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RESUMI~ 

Cette dtude a pour objectif de rechercher les r61es des 
<< L i v e r  X Recep to rs  >~ (LXRs) dans la r~gulation de la 
composition lipidique et de I'expression g(~nique dans 
la t~te de I '~pididyme murin. Les LXRs sont des 
r~cepteurs nucldaires aux oxystdrols, des d~rivds 
m~taboliques du cholestdrol. IIs existent sous deux 
isoformes : LXR(x est plus sp(~cifiquement exprim~e 
dans les tissus ayant un fort mdtabolisme lipidique tels 
que : le foie, le tissu adipeux ou les tissus stdro'idog~nes, 
alors que LXR~ est ubiquiste. Leur importance dans la 
physiologie de la reproduct ion est apparue suite 
I'observation de troubles de la fertilitd d~s I'~ge de 5 
mois, menant & une stdrilit(~ complete & 9 mois chez des 
souris m&les invalid~es pour les deux isoformes des 
LXRs. Ces troubles sont associds ~ une ddgdndrescence 
de I'~pithdlium de la t6te (~pididymaire, plus pr~cisdment 
Iocalisde dans les segments 1 et 2. Cela est associd 
une fragil i td de la piece interm(~diaire des sperma- 
tozo'ides, indiqu(~e par la pr(~sence de t~tes et de flagelles 
isol(~s Iorsque I'on prdl~ve les gametes dans la queue 
de I'dpididyme. 

De mani~re ~ continuer I'exploration phdnotypique des 
souris invaliddes pour les LXRs, nous avons d~termin~ 
la composi t ion l ipidique respective des t~tes 
~pididymaires des souris sauvages et invaliddes pour 
une ou les deux isoformes ( IxroP/- , /xr~. / -et  Ixr~;~-/-) par 
une coloration & I'huile rouge, et des chromatographies 
haute performance sur couche mince ou en phase 
gazeuse. Les niveaux d'expression de g~nes impliquds 
dans les m(~tabolismes des acides gras et du cholestdrol 
ont dtd vdrifi~s par PCR quantitative en temps rdel. Nous 

montrons ainsi une accumulation d'esters de cholestdrol 
dans la t~te de I'dpididyme des souris Ixr~-/- e t  Ixroq~-/. 
Cette accumulation n'est pas associ(~e b des modifi- 
cat ions de la composit ion en acides gras, qui est 
comparable dans les quatre genotypes. La ddrdgulation 
de I'expression de certains g~nes est discut(~e dans ce 
contexte physiologique, mais il semble que les voies 
d'efflux du cholestdrol cellulaire soient perturbdes de 
fa(~on ddpendante de LXR~. 

Ces rdsultats montrent que les LXRs sont des r~gulateurs 
importants de I 'homdostasie l ip idique au sein de 
I'dpididyme, et pourraient ainsi jouer un r61e critique 
dans les processus de maturation ayant lieu au cours 
du transit dpididymaire des gametes m~les. 

Mots c l~s : ~pididyme, LXR, r~cepteurs nucl6aires, Iipides, 

cholesterol, expression genique 
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I. I N T R O D U C T I O N  

Les L i ve rX  receptors (LXRs) sont des membres de la 
superfamille des recepteurs nucleaires, et sont actives 
par une classe specifique d'oxysterols derives du 
metabolisme endogene du cholesterol [7]. Ces 
recepteurs possedent des proprietes de facteurs de 
transcription, avec comme heterodimere obligatoire le 
recepteur de I'acide retinoique 9-cis (RXR) [20]. 
L'isoforme LXRo~ est principalement exprimee dans les 
tissus presentant un metabolisme lipidique actif, alors 
que I'isoforme LXR~ est ubiquiste. Les fonctions 
physiologiques des LXRs ont ete etudiees depuis une 
dizaine d'annees gr&ce a la disponibilite de modeles 
murins invalides pour I'une ou I'autre des isoformes, 
ou les deux. IIs sont principalement impliques dans le 
metabolisme lipidique par le contr61e de I'homeostasie 
des acides gras et du cholesterol (pour une revue, lire 
[18]). 

Parmi les diverses fonctions physiologiques identifiees 
jusqu'ici, les LXRs ont ete montres comme jouant un rele 
important dans la fonction reproductrice a differents 
niveaux, puisque des souris invalidees pour les deux 
isoformes (Ixr~z;~-/-) ont des difficultes a procreer apres 
I'~ge de 7 mois. De maniere interessante, cela est 
specifique de la double invalidation, en effet des souris 
KO pour une seule isoforme sont fertiles au moins 
jusqu'a 14 mois. Les souris Ixr~x-/- presentent egalement 
un plus faible niveau de testosterone testiculaire correle 
avec un taux superieur d'apoptose des cellules 
germinales. Les souris Ixrfl-/- ont une accumulation 
lipidique accrue dans les cellules de Sertoli et un taux 
de proliferation cellulaire des cellules germinales 
diminue. Pour les souris Ixro~;~-/-, le metabolisme des 
acides gras est affecte, ainsi que la voie de signalisation 
de I'acide retino'ique. La combinaison de ces deux 
alterations pourrait expliquer le phenotype deletere de 
sterilite constate uniquement chez les souris IxrcqJ3-/- [19]. 

