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SOMMAIRE

Dans les tubules séminifères, le cholestérol est un constituant des membranes des

cellules germinales alors que dans le tissu interstitiel, le cholestérol est en plus le

précurseur de la testostérone. Puisque le rôle du cholestérol est différent dans les deux

compartiments testiculaires, nous avons étudié dans ce projet la modulation du

métabolisme du cholestérol par la lipase hormono-sensible (“hormone-sensitive lipase”)

(HSL) dans chacun des deux compartiments testiculaires. Afin d’analyser l’effet de la

présence des cellules germinales sur la modulation de l’hydrolyse du cholestérol, nous

avons étudié l’expression et l’activité de la HSL durant le développement post-natal

chez le cobaye (espèce à reproduction continue) et chez le vison (espèce à reproduction

saisonnière) et aussi chez le vison adulte durant le cycle reproductif annuel.

Nos résultats ont montré la présence d’une protéine de 104-kDa correspondant à

la H$L dans les fractions enrichies en tubules séminifères ($Tfj et dans les fractions

enrichies en tissu interstitiel (ITf) des deux espèces et à tous les âges étudiés. Le taux de

cette protéine dans les STf et les ITf augmentait avec le développement testiculaire chez

le cobaye et le vison mais il diminuait durant la régression testiculaire saisonnière chez

le vison. Nous avons détecté deux autres isoformes de 110- et de 120-kDa mais ce,

uniquement dans les STf de cobaye adulte, suggérant que l’expression de ces protéines

soit liée à la présence de certaines classes de cellules germinales. Dans les $Tf la

fraction lysosomiale de la H$L pourrait venir des cellules germinales et importée à la

cellule de Sertoli. Chez le vison, en plus de la protéine de 1 04-kDa, nous avons détecté

une protéine de 108-kDa dans les $Tf à tous les âges étudiés et dans les ITf durant le

développement et la régression testiculaires. Dans les STf de vison, le taux d’expression

de la protéine de 108-kDa variait de la même manière que celui de la vimentine durant le

développement et le cycle reproductif annuel, ce qui suggère que cette isoforme de la
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H$L soit exprimée, comme la vimentine, par les cellules de Sertoli et non par les

cellules germinales. L’activité enzymatique de la H$L chez le cobaye et le vison variait

de la même manière que le rapport cholestérol libre (CL)/cholestérol estérifié (CE) et

d’une manière différente du taux des triglycérides montrant que la H$L testiculaire agit

sur le cholestérol esterifié plutôt que sur les triglycérides. Nous avons montré que

l’expression de chaque isofomie de la H$L varie différemment dans chaque

compartiment testiculaire et nous avons remarqué que la diminution du taux du CE dans

les STf était observée au début de la spermatogenèse, alors que dans les ITf cette

diminution se produisait à la fin de la puberté. Ces résultats indiquent que la modulation

du métabolisme du cholestérol est différente dans chaque compartiment testiculaire.

Nous avons ensuite montré chez le vison durant le cycle reproductif annuel, que le taux

et l’activité la H$L dans les $1f présentaient un maximum au moment où le taux de la

F$H dans le sérum était le plus élevé alors que dans les ITf, l’activité de la HSL était

maximale durant la période où le taux sérique de la testostérone était élevé et celui de la

prolactine était bas. Ceci montre que la HSL est régulée par des hormones différentes

dans chacun des deux compartiments testiculaires.

Par immunohistochimie sur des coupes de testicules, nous avons localisé la HSL

dans les cellules de $ertoli, les spermatides et dans le tissu interstitiel. Dans la cellule de

$ertoli, nous avons montré que la distribution de la H$L était dépendante des stages du

cycle de l’épithélium séminifère. La HSL que nous avons détectée dans les ITf était

exprimée essentiellement par les macrophages et elle pourrait être impliquée dans la

formation de la testostérone. La HSL était présente et active dans les spermatozoïdes

épididymaires de cobaye, de vison et de boeuf La HSL était aussi présente et active dans

les spermatozoïdes éjaculés de boeuf suggérant que la HSL intervienne dans le

métabolisme du cholestérol durant la maturation épididymaire des spermatozoïdes.

L’immunofluorescence de la H$L dans les spermatozoïdes épididymaires de cobaye et

de vison a montré la localisation de la HSL dans le segment équatorial, à l’endroit de

contact spermatozoïde-ovule suggérant un rôle éventuel de la HSL dans ce contact.
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$UMMARY

In seminiferous tubules, cholesterol is a component of ail germ ceil membranes,

and in interstitial tissue, cholesterol is the precursor of testosterone. Because the role of

cholesterol is different in the two testicular compartments, we have studied, in this

project, the hormone-sensitive lipase (H$L) modulation of choiesterol metabolism in

each compartment of the testis. To analyse the impact of germ ceil presence on

cholesterol hydrolyse modulation, we have studied HSL expression and HSL enzymatic

activity during post-natal development in continuai (Guinea pig) and seasonal (mink)

breeder and also in mink during the annual reproductive cycle.

