,
testicular steroidogenesis
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