En parallele de ce phenotype testiculaire, nous avions 
precedemment mis en evidence une fragilite de la piece 
intermediaire des spermatozoTdes issus de la queue 
de I'epididyme, conduisant a des cassures revelees & 
I'observation microscopique par de nombreux flagelles 
ou tetes isolees [4]. Le phenotype epididymaire a ete 
caracterise par un epithelium altere, Iocalise 
specifiquement dans les segments 1 et 2 de la tete, 
dont les cellules ont une hauteur reduite (dedifferen- 
ciation epitheliale partielle). Ceci est associe ~ la 
presence d'une substance amorphe dans la lumiere du 
tubule. II est apparu que ce phenotype n'etait pas 
consecutif a la baisse du niveau de testosterone 
intratesticulaire, puisqu'il n'etait pas restaure par des 
injections quotidiennes de testosterone pendant 4 mois. 

Les causes moleculaires de la destructuration epidi- 
dymaire n'etant pas connues, nous avons recherche les 
consequences de I'invalidation des LXRs sur la 
composition lipidique ainsi que sur I'expression de genes 
relies au metabolisme lipidique dans la tete de 
I'epididyme, de maniere & determiner quelle isoforme 
pouvait etre responsable de la regulation de 
I'homeostasie lipidique dans cet organe. Pour cette 
etude nous avons utilise des souris Ixra-/-, Ixrfl-/- et 
Ixr a; fi-/-. 

II. MAT I~R IELS  ET  M I ~ T H O D E S  

1. Animaux 

La production des souris deficientes en LXRs a ete 
decrite auparavant [11-13]. Des souris m~les d'une 
souche hybride BL6x129 Svj ont ete elevees dans une 
atmosphere contr61ee en temperature (22~ avec des 
alternances lumiere/obscurite de 12h. Les souris ont ere 
manipulees selon un protocole approuve par le Comite 
Regional d'Ethique en Experimentation Animale 
(CREEA, autorisation CE2-04). Les tissus ont ete 
disseques comme decrit precedemment [4], congeles 
dans de I'azote liquide et stockes a -80~ jusqu'~ leur 
utilisation. Pour les cryocoupes, les tissus ont ete inclus 
dans de I'OCT (Optimal Cutting Temperature, Electron 
Microscopy Sciences, Hatfield, USA) et congeles dans 
les vapeurs d'azote liquide. 

2. Coloration a I'huile rouge (Oil red O) 

La coloration des lipides neutres sur les epididymes 
preleves a ete effectuee sur des cryocoupes de 8 pm 
d'epaisseur avec un traitement au 1,2 propanediol 
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant 
1 min. puis une immersion dans I'huile rouge (Sigma- 
Aldrich) pendant 4 min comme decrit [4]. 

3. Chromatographie haute performance sur couche 
mince (High Performance Thin Layer Chromato- 
graphy- HPTLC) 

Les lipides epididymaires ont ete extraits par la methode 
de Folch avec quelques modifications [3]. Trois 
echantillons (tete epididymaire) provenant de trois 
animaux differents ont ete analyses pour chaque 
genotype. Le cholesterol, les esters de cholesterol et les 
phospholipides ont ete separes par HPTLC (10X20 cm; 
Merck, Lyon, France). Les plaques ont ete lavees avec 
un melange methanol, chloroforme (1:1, v/v) et activees 

125 ~ pendant 5 minutes. 

Elles ont ete soumises a deux developpements 
successifs : un premier sur la moitie de la plaque avec 
un melange methyle acetate, propan-2-ol, chloroforme, 
methanol, KCI aqueux 0,25% (w/v) (25:25:25:10:9, v/v) 
et un second avec un solvant hexane, diethylether, 
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acide acetique (80:20:2, v/v). Une solution de CuSO 4 
10% (M/v) dans du H3PO 4 8% (v/v) a ete pulverisee sur 
les plaques et elles ont ete chauffes a 180~ pendant 
15 minutes. Les chromatogrammes obtenus ont ete 
scannes et les intensites des different spots quantifiees 
par densitometrie par rapport a des dilutions de 
standards de concentration connue (Sigma Scan Pro, 
Sigma-Aldrich). Les valeurs des standards ont donne 
des courbes avec des coefficients de regression lineaire 
(R2) superieurs ou egaux ~ 0,90. 

4. Chromatographie en phase gazeuse 

Les lipides totaux ont ete extraits par une methode 
classique au chloroforme/methanol basee sur la 
methode de Folch, et I'extrait lipidique final a ete dilue 
dans 100pl de chloroforme. Les lipides totaux ont alors 
ete fractionnes en lipides non phosphoryles (lipides 
neutres ou LN) et en phospholipides (PL) par I'utilisation 
d'une colonne Sep-pak (Waters, Guyancourt, France). 