Our resuits show the presence of a 1 04-kDa protein corresponding to H$L in

Guinea pig and mink seminiferous tubule enriched fractions (STf) and in interstitial

tissue enriched fractions (ITf) in ail age groups studied. The levei of this protein

increased in $1f and 11f during testicuiar development in Guinea pig and mink but

decreased during testicular regression in mink. Two additional isoforms of 110- and

120-kDa were detected only in adult Guinea pig $Tf sugesting that the expression of

those two isoforms is related to the presence of some classes of germ cell. In the $Tf, the

iysosomal HSL fraction likely originates from germ cells and may be exported to the

Sertoli celi. In mink, in addition to the Ï 04-kDa HSL protein, a protein of 1 0$-kDa was

detected in $Tf in ail age groups studied and in ITf during development and testicular

regression. In mink $Tf, the 108-kDa protein ievei varied in the same manner than

vimentin concentration during development and the annual reproductive cycle,

suggesting that the 108-kDa protein, like vimentin, was expressed in Sertoli and not in

germ cells. Ihe expression of both HSL isoforms varied differently in each testicular

compartment. HSL activity conelated with free (fC)/esterified cholesterol (EC) ratios

but flot with triglyceride levels indicating that testicular HSL acts as a cholesterol

esterase rather than a triglyceride lipase. In addition, EC in STf and ITf decreases was
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observed respectively in the onset of spermatogenesis and in the end of puberty. Those

resuits indicate that cholesterol metabolism modulation was different in each testicular

compartment. In the mink, HSL level and activity were maximal in STf when FSH

serum level was high and in ITf when serum testosterone level was high and serum

prolactin was low showing that HSL was regulated by distinct hormones in each

testicular compartment.

In testis sections, we have localised HSL by immunocytochemistry in Sertoli

ceils. spermatids and interstitial tissue. We have shown that H$L expression varied with

spermatogenic activity and that HSL distribution in $ertoli celis was stage-dependent.

The HSL detected in ITf was expressed essentially by macrophages and may be

implicated in testosterone production. HSL was present and active in Guinea pig, rnink

and bovine epididymaÏ spermatozoa as well as in bovine ejaculated spermatozoa

suggesting that tins enzyme may be implicated in cholesterol metabolism during

spermatozoa epididymal maturation. HSL immunofluorescence localization in the

equatorial segment of Guinea pig and mink epididymal spermatozoa is consistent with

an eventual role of HSL in spermatozoa-oocyte interaction.

Keys words: Cholesterol, hormone-sensitive lipase (HSL), testis, seminiferous

tubules, reproduction, Sertoli ce!!, hormones. Guinea pig. mink.
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1

1. INTRODUCTION

Le testicule est formé de deux compartiments anatomiquement et

fonctionnellement distincts : les tubules sérninifères et le tissu interstitiel. Le

compartiment tubulaire et le compartiment interstitiel contiennent tous les deux du

cholestérol. Le cholestérol testiculaire existe sous deux formes : le cholestérol libre dans

les membranes cellulaires et le cholestérol estérifié contenu dans des gouttelettes

lipidiques (Pelletier et Vitale, 1994). Ces gouttelettes lipidiques sont présentes dans les

cellules de Leydig (Loisel, 1903; Christensen, 1975), les cellules de Sertoli (McEnery et

Nelson, 1950; fawcett, 1975; Kerr et De Kretser, 1975) et les cellules germinales

(Montagna et Hamilton, 1951; Kerr et De Kretser, 1975; Pelletier et Vitale, 1994). Si le

métabolisme du cholestérol a été largement étudié dans le tissu interstitiel du fait de son

rôle précurseur de la testostérone, dans les tubules séminifères il a reçu peu d’attention.

Les tubules séminifères du testicule sont le lieu de formation de millions de cellules

germinales dont les membranes cellulaires contiennent du cholestérol. De plus, les

tubules séminifères possèdent une barrière hémato-testiculaire qui empêcherait le libre

passage du cholestérol du sang vers les tubules (Setcheil et Waites, 1975). Dans les

tubules séminifères, le taux du cholestérol libre reste relativement constant malgré le

départ cyclique de millions de spermatozoïdes (Renston et coll., 1975). Il existerait dans

la cellule de Sertoli des facteurs qui assureraient l’homéostasie du cholestérol tubulaire.

Le métabolisme intracellulaire du cholestérol fait intervenir trois enzymes principales: 1)

La lipase hormono-sensible (HSL) qui hydrolyse le cholestérol estérifié en cholestérol

libre (Yeaman, 1990), 2) l’acyl-CoA t cholestérol acyl transférase (ACAT) impliquée

dans l’estérification du cholestérol quand celui-ci est présent en excès par rapport aux

besoins de la cellule (Chang et coli., 1997) et 3) la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl

coenzyme A (HMG-CoA) réductase, l’enzyme limitante dans la biosynthèse du

cholestérol (Goldstein et Brown, 1990).
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c Le cholestérol estérifié contenu dans les gouttelettes lipidiques des cellules de

Leydig et des cellules de $ertoli serait considéré comme une forme de réserve du

cholestérol libre qui pourrait être utilisé pour la biosynthèse de la testostérone ou être

transféré aux cellules germinales pour participer à la formation de leurs membranes

cellulaires notan-n-nent celles du spermatozoïde. L’hydrolyse du cholestérol estérifié est

une étape indispensable préalable à son utilisation.

La HSL est une enzyme indispensable à la spermatogenèse puisque la

suppression du gène de la H$L cause la stérilité chez des souris mâles (Osuga et coll.,

2000; Chung et coli., 2001), mais la relation de la HSL avec l’activité

spermatogénétique n’est pas établie. Dans ce projet, nous avons analysé la variation de

l’expression et de l’activité de la HSL en fonction de l’apparition des cellules germinales

qui se produit lors du développement testiculaire chez le cobaye et le vison. Nous avons

étudié aussi la corrélation entre la disparition saisonnière des cellules germinales durant

la régression testiculaire chez le vison et la variation de l’expression et de l’activité de la

H$L.

Les études antérieures réalisées sur la H$L ont été effectuées sur des testicules

entiers sans distinction entre les tubules séminifères et le tissu interstitiel (Hoim et coll.,

1987; Kraemer et coll., 1991; Kraemer et coli., 1993a; Stenson Holst et coil., 1994;

Stenson Holst et coll., 1996). Or, l’utilisation du cholestérol est différente dans les deux

compartiments testiculaires : la production des spermatozoïdes par les tubules et de la

testostérone par les cellules de Leydig. Pour cette raison, nous avons d’abord préparé des

fractions enrichies en tubules séminifères ($Tf) et en tissu interstitiel (11f). Nous avons

ensuite analysé la variation du taux et de l’activité de la H$L dans les $Tf et les ITf en

fonction de l’activité spermatogénéfique chez le cobaye et chez le vison. Nous avons

déterminé sa localisation, sa relation avec le rapport cholestérol libre/cholestérol estérifié

dans les STf et les ITf ainsi que la relation entre l’activité de cette enzyme et la
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concentration sérique de la testostérone et des hormones hypophysaires qui agissent sur

les cellules testiculaires.

Nos résultats ont montré que le taux d’expression des isoformes de la H$L était

différent durant le développement chez le cobaye et le vison et chez le vison adulte

durant le cycle reproductif annuel aussi bien dans les STf que dans les ITf L’activité de

la HSL variait de la même manière que le rapport cholestérol libre/cholestérol estérifié

dans les $Tf et les ITf. Dans les ITf, la HSL était exprimée par les macrophages. La

HSL que nous avons détectée dans les spermatozoïdes pourrait être nécessaire au

métabolisme du cholestérol durant leur maturation épididymaire et éventuellement à leur

fonction.
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o 2. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1 LE CHOLESTÉROL

Le cholestérol est une molécule de vingt sept (27) atomes de carbone (C27 FL

OH). La molécule porte une chaîne hydrocarbonée sur le carbone 17 et un OH polaire

hydrophile sur le carbone 3. L’hydroxyle en position 3 peut être estérifié par un acide

gras (figure 1). Dans la cellule, le cholestérol peut exister sous deux formes le

cholestérol libre dans les membranes cellulaires et le cholestérol estérifié dans des

gouttelettes lipidiques (Johnson et coll., 1997; Liscum et Munn, 1999). Le cholestérol

libre est un constituant de toutes les membranes cellulaires qui participe au maintien de

l’homéostasie fonctionnelle des membranes (Yeagle, 1985; Yeagle, 1989). Dans les

membranes cellulaires, la molécule de cholestérol libre s’intercale entre les molécules de

phospholipides et confère une rigidité aux membranes cellulaires en réduisant la

mobilité des chaînes carbonées des phospholipides à la température de 3 7°C. Ainsi, à la

température normale du corps, plus la membrane cellulaire contient du cholestérol, plus

elle est rigide, plus elle est stable et plus elle est imperméable. En conférant une rigidité

à la membrane cellulaire, le cholestérol régularise le passage de solutés à travers la

bicouche membranaire (Yeagle, 1985; Yeagle, 1989). En plus de participer au maintien

des membranes cellulaires, le cholestérol est aussi le précurseur des hormones stéroïdes

(Gwynne et Strauss, 1982; Benahmed et coll., 1983) et de la vitamine D.

o
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CR3 - COOH

Acétate

21CH 2ICH

18 CH: 27 CH ACAT 78 CI-I3 27 CH

HV06G
HSL

cholestérol libre cholestérol estérifié

Figure 1: Synthèse et estérification/hydrolyse du cholestérol: Le cholestérol

est synthétisé à partir de l’acétate par une série de réactions enzymatiques. L’enzyme la

plus importante de cette voie est l’RMG-CoA réductase. L’ACAT permet l’estérification

du cholestérol par un acide gras tAG) et la HSL hydrolyse le cholestérol estérifié en

cholestérol et en acide gras.
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2.1.1 Biosynthèse du cholestérol