Brievement, apres un lavage de la colonne par 4ml de 
chloroforme, les lipides totaux ont ete adsorbes sur la 
colonne, les LN ont ete Clues par 4ml de chloroforme, 
et les PL par une etape d'elution utilisant 8ml de 
methanol. Les lipides ont ete evapores sous un flux 
d'azote et dilues dans 200pl de toluene. Les lipides ont 
ete methyles pendant 20min a temperature ambiante, 
avec 100pl de methanolate de sodium 2 N (Sigma- 
Aldrich), suivi d'une methylation acide de 20 min avec 
500pl de BF3/methano114% (Sigma-Aldrich). La reaction 
est neutralisee avec une solution saturee d'hydrogeno- 
carbonate de sodium (NaHCO3) puis les esters 
methyliques d'acides gras (EMAG) sont extraits deux 
fois par 2ml d'hexane. Les phases organiques 
superieures (hexane) sont recup6rees et concentrees 

sec sous un courant d'azote puis repris dans 200pl 
d'hexane et stockes & -80~ dans des tubes appropries 
jusqu'& leur utilisation. 

Avant I'analyse, les echantillons ont ete purifies sur une 
colonne {< florisil >>, Clues avec un melange 
hexane:ether ethylique (95:5, v:v), evapores et dilues 
dans un volume connu d'hexane. L'analyse a ete 
effectuee sur un chromatographe {< GC trace >> (Thermo 
Electron, Courtaboeuf, France) equipe d'une colonne 
capillaire DBWAX (30m ; 0,25mm ; 0,25pm d'epaisseur, 
JW Scientific, Folsom, USA). L'injecteur etait de type 
Split-Splitless (SSL) et le detecteur & ionisation de 
flamme (FID). Le profil en acides gras a ete realise en 
utilisant des substances de references. Chaque pic de 
chromatogramme est identifie par comparaison des 
temps de retention avec ceux obtenus avec des 
standards connus (esters methyliques MIX37, Sigma- 
Aldrich). 

5. RT-PCR quantitative 

Les ARNs totaux ont 6t@ isol6s par la methode au Trizol 
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) selon les 
instructions du fournisseur. L'ADNc a 6t6 produit avec 
la reverse transcriptase Improm II (Promega, 
Charbonni6res, France) et une amorce de type << 
random hexamer  pr imers >> (Promega). La PCR en 
temps reel a ete effectuee sur un appareil iCycler 
(Biorad). Quatre pl d'ADNc dilue au 1/50eme ont ete 
amplifies en utilisant le kit d'amplification selon les 
recommandations du fournisseur (Biorad), avec le <~ 
SYBR Green >> pour mesurer la formation d'ADN 
double-brin. Les sequences des amorces utilisees dans 
cette etude sont presentees dans le Tableau 1. 

6. Analyse statistique 

Un test de Student a ete effectue pour determiner les 
differences significatives entre les groupes. Une valeur 
de P inferieure ou egale a 0,05 a ete consideree comme 
significativement differente. 

III. RI:!:S U LTATS 

1, La perte de LXR~ provoque des perturbations du 
contenu lipidique de la t~te de I'epididyme 

L'analyse histologique apres coloration a I'huile rouge 
effectu6e sur des cryosections a montre une 
accumulation anormale de lipides neutres dans des 
vacuoles Iocalisees dans I'epithelium et les tissus peri 
tubulaires des souris Ixrfi-/- et Ixr~,fi-/- (Figure 1C et 1 D) 
alors qu'une faible accumulation a ete observee chez 
tes souris sauvages et Ixr~-/- (Figure 1A et 1B, 
respectivement). 

Puisqu'une accumulation d'esters de cholesterol darts 
les cellules musculaires lisses a deja ete decrite chez 
les souris Ixrfi-/- [10], nous avons formule I'hypothese 
que la coloration peri tubulaire etait specifique des 
muscles lisses. Chez les souris sauvages et Ixr(z-/-, 
nous avons observe une tres faible accumulation de 
lipides neutres specifiquement Iocalisee dans 
I'epithelium, avec I'apparence de cellules infiltrees qui 
pourraient etre des macrophages (Figure 1A et 1 B, fort 
grossissement, fleches), une hypothese actuellement 
en cours de validation. 

De maniere a determiner la nature des lipides accumules 
dans les epididymes, des chromatographies haute 
performance en couche mince (HPTLC) ont ete 
effectuees sur des extraits lipidiques totaux de t6tes 
epididymaires des quatre genotypes. Bien qu'une 
accumulation de triacylglycerol dependante des LXRs 
ait ete decrite dans les cellules musculaires lisses 
vasculaires [2], les resultats de I'HPTLC ont r~vele que 
seule la fraction contenant les esters de cholesterol 
etait augmentee (Figure 2A). 
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Tableau 1: Sdquences des amorces utilisdes dans cette dtude. 

G&ne 
(n ~ accession)  

s(~quences 5' ->3'  

srebplc 
(NM_011480) 

s GGA GCC ATG GAT TGC ACT TT 
as GCT TCC AGA GAG GAG GCC AG 

Taille de 
I 'amplicon (pb) 