Dans la cellule, le cholestérol est synthétisé à partir de l’acétate par une série de

réactions enzymatiques. L’enzyme la plus importante de cette voie est l’HMG-CoA

réductase parce que c’est à son niveau que s’exerce le contrôle de la voie de biosynthèse

du cholestérol. La synthèse du cholestérol est initiée dans le cytosol puis poursuivie dans

la membrane du réticulum endoplasmique lisse (Faust et coli., 1988). Le cholestérol

nouvellement synthétisé est soit transporté à la membrane plasmique ou à la membrane

des mitochondries afin d’être converti en hormones stéroïdes (Vahouny et coll., 1987;

Lin et coll., 1995) soit transporté au réticulum endoplasmique rugueux pour être

transformé en cholestérol estérifié ($viridov, 1999). La synthèse de novo du cholestérol

à partir de l’acétate s’effectue dans toutes les cellules de l’organisme, cependant, elle est

beaucoup plus active dans les cellules en division rapide, où ce composé est utilisé pour

la formation de nouvelles membranes (Mathé et Lutton, 1984). La synthèse de

cholestérol est aussi importante dans les cellules qui ne lient pas les lipoprotéines de

faible densité Ç’low density lipoproteins’, LDL) comme par exemple les fibroblastes de

patients atteints d’hypercholestérolémie familiale. En effet ces cellules ont une activité

élevée de l’HMG-CoA réductase (Mathé et Lutton, 1984).

2.1.2 Transport plasmatique du cholestérol

Le cholestérol étant peu soluble en milieu aqueux, il est transporté dans la

circulation sanguine sous forme de lipoprotéines qui permettent sa solubilisation

(Corvilain, 1997). Les lipoprotéines sont des macromolécules formées de lipides et de

protéines appelées apolipoprotéines (apo). Le noyau central des lipoprotéines est

constitué de lipides neutres (triglycérides, cholestérol estérifié) enveloppés d’une couche

superficielle formée de lipides polaires (phospholipides, cholestérol non estérifié) et

d’apolipoprotéines. Cette enveloppe assure la solubilité et la stabilité des lipoprotéines

C
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Q
dans le plasma (Corvilain, 1997) Les lipoprotéines sont classées en quatre classes en

fonction de leurs rôles et de leurs propriétés physiques. Chaque classe de lipoprotéine

exerce un rôle spécifique dans le métabolisme du cholestérol (figure 2) (Fielding et

fielding, 1995). Les chylomicrons transportent le cholestérol alimentaire de l’intestin

vers le foie. Les lipoprotéines de très faible densité (“very low density lipoproteins”,

VLDL) sont synthétisées par le foie pour l’exportation du cholestérol. Les LDL sont un

produit final du catabolisme des VLDL et transportent le cholestérol aux tissus

périphériques. Les lipoprotéines de haute densité (“high density lipoproteins”, HDL)

assurent le retour du cholestérol des tissus périphériques vers le foie. Le rôle général des

lipoprotéines est donc de livrer le cholestérol et d’autres lipides aux cellules des tissus

périphériques en fonction de leurs besoins et de ramener l’excès du cholestérol cellulaire

au foie (Beucler et coll., 1986; Corvilain, 1997; Beisiegel, 199$). Chaque lipoprotéine

contient une ou plusieurs apolipoprotéine(s). Quatre groupes principaux

d’apolipoprotéines A, B, C, et E peuvent être individualisés au sein des lipoprotéines, les

autres apolipoprotéines D, F, G et H sont peu abondantes et moins bien connues.

Certaines existent sous différentes formes polymorphiques. Les apo A (A-I et A-II)

représentent $2 % des protéines des HDL, les apo B (B-100) sont pratiquement les seuls

constituants protéiques des LDL. Les apo C et E sont réparties dans les VLDL et les

HDL. Les chylomicrons contiennent des apo A, B-48, C et E (tableau I) (Beucler et

coli., 1987). En plus d’assurer le transport des lipides, certaines apolipoprotéines sont

connues pour être soit des activatrices, soit des inhibitrices des enzymes impliquées dans

le métabolisme des lipoprotéines (apo A et apo C) (Corvilain, 1997), d’autres

apolipoprotéines servent de ligands pour les récepteurs cellulaires des lipoprotéines (apo

A-I, apo B-100, apo E) (Ducobu, 1997). L’interaction des lipoprotéines et des cellules

fait intervenir de nombreux récepteurs spécifiques qui jouent un rôle dans le

métabolisme des lipoprotéines (Ducobu, 1997).
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Figure 2 : Transport plasmatique du cholestérol : Le cholestérol alimentaire est

transporté vers le foie par les chylomicrons. Le cholestérol alimentaire et le cholestérol

synthétisé par le foie seront ensuite distribués vers les tissus périphériques par les VLDL

et les LDL. Le cholestérol en excès des tissus périphériques, via l’efflux du cholestérol

médié par les HDL, sera capté par le foie et les autres types de lipoprotéines (VLDL et

LDL), c’est ce qu’on appelle transport inverse du cholestérol.