189 

srebp2 
(NM_033218) 

s GTT GAC GCA GAC AGC CAA TG 
as CCC TTA CTG GCA CTT GAA GG 

241 

scdl 
(NM_009127.2) 

s CCG GAG ACC CCT TAG ATC GA 
as TAG CCT GTA AAA GAT TTC TGC AAA CC 

89 

scd2 
(NM_009128.1) 

s CAC CTA TCA GGA TGA TGA GG 
as TGC CTT GTA TGT TCT GTG G 

219 

abcal 
(NM_013454) 

s CGT AGC TAC CCA CCC TAG G 
as GTC GGG AGA TGA GAT GTG G 

622 

HMG-CoA 
R~ductase 
(NM_008255) 

s CTT GTG GAA TGC CTT GTG ATT 
as AGC CGA AGC AGC ACA TGA T 

75 

Gapdh s GAA GAC TGT GGA TGG CCC CTC 358 
(BC 023632) as GTT GAG GGC AAT GCC AGC CCC 

Figure 1 : Les souris ddficientes pour LXRb ont une accumulation anormale de lipides neutres dans la t~te de I'dpididy. 
me. Coloration a I'huile rouge de cryosections de t~tes dpididymaires de souris (A) sauvages, (B) IxroP/-, (C) Ixr~-/- et (D) 
Ixra;~-/-. Ces cryosections ont dte contre.colorees avec de I'hematoxyline, colorant les noyaux en bleu. Les lipides sont 
accumulds significativement dans I'dpithdlium et les tissus pdritubulaires, plus particulierement chez les souris Ixr~-/- 
et Ixroq~-/-. Les barres reprdsentent 20pm dans les deux grossissements prdsentds. Les rdsultats sont reprdsentatifs de 
trois analyses inddpendantes pour chaque gdnotype. 
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La bande revelee entre le cholesterol et les esters est 
de nature indeterminee et ne correspond a aucun des 
standards deposes. L'analyse densitometrique des 
chromatogrammes a confirme cette observation : les 
contenus moyens en esters de cholesterol etaient 
significativement augmentes de 12 fois et de 25 fois 
chez les souris Ixrfl-/- et Ixro~;fl-/-, respectivement (Figure 
2B, p<0,05 compare aux sauvages), alors que chez 
les souris Ixro~-/-, le niveau d'esters de cholesterol etait 
similaire ~ celui des souris sauvages. De maniere 
surprenante, il semble que I'invalidation des deux 
isoformes des LXRs induise une plus forte accumulation 
d'esters de cholesterol, mais la difference observee 
n'est pas significative (P< 0,2). 

Ces resultats nous ont amene ~ conclure que le 
phenotype observe etait dQ & I'absence de LXR~. D'autre 
part, LXRot ne semble pas avoir de fonction redondante 
dans cette region de I'epididyme, malgre la confirmation 
de son expression (resultats non montres). 

2. La perte des LXRs ne modifie pas les contenus 
en acides gras de la tete de I'~pididyme 

Puisque les LXRs sont connus pour reguler I'expression 
de srebplc et de fas, codant respectivement pour la 
<<sterol response element binding protein >> et la << fatty 
acid synthase >>, deux elements cles de la production 
des acides gras, les profils des acides gras entrant 
dans la composition des phospholipides d'une part, et 
dans celle des lipides neutres d'autre part, ont ete etablis 
apres extraction des lipides totaux et separation des 
deux classes concernees, dans les tetes epididymaires 
des souris des quatre genotypes. 

Les 6chantillons ont ete separes par chromatographie 
en phase gazeuse et les pics obtenus compares et 
integres par rapport & des melanges d'acides gras 
connus de reference. Les resultats ne montrent aucune 
variation significative de la composition en acides gras 
entre les quatre genotypes, dans tous les echantillons 
etudies (Tableau 2). 

3. La perte de LXRJ] dans la t~te de I'~pididyme 
modifie les niveaux de base de I'expression de 
g~nes impliqu~s dans I'homdostasie lipidique 

Les resultats de I'analyse des profils en acides gras 
soulevent la question de I'infiuence reelle de I'invalidation 
des/xrsur le metabolisme du cholesterol et des acides 
gras dans la t~te epididymaire. Les LXRs exercent 
principalement leurs effets sur ces deux metabolismes 
suite ~ I'activation de deux genes cibles, srebp-lc et 
srebp-2, codant chacun pour un facteur de transcription 
regulateur de I'expression de genes respectivement 
impliques dans le metabolisme des acides gras et du 
cholesterol. 

Les LXRs regulent egalement I'expression des << ATP- 
binding Cassette >> (ABC) qui codent pour des proteines 
membranaires impliquees dans le retour hepatique du 
cholesterol. Les stearoyl Co-Adesaturases Ie t  2 (scdl 
et scd2) sont des cibles indirectes des LXRs dans 
d'autres tissus, via I'activation de SREBP-lc [16-12]. 
Elles sont aussi connues comme etant exprimees 
des niveaux eleves dans la tete de I'epididyme murin 
et de rat [14]. 

Ces genes codent pour des enzymes responsables de 
la desaturation d'acides gras, principalement I'acide 
palmitique (C16:0) et I'acide stearique (C18:0), pour 
produire de racide palmitoleique (C16:1 n-7) et de 
I'acide oleique (C18:1 n-9), impliques dans la production 
des triglycerides et des esters du cholesterol. Cet aspect 
semblait interessant puisque nous avons precedemment 
demontre une augmentation du contenu en esters du 
cholesterol chez les souris Ixrfi-/- et Ixra;fl-/-. ABCA1 est, 
quanta lui, un transporteur membranaire du cholesterol, 
de la famille des << ATP binding cassette et regulant les 
efflux de cholesterol vers des accepteurs extracellulaires 
tels que les apolipoproteines-Al. Enfin, la 3-hydroxy-3- 
methylglutaryl Coenzyme A reductase (HMG-CoA 
reductase) est une enzyme cle de la synthese endogene 
du cholesterol, sous la regulation de SREBP-2. 

La Figure 3 montre clairement que les niveaux 
d'expression de srebp lc et scdl sont significativement 
diminues chez les souris Ixrfl-/- et Ixra;fl-/- par rapport 
aux souris sauvages (P< 0,05). De plus les niveaux 
des transcrits des genes srebp-2, scd2 et abcal sont 
significativement inferieurs chez les souris Ixra;fi-/- par 
rapport aux souris sauvages (P< 0,05). Ces resultats 
sont en accord avec le fait que ces quatre genes sont 
regules par les LXRs, mais la regulation negative de scdl 
et scd2 ne correle pas avec une augmentation des 
niveaux des esters de cholesterol observes darts les 
memes genotypes. 

De plus, la diminution du niveau d'abcal suggere un 
desequilibre des flux de cholesterol, favorisant un 
stockage intracellulaire, ce qui conforte les resultats de 
dosages des esters de cholesterol. Le fait que les 
niveaux d'expression de I'HMG-CoA r~ductase ne soient 
pas perturbes dans les quatre genotypes conforte 
egalement cette derniere hypothese, et correle avec 
les resultats de chromatographie sur couche mince. 

II apparaft donc que LXRI3 est la forme predominante 
impliquee dans la regulation du metabolisme lipidique 
dans la t6te de I'epididyme murin. Par ailleurs, les 
observations concernant les niveaux des esters de 
cholesterol montrent que la presence de LXRo~ ne 
compense pas la perte de LXRI~. 
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Figure 2 : Les souris ddficientes pour LXR/J ont des niveaux dlev~s d'esters de cholesteroL A) Chromatogramme d'une 
analyse en chromatographie haute performance sur couche mince (HPTLC) des lipides extraits des t~tes dpididymaires 
des souris des quatre g~notypes (WT = souris sauvages). Les r~sultats sont reprdsentatifs de trois expdriences indd- 
pendantes fa~tes en triplicata pour chaque gdnotype. B) Analyse densitomdtrique des chromatogrammes obtenus en 
HPTLC. Les chromatogrammes ont dtd scannds, et les spots quantifids comme decrit dans la section " Matdriels et 
M~thodes ". Le dosage des valeurs standards a donnd des courbes dont les coefficients de rdgression lineaires (R2) 
sont de 0,90 ou plus. *, P< 0,05 compard aux souris sauvages. 
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Tableau 2 : D~termination par chromatographie en phase gazeuse des profils d'acides gras constitutifs des phospholi- 
pides et des lipides neutres extraits des t~tes ~pididymaires des souris des quatre g~notypes. 