CE cholestérol estérifié ; CL = cholestérol libre ; HDL = lipoprotéine de haute

densité; LDL = lipoprotéine de faible densité; VLDL = lipoprotéine de très faible

densité.

Tirée et traduite de : “Fielding, C.J. and Fielding, P.E. Molecular physiology of

reverse cholesterol transport. J Lipid Res 36:211-228, 1995” (Fielding et fielding,

1995).
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Apo Chylomicrons VLDL LDL HDL

A-I $ - - 60

A-II 4 - - 22

B-4$ 22 - -

B-100 - 37 9$

C-I 14 3

C-II 14 7 2 10

C-III 34 40

D 2 - - 5

E 2 13 - 3

Tableau I: Composition en apolipoprotéines (en pourcentage) des lipoprotéines

plasmatiques.

Tiré de : “Beucler, L. Salmon, S.. and Polonovski, J. Rôle des lipoprotéines dans

le transport et le métabolisme des lipides. Cal? Nutr Diet 22:277-286, 1987” (Beucler et

cou., 1987).

o
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2.1.3 Récepteurs aux lipoprotéines impliqués dans la captation du cholestérol

Les récepteurs des lipoprotéines sont des protéines membranaires qui

reconnaissent spécifiquement une ou plusieurs apolipoprotéines (Ducobu, 1997). Ils

interagissent par un mécanisme de haute affinité avec les particules de lipoprotéines

circulantes (Ducobu, 1997). L’expression des récepteurs à la surface des cellules dépend

de leur besoin en cholestérol. Par exemple, les cellules de Leydig de porc en culture

possèdent des récepteurs spécifiques de grande affinité aux lipoprotéines, avec environ

80 000 sites par cellule (Benahmed et coil., 1981). Les récepteurs aux lipoprotéines

impliqués dans la captation du cholestérol par les cellules sont: le récepteur de LDL, le

récepteur des particules résiduelles de chylomicrons et les récepteurs ‘scavengers ou

éboueurs.

2.1.3.1 Récepteur de LDL (ou récepteur apo B/E)

Découvert par les Drs Brown et Goldstein (Brown et Goldstein. 1974), le récepteur

de LDL est le récepteur de lipoprotéines le mieux caractérisé. Il permet la régulation du

taux plasmatique du cholestérol (Basu et coll., 1978; Brown et Goldstein, 1986). Le

récepteur de LDL lie l’apo B et l’apo E. Ce récepteur est abondant dans le foie. les

gonades et les surrénales. Les récepteurs de LDL sont agglomérés dans des puits mantelés

de clathrine (‘clathrin-coated pits”) le long de la membrane plasmique (fielding et

Fielding, 1996). Ces puits recouverts de clathrine sont des invaginations de la membrane

plasmique stabilisées à leur face cytoplasmique par des molécules de clathrine.

Contrairement aux cavéoles, qui facilitent l’exocytose du cholestérol libre de la cellule, les

puits recouverts de clathrine sont pauvres en cholestérol libre (Fielding et f ielding, 1996).

Après liaison avec les LDL, les puits recouverts de clathrine s’invaginent à l’intérieur de

la cellule pour fonner des vésicules enveloppées de clathrine; après endocytose, le

C
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récepteur est recyclé et les LDL sont dégradées dans les lysosomes (Brown et Goldstein,

1986).

Des études ont montré que les puits mantelés de clathrine étaient présents au

niveau de la membrane plasmique des spermatogonies, spermatocytes, spermatides et

spermatozoïdes testiculaires et épididymaires (Gerard et cou., 1991). Les puits mantelés

de clathrine permettent l’intemalisation de certaines substances comme la “Sterol

binding protein” (SBP) par les cellules germinales (Gerard et coli., 1991). Les vésicules

mantelées de clathrine permettent le transport des enzymes lysosomales de l’appareil de

Golgi à l’acrosome des spermatides matures en formation chez le rat (Griffiths et cou.,

1981). Le cholestérol coexiste avec les vésicules entourées de clathrine au niveau de

l’appareil de Golgi dans les spermatides de cobaye (Burgos et Gutierrez, 1986) mais

aucune étude n’a montré jusqu’à présent le rôle des puits mantelés de clathrine dans le

transfert du cholestérol au niveau des tubules séminiferes.

2.1.3.2 Récepteur des particules résiduelles de chylomicrons ou “LDL-receptor

related protein” (LRP) ou la protéine apparentée au récepteur de LDL

La LRP permet l’élimination par le foie des particules résiduelles de chylomicrons

et des lipoprotéines qui contiennent l’apo E (Beisiegel, 1995). Elle lie lapo E mais pas

l’apo B, elle est intemalisée dans la cellule comme le récepteur des LDL puis recyclée vers

la membrane pour y capter d’autres ligands. Il semble que cette protéine puisse capter aussi

d’autres ligands d’origines différentes, qui sont entre autres, l’alpha 2 macroglobine, des

protéases, l’activateur tissulaire de plasminogène (Ducobu, 1997). La LRP est présente

principalement dans le foie mais également dans le cerveau, le placenta et le tissu adipeux

(Ducobu, 1997). Dans le testicule, la protéine (LRP-1) existe dans les cellules de Sertoli,

les cellules de Leydig et les macrophages du tissu interstitiel (Igdoura et coll., 1997). Dans
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les cellules de Sertoli, la LRP permettrait la captation de l’activateur du plasminogêne

impliqué dans le passage des spermatocytes préleptotène à travers les jonctions serrées de

la cellule de $ertoli entre le compartiment basal et adiuminal (Lacroix et coll., 1981;

Parvinen, 1982). L’acfivateur de plasminogène serait aussi impliqué dans le détachement

des spermatides de la cellule de Sertoli au moment de la spermiation (Lacroix et cou.,

1981; Wright et coil., 1981). Dans le tissu interstitiel du testicule, la LRP permettrait plutôt

la captation de cholestérol par les cellules de Leydig et par les macrophages (Igdoura et

cou., 1997).

2.1.3.3 Récepteurs “scavengers” (éboueurs)

Les récepteurs “scavengers” ont été découverts dans les plaques d’athérome de

patients qui souffrent d’hypercholestérolémie familiale homozygote (Goldstein et cou.,

1979; Brown et Goldstein, 1986). Leurs macrophages ne possèdent pas de récepteur de

LDL. mais ces macrophages peuvent fixer les LDL acétylées, oxydées ou autrement

modifiées (Goldstein et cou., 1979). Les récepteurs “scavengers” sont en mesure de lier

• différents types de ligands comme les LDL natives et modifiées, les HDL, les molécules

endommagées, les cellules apoptotiques et les pathogènes exogènes (Krieger, 1997).

Plusieurs types de récepteurs ‘scavengers” ont été identifiés et subdivisés en classe A, B,

C, D et E en fonction de la séquence de leur ADN complémentaire. A l’intérieur de

chaque classe, plusieurs types ont été définis. Dans la classe B, on peut citer le récepteur

“scavenger” classe B type I (SR-BI) et type II (SR-BII) et le “cluster of differentiation

36” (CD36). SR-BI et SR-BII dérivent du même gène par épissage alternatif (Freeman et

coU., 1991; Krieger, 1997). Le SR-BI et son isoforme SR-BII sont distincts des autres

récepteurs “scavengers” par leur capacité de se lier avec les HDL avec une forte affinité

et de capter le cholestérol estérifié à partir de ces lipoprotéines (Acton et coll., 1996). Il

s’agit d’une captation sélective non accompagnée de dégradation de la lipoprotéine. Les

HDL s’attachent aux récepteurs $R-BI ou SR-BII, livrent une partie de leur cholestérol
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estérifié aux cellules; puis se dissocient des cellules et continuent de circuler dans le

sang ($teinberg, 1996; Webb et cou., 1998). Le $R-BI a été décrit dans le foie, les

testicules, les ovaires et les glandes surrénales (Acton et cou., 1996; Steinberg, 1996;

Webb et cou., 1997; Webb et coli., 1998). Le SR-BII a été identifié dans les testicules, le

foie, les glandes surrénales et le tissu adipeux de souris et dans certaines lignées

cellulaires humaines (Webb et coil., 1997; Webb et coil., 1998). Le taux de la protéine

de SR-BII dans ces tissus est faible et représente 5 à 12 % de la protéine de SR-BI

(Webb et coli., 1997). $R-BI et $R-BII lient les HDL avec la même affinité, mais $R

Bu transfère le cholestérol des HDL avec une efficacité quatre fois moins importante

que SR-3I dans les cellules CR0 Ç’Chinese hamster ovary”) transfectées par $R-BI ou

SR-BII (Webb et coil., 1998) Une étude a montré que le SR-BI subissait une régulation

hormonale et que les hormones qui font augmenter le taux de l’AMPc, induisaient

l’expression du SR-BI dans les testicules de souris (Cao et coil., 1999). Une autre étude

a montré que le traitement de rats par 1’ “human chorionic gonadotropin” (hCG) pendant

plusieurs jours, provoquait une augmentation de l’expression de SR-BI dans la cellule de

Leydig et une augmentation de la captation sélective du cholestérol estérifié par ces

cellules, par contre l’expression de SR-BII ne changeait pas (Reaven et coli., 2000),

suggérant que les régulations de SR-BI et SR-BII seraient différentes.

La suppression du gène de $R-BI chez la souris provoque la stérilité chez les

femelles du fait que le SR-BI est nécessaire au développement des ovules (Trigatti et

coll., 1999), par contre les mâles conservent une fertilité normale (Rigotti et coli., 1997).

Ces souris SR-BF[ ont une diminution du contenu cellulaire en cholestérol dans les

surrénales et une augmentation de la cholestérolémie (Rigotti et coli., 1997).

Inversement, la surexpression de $R-BI augmente l’entrée sélective du cholestérol

estérifié des HDL dans le foie et les surrénales de souris (Wang et coli., 1998).

Le CD36 est exprimé par une variété de cellules comme les macrophages, les

plaquettes, le placenta, les cellules endothéliales (Greenwalt et coll., 1992) et les cellules
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c adipeuses (Kuniyasu et coil., 2002). Le CD36 est localisé aussi au niveau des

sperrnatides, des spermatozoïdes et dans les cellules endothéliales des capillaires du

testicule (Zibara et cou., 2002). L’augmentation du taux du cholestérol circulant

provoque l’augmentation de l’expression du CD36 par le testicule (Zibara et coil.,

2002).

Dans les tubules séminifères, le CD36 (Shiratsuchi et cou., 1997) et le SR-BI

(Shiratsuchi et coli., 1999) jouent un rôle dans la reconnaissance et la phagocytose des

cellules germinales apoptotiques par la cellule de Sertoli. Le SR-BI joue aussi un rôle

dans la reconnaissance dans l’ovaire des cellules granuleuses apoptotiques (Svensson et

coli., 1999).

2.1.4 Transport intracellulaire du cholestérol

Le cholestérol intracellulaire a deux origines possibles: le cholestérol peut être

synthétisé de novo par la cellule dans le réticulum endoplasmique et il peut provenir du

milieu extracellulaire apporté par les lipoprotéines. Deux types de lipoprotéines peuvent -

surtout apporter le cholestérol aux cellules : les LDL (Brown et Goldstein, 1986; Liscum

et Munn. 1999; Sviridov, 1999) et les HDL (Acton et cou., 1996; Steinberg, 1996;

Liscum et Munn, 1999; Sviridov, 1999). Dans le cas des LDL, celles-ci sont

internalisées puis dégradées dans les lysosomes après liaison à un récepteur

membranaire via le récepteur aux LDL (Brown et Goldstein, 1986). Le cholestérol est

alors hydrolysé en cholestérol libre par une “cholestérol estérase” acide lysosomale. Ce

cholestérol libre est ensuite à nouveau estérifié par 1’ACAT avant d’être stocké sous

forme de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des cellules (Johnson et coli., 1997;

Sviridov, 1999). Dans le cas des HDL. leur liaison aux récepteurs scavengers est suivie

d’un transfert direct du cholestérol estérifié dans le cytoplasme où il s’accumule sous la

forme de gouttelettes lipidiques (Steinberg, 1996: Reaven et coli., 2000).
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Le cholestérol libre endogène ou exogène doit être transporté vers les membranes

cellulaires; il doit être aussi transporté vers le réticulum endoplasmique rugueux afin

d’être converti en cholestérol estérifié par Y’ACAT (Tabas et cou., 198$). D’un autre

côté, le cholestérol libre de la membrane plasmique est transporté continuellement à

l’intérieur de la cellule (De Grella et Simoni, 1982; Kaplan et Simoni. 1985). Le

transport intracellulaire du cholestérol entre les divers sites cellulaires implique des

voies différentes et complexes. Le cholestérol est transporté dans la cellule au moins par

trois façons 1) transfert spontané, 2) transfert à l’aide de vésicules et 3) transport par

des protéines de transport de lipides appelées ‘sterol carrier protein’ (SCP); ces

mécanismes fonctionnent séparément ou conjointement pour transporter le cholestérol

(Reinhart, 1990).

De plus, dans les cellules qui fabriquent les stéroïdes, le cholestérol doit être

transporté aux mitochondries où commence la synthèse des hormones stéroïdes (Yago et

coil., 1970). Le transport des gouttelettes lipidiques aux mitochondries fait intervenir des

éléments du cytosquelette. En effet, les gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme de ces

cellules s’attachent aux filaments intermédiaires et plus précisément à la vimentine

(Almahbobi et Hall. 1990). Les mitochondries sont elles aussi attachées aux filaments

intermédiaires (Almahbobi et cou., 1992). La stimulation hormonale des cellules

stéroïdogènes en provoquant une augmentation de Ca/calmoduline conduit à une

réorganisation du cytosquelette. Celle-ci facilite le transport du cholestérol estérifié aux

mitochondries (Hall, 1997; Hall et Almahbobi, 1997). Dans ces cellules stéroïdogènes,

une autre protéine appelée “steroidogenic acute regulatory protein” (StAR) permet le

transfert du cholestérol de la membrane externe à la membrane interne des

mitochondries (Clark et coil., 1994). Cette protéine permet aussi la régulation de la

stéroïdogenèse (Sugawara et coll., 1995).

o
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Les résultats cités plus haut démontrent que le cholestérol se trouve dans un état

dynamique dans la cellule. La contribution des différentes voies de transport du

cholestérol dépend des sources et de la destination du cholestérol, des besoins de la

cellule en cholestérol et du type cellulaire.