Phospholipides Lipides neutres 

WT Ixr(x-/- Ixrp-/- Ixra;p-I- WT Ixra-/- Ixr~-/- Ixra;p-/- 
I I 

C14:0 1,060 1,063 1,293 1 ,390  0,320 0,505 0 ,395  1,648 
i | 

C14:1 0,700 , 0,660 0 ,773 0,880 , ND ND 0 , 0 8 5  0,407 

C15:0 0 ,100  0,100 0 ,060 0,160 ND 0 ,225  0 ,200  0,225 
i | 

C15:1 0,110 0,160 0 ,080 0,100 ND ND 0 , 1 3 0  0,230 
i | 

inconnu 1 0 ,595 0,543 1,077 0,490 ND 0 ,410  0 ,020  0,110 
i | 

inconnu 2 3,647 , 3,963 3 ,923 2,190 , 0,440 3,840 0 ,070  1,428 

C16:0 7,300 , 5,647 6,650 10,750 , 13,700 11,255 6 ,538 9,807 

C16:1 n-7 0,530 , 0,897 0 ,797 0,815 , 2,593 5,650 6 ,948  5,633 

C16:1 n-9 0,610 , 0,660 0 ,675 0,505 ,~ 1,010 1,670 0 ,670  0,963 

C18:0 31,233,30,953 32,977 29,705 , 3,297 9,193 3 ,513  3,587 

C18:1 n-9 10,733,12,267 12,893 10,090 , 39,533 24,700 40,523 32,648 

C18:1 n-7 1,420 1,523 1 ,583 1 ,345  2 ,917 3,910 4 ,458  3,603 
u �9 

C18:2 n-6 4,023 , 4,310 4 ,700 3,285 ,34,737 18,320 29,103 28,750 

C18:3 n-6 0,150 0,140 0,220 ND ND ND 0,090 ND 
n �9 

C18:3 n-3 0,030 ND ND ND 1,125 0,370 0 ,540  0,720 
n �9 

C20:0 0 , 2 0 7  0,143 0 ,115 0 ,290  0 ,525 1,610 0 ,290  0,310 
i | 

C20:1 n-9 0,193 0,137 0 ,160 0 ,200  0 ,523 1,700 0 ,770  1,345 
n �9 

C20:2 0 , 1 2 0  0,110 0 ,045 0 ,185  0 ,205 0,185 0 ,165  0,313 
n �9 

C20:3 n-6 0,833 , 0,703 0 ,513 0,470 ' 0,815 0,740 0 ,220  0,267 

C20:4 n-6 28,927,26,843 23,720 26,505 , 0,687 6,430 0 ,750  2,520 

C20:5 n-3 0,733 0,357 0 ,290 0,265 ND 2 ,760 0 ,130  0,430 
| �9 

C22:0 ND i 0,320 0,030 ND ND ND 0 , 1 1 3  0,100 
n �9 

C22:2 ND ND ND 0,750 ND 0 ,700  0,170 ND 
n m 

C22:1 n-9 ND ND ND ND ND ND 0 , 0 8 7  0,110 
| �9 

C22:4 n-6 0,670 0,490 0 ,435 0,900 ND 1,835 0 ,667  1,033 
n �9 

C22:5 n-6 1,763 1,243 1,133 3 , 2 4 5  1,140 2,330 0 ,297  0,443 
n �9 

C22:5 n-3 0,165 0,190 0 ,140 0,145 ND ND 0 , 1 6 0  0,095 
n �9 

C22:6 n-3 8,790 7,650 4 ,440 9 ,010  0,360 8,057 0 ,990  1,250 
n �9 

C24:1 ND ND 5,330 ND 0,577 9,995 0 ,403  0,810 

Le tableau presente la quantit~ relative de chaque acide gras en pourcentage des acides 
dosages effectu~s a partir de trois ~pididymes d'individus distincts). Aucune difference 
comparant pour chaque acide gras les souris mut~es aux souris sauvages. 

gras totaux (moyenne de trois 
significative n'est apparue en 
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Niveau d'act ivat ion  

par  rapport  aux  

sauvages  

6 

SREBP lc/GAPDH SREBP2/GAPDH 

i 

SCD1/GAPDH 

�9 WT 

[] ~ -/- 

[] 13 -/- 

[] a[3 -/- 

SCD2/GAP DH Abcal/GAPDH HMG CoA 
Red/GAPDH 

Figure 3 : Les gdnes impfiqu~s dans le mdtabolisme des acides gras ont un niveau d'expression basale plus faible chez 
les souris ddficientes pour  LXR/J. 

Les histogrammes representent les resultats des PCR quantitatives effectuees sur les ~chantillons obtenus des t~tes 
~pididymaires des souris des quatre gdnotypes (WT = souris sauvages). Les resultats sont prdsentds en tant que 
niveaux d'activation (du taux du transcrit par rapport a celui de la GAPDH) compare aux souris sauvages, pour chaque 
gdne dtudi~, et sont exprimds sous la forme de la moyenne + SEM de triplicata de trois individus diffdrents pour chaque 
g~notype, *, P <0,05. 

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

L'homeostasie lipidique dans I'epididyme est un 
processus biologique important puisque les modifications 
ayant lieu au cours du transit des spermatozo'ides dans 
cet organe sont fondamentales pour I'acquisition du 
pouvoir fecondant des gametes m~les. Cette maturation 
lipidique est accompagnee d'autres evenements de 
maturation proteiques et biochimiques. Cependant les 
mecanismes moleculaires regulant la maturation lipidique 
epididymaire sont peu connus. 

Les souris m&les invalidees pour les deux isoformes des 
LXRs presentent un phenotype epididymaire et 
deviennent progressivement infertiles entre 5 et 9 mois. 
Ce phenotype n'est pas observe chez les animaux 
invalides pour une seule des isoformes de ces 
recepteurs nucleaires. Comme les LXRs sont, de par 
leur genes cibles, des regulateurs connus du 
metabolisme du cholesterol et des acides gras, le but 
de ce travail est d'etudier la composition en cholesterol 

et en acides gras des tetes epididymaires de souris 
sauvages, Ixro~-/-, Ixr~-/- et Ixra;/3-/-, ainsi que les niveaux 
d'expression de certains genes impliques dans le 
metabolisme des acides gras et du cholesterol tels que 
srebp-lc, srebp-2, scdl, scd2, abcal et HMG-CoA 
reductase. 

L'invalidation de LXRI3 provoque une accumulation 
anormale des esters de cholesterol dans I'epithelium et 
le tissu peri tubulaire epididymaire. La coloration peri 
tubulaire pourrait etre reliee a une accumulation lipidique 
dans les cellules musculaires lisses entourant le tubule 
epididymaire. II a ete recemment demontre que le 
muscle lisse uterin presentait de meme de telles 
accumulations chez les souris femelles des genotypes 
Ixr~-/- et Ixr~z;~-/-. 

Cette accumulation etait associee a une alteration 
significative des fonctions des cellules musculaires 
lisses, mise en evidence par une reduction de I'activite 
contractile de I'uterus chez ces femelles qui apparaissent 
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moins sensibles & de fortes concentrations d'ocytocine 
ou d'un analogue de la PGF2oq deux stimulateurs 
efficaces des contractions uterines [10]. II semble donc 
que le surplus en cholesterol des cellules musculaires 
lisses provoque une diminution de I'activite contractile 
de ces cellules. Dans la tete de I'epididyme, il a ete 
montre que d'un point de vue histologique, certaines 
sections du tubule ne presentaient aucun contenu 
intraluminal, alors que d'autres etaient remplis d'une 
substance amorphe, avec tres peu de spermatozofdes 
visibles chez les souris Ixro~;~-/- [4]. 

Ceci se rapproche de la formation d'un granulome qui 
peut avoir lieu soit ~ la suite d'une vasectomie, soit 
dans certaines conditions pathologiques telles que le 
granulome de cholesterol chez I'homme, soit enfin apres 
la pose d'implants delivrant de fortes doses de 
testosterone chez la souris [15-6]. L'accumulation de 
lipides dans les cellules musculaires lisses peritubulaires 
pourrait donc alterer la fonction contractile de ces 
cellules, favorisant ainsi la stagnation du liquide 
intraluminal et conduisant de ce fait a la formation de 
la substance amorphe revelee par I'examen histologique. 

De plus, les lipides accumules ont ete caracterises 
comme etant des esters de cholesterol, dont la quantite 
est significativement superieure dans les tetes 
epididymaires des souris Ixr~-/- et Ixr~z;~-/-. L& encore, 
la situation est comparable ~ celle observee dans 
I'uterus : chez des souris de 3 mois et 12 mois dans les 
genotypes Ixr~-/- et Ixro~;~-/-, compares aux souris 
sauvages, apres une normalisation selon le poids des 
organes, seule la fraction contenant les esters de 
cholesterol est augmentee. II est donc interessant de 
noter que dans la tete de I'epididyme comme dans 
I'uterus, I'augmentation de coloration a I'huile rouge 
provient d'une accumulation d'esters de cholesterol. 
Ce resultat renforce le fait que la regulation du 
metabolisme lipidique dependant des LXRs est un 
processus biologique important dans les tractus genitaux 
m&le et femelle. 

Au cours du transit epididymaire, la composition en 
phospholipides et en acides gras de la membrane 
plasmique des spermatozofdes est modifiee. Ces 
changements incluent une perte de 25 a 48% des 
phospholipides totaux, avec des modifications variables 
selon les acides gras consideres. Une hausse du 
pourcentage relatif des acides gras polyinsatures a lieu 
: par exemple, I'acide palmitique (C16:0) est I'acide 
gras majoritaire entrant dans la composition des 
phospholipides des spermatozofdes immatures, alors 
que c'est I'acide docosahexaenofque (C22:6) qui 
predomine pour les gametes matures [8]. 

Cela indique un metabolisme actif des acides gras dans 

I'epididyme, et si I'on considere I'influence des LXRs sur 
ce metabolisme et la modification de la composition 
lipidique observee chez les souris invalidees, il semblait 
interessant d'analyser la composition en acides gras des 
t~tes 6pididymaires des souris des quatre genotypes. 
De maniere surprenante, aucune difference significative 
n'a ete mise en evidence dans la composition en acides 
gras des phospholipides extraits de tissus epididymaires 
totaux. Nous n'avons pas non plus note de difference 
en ce qui concerne les acides gras entrant dans la 
composition des lipides neutres, alors que nous avons 
vu que les esters de cholesterol sont plus eleves chez 
les souris Ixr/3-/- et Ixr~x;/3-/-. 

Nous pouvons emettre plusieurs hypotheses pour 
expliquer ce resultat. D'une part, les lipides ont ete 
extraits de tissus epididymaires totaux, ce qui signifie 
que des modifications ayant lieu au niveau de la 
composition des spermatozoides suite a des 
dysfonctionnements epitheliaux pouvaient ne pas ~tre 
detectees dans cet extrait total. II sera donc fondamental 
de repeter ces analyses sur les lipides isoles des 
spermatozoides purifies pour les quatre genotypes. 
L'obstacle majeur chez la souris, compare a I'homme 
par exemple chez lequel on peut travailler sur des 
spermatozoides ejacules, est d'avoir assez de materiel 
biologique pour effectuer ce dosage, puisque nous 
devons prelever les spermatozoi'des de la queue de 
I'epididyme. II sera donc necessaire d'ameliorer la 
technique de purification des spermatozoides de maniere 

pouvoir travailler sur suffisamment de cellules a partir 
d'un nombre limite d'animaux. 

D'autre part, nous pouvions nous attendre & des 
modifications de la composition en acides gras des 
lipides neutres, puisque la hausse des esters de 
cholesterol devrait etre associee avec une augmentation 
des acides gras esterifiant les molecules de cholesterol, 
& savoir principalement I'acide palmitoleique (C16:1 n- 
7) et I'acide oleique (C18:1n-9) [12]. Comme indique 
dans le Tableau 2, ces acides gras ne sont pas 
significativement modifies chez les souris invalidees 
par rapport aux souris sauvages. Cela pourrait provenir 
des faibles quantites de lipides neutres analyses dans 
chaque experience, puisque les lipides ont ete extraits 

chaque fois a partir d'une tete epididymaire unique. 
II sera donc necessaire de repeter ces analyses sur 
des pools de tissus de souris des quatre genotypes. 