2.1.5 Structure des gouttelettes lipidiques

Les gouttelettes lipidiques sont des structures sphériques dont l’intérieur est

composé de triglycérides et de cholestérol estérifié entourés par une monocouche de

phospholipides, de cholestérol libre (Prattes, 2000) et un certain nombre de protéines,

comme les périlipines (Servetnick et coil., 1995; Wang et Fong, 1995), l”adipocyte

differentiation-related protein” (ADRP), nommée aussi adipophilin (Heid et coil., 1998)

et la cavéoline-2 (fujimoto et coll., 2001). La capsule protéique joue un rôle dans la

structure et la fonction de la gouttelette lipidique. Les périlipines et 1’ADRP protègent

les lipides contenus à l’intérieur de la gouttelette lipidique contre l’action de la HSL

(Fong et coil., 1996; Londos et cou., 1999; VanMeer, 2001). La cavéoÏine-2 serait

impliquée dans le transport du cholestérol libre de, ou vers, la gouttelette lipidique (Pol

et coll., 2001). Les gouttelettes lipidiques sont entourées aussi par la vimentine qui

forme une sorte de cage (Fong et coil., 1996) qui servirait à éviter le contact des

gouttelettes lipidiques avec d’autres gouttelettes ou avec d’autres organelles (Murphy et

Vance, 1999).

2.2 LE CHOLESTÉROL DANS LE TESTICULE

Les compartiments tubulaire et interstitiel du testicule contiennent tous les deux

du cholestérol mais l’origine et le rôle du cholestérol sont différents dans les deux

compartiments.

Q



17

2.2.1 Origine et rôle du cholestérol dans le tissu interstitiel

Le tissu interstitiel remplit l’espace contenu entre les tubules séminifères. Il

renferme entre autres, des nerfs, des fibroblastes, des macrophages, des vaisseaux

sanguins et lymphatiques et les cellules de Leydig responsables de la biosynthèse de

l’hormone mâle, la testostérone à partir du cholestérol. La cellule de Leydig contient du

réticulum endoplasmique rugueux et lisse, des mitochondries et des gouttelettes

lipidiques dont le nombre varie selon l’espèce (Christensen, 1975).

Dans le tissu interstitiel, les macrophages sont nombreux. On les retrouve dans la

proportion d’un macrophage pour quatre cellules de Leydig chez le rat adulte (Bergh,

1985). Les macrophages se trouvent en étroite association avec les cellules de Leydig

(Miller et coli., 1983; Niemi et coli., 1986). Les macrophages peuvent capter le

cholestérol par deux mécanismes, soit par endocytose de lipoprotéines plasmatiques via

des récepteurs scavengers $RBI et $R-BII (Goldstein et cou., 1979; de Villiers et

Smart, 1999), soit par la phagocytose de cellules entières ou de fragments de membranes

contenant du cholestérol ($ilverstein et coli., 1977). Le cholestérol estérifié est ensuite

hydrolysé dans les lysosomes. Le cholestérol libre est re-estérifié par 1’ACAT puis

s’accumule dans le cytoplasme sous forme de gouttelettes lipidiques (Brown et

Goldstein, 1983). Les macrophages peuvent donc accumuler de grandes quantités de

cholestérol estérifié dans des gouttelettes lipidiques (Brown et Goldstein, 1983). Malgré

le fait que les gouttelettes lipidiques apparaissent inertes au microscope électronique,

leur cholestérol estérifié oscille dans un état dynamique d’hydrolyse et de re

estérification (Brown et Goldstein, 1983) ; ce qui suppose que I’ACAT et la HSL soient

très actives dans les macrophages.

Dans le tissu interstitiel, le cholestérol utilisé pour la production de la

testostérone possède trois origines 1) le cholestérol apporté aux cellules de Leydig par

les lipoprotéines plasmatiques en particulier les LDL via le récepteur à apo B/E
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(Benahmed et coIL, 1981) et les HDL via les récepteurs “scavengers” de classe B, type I

tSR-BI) (Reaven et cou., 2000). L’utilisation préférentielle des LDL ou des HDL par les

cellules de Levdig varie selon les espèces. Chez l’homme et le porc, le cholestérol

provient surtout de l’endocytose des esters de cholestérol contenus dans les LDL

(Benahmed et coIl., 1983). Au contraire, chez le rat, les HDL constituent la source

majeure d’esters de cholestérol ($chreiber et coil., 1982). La captation du cholestérol des

lipoprotéines par les cellules de Leydig est régularisée entre autre par la LH (Gyime et

$trauss, 1982; Reaven et coil., 2000). 2) Les cellules de Leydig sont capables de

synthétiser de novo du cholestérol à partir de l’acétyl CoA. Benahmed et coll. en 1981,

ont montré que la capacité de synthèse de novo du cholestérol par les cellules de Leydig

était limitée et ne répondait qu’à 25 % des besoins de la cellule chez le porc (Benahmed

et coil., 1981). Cependant, des études effectuées chez le rat (Morris et Chaikoff I.L.,

1959), le cobaye (Werbin et Chaikoff 1.1., 1961) et l’homme (Gwynne et Strauss. 