Le metabolisme des acides gras etant un processus 
biologique regule par les LXRs [17], une analyse du 
niveau d'expression de certains genes a donc ete 
entreprise par PCR quantitative sur des genes cibles 
connus des LXRs : srebp-lc, srebp-2, scdl, scd2, 
abcal et HMG-CoA reductase. Les SREBPs sont une 
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famille de facteurs de transcript ion impl iques dans la 
regulat ion de I 'homeostas ie  du cho les tero l  et la 
biosynthese des acides gras. SREBP- l c  contrele plus 
par t icu l ie rement  la t ranscr ip t ion de genes  de la 
biosynthese des acides gras (lire [5] pour une revue). 
Scdl est un gene cible de SREBP- l c  dans differents 
t issus [16-21] et les souris invalidees pour scdl ont une 
capaci te  redui te a ester i f ier  le cho lestero l  pour  le 
stockage hepatique [9]. Dans I 'epididyme de rat, scdl 
et scd2 sont exprimes a des niveaux 61eves, superieurs 
& ceux t rouves dans  le foie [14]. Etant  donne 
I 'accumulation des esters de cholesterol dans la tete de 
I 'epididyme des souris Ixrt~-/- et Ixra;~-/-, nous pouvions 
nous  at tendre & une modi f icat ion des n iveaux  
d'expression de ces genes. 

De maniere surprenante, I'expression de ces trois genes 
a ete trouvee diminuee dans les tetes epididymaires 
des sour is Ixr/3-/- et Ixra;~-/- (scd2 etant seu lement  
d iminu6 pour  le geno type  Ixra;t~-/-). Ces donnees  
indiquent que I 'accumulat ion d'esters de cholesterol 
observee ne peut Ctre correlee a une plus forte synthese 
d'acides gras esterifiant, ce qui est en accord avec nos 
resultats d'analyse des acides gras. Ces resultats sont 
en accord avec la regulation par les LXRs de srebp-lc 
et de ses propres genes cibles, et confortent I 'hypothese 
que I'isoforme LXRI3 est fonctionnellement predominante 
dans la tCte de I 'epididyme murin. L'accumulat ion des 
esters de cholesterol chez les souris Ixr~-/- et Ixra;~-/- 
pourrait donc provenir de perturbations de I'homeostasie 
l ipidique dans cet organe. Un element important  de 
I 'eff lux cel lu laire du cholesterol ,  pour son t ranspor t  
reverse vers le foie, est le transporteur transmembranaire 
ABCA1. Son niveau d'expression etant diminue chez les 
souris Ixnx;~-/-, il semble donc qu'un exces de stockage 
des esters de cholesterol du a un defaut d'efflux puisse 
etre evoque. 

Ce resultat, associe au fait que le niveau d'expression 
d'un gene implique dans la biosynthese du cholesterol, 
I'HMG-CoA reductase, reste inchange, ainsi que les 
resultats des dosages en chromatographie sur couche 
mince, renforcent  notre hypothese d'un exces  de 
stockage. II sera necessaire par la suite de determiner 
la compos i t ion en ac ides gras et en s tero ls  des 
spermatozo fdes  dans  le contexte  des di f ferents 
genotypes  LXR pour  etabl i r  des re lat ions entre les 
regulat ions LXR-dependantes  et des prob lemes de 
ferti l i te mascul ine, pu isqu 'une composi t ion l ip idique 
alteree des gametes humains peut r associee a une 
infertilite [1]. 

Ce travail demontre que les LXRs sont des regulateurs 
importants des metabol ismes du cholesterol  et des 
acides gras dans I 'epididyme, et que cette fonction est 
etroitement associee a une isoforme particuliere des 
LXRs : LXRI}. 
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ABSTRACT 

Liver X receptors (LXRs) regulate lipid metabolism 

in the mouse epididymis 

Fabrice SAEZ, Aur~lia OUVRIER, Brigitte LAILLET, 
R(~mi CADET, Patrick VERNET, Benoit SION, Jean-Marc 

A. LOBACCARO et JoiH R. DREVET 

This study investigated the role of Liver X Receptors 
(LXRs) in the lipid composition and gene expression 
regulation in mouse caput epididymidis. LXRs are nuclear 
receptors for oxysterols, molecules derived from 
cholesterol metabolism, which are present in mammals 
in two isoforms: LXR(x, which is more specifically 
expressed in lipid metabolising tissues such as liver, 
adipose and steroidogenic tissues, while LXRJ3 is 
ubiquitous. Their importance in reproductive physiology 
has been sustained by the fact that male knockout mice 
for both LXRs have impaired fertility from the age of 5 
months, leading to complete sterility by the age of 9 
months. These disorders are associated with epididymal 
epithelium degeneration in caput epididymidis segments 
one and two, and with sperm midpiece fragility, leading 

to the presence of isolated heads and flagellae when 
spermatozoa are recovered from the cauda epididymidis. 

To further the phenotypic characterization of LXR 
knockout mice, the lipid composition of caput 
epididymides from wild-type and LXR knockout mice 
was assessed using oil red O staining on tissue 
cryosections, lipid extraction followed by high 
performance liquid chromatography or gas 
chromatography. Gene expression was determined by 
quantitative real-time PCR. 

We showed an accumulation of cholesteryl esters in 
caput epididymides from Ixr~-/- and Ixroq~-/- mice. This 
accumulation was not associated with modifications in 
the fatty acid profiles, which are similar in all four 
genotypes. Changes in the expression levels of several 
genes are discussed in this physiological context, but 
cellular cholesterol efflux pathways appear to be altered 
in an LXR~-dependent fashion. 

Altogether, these results show that LXRs are important 
regulators of epididymal functions, and could therefore 
play a key role in lipid maturation processes occurring 
during sperm epididymal maturation. 

Key words: epididymis, LXR, nuclear receptors, lipids, 
cholesterol, gene expression 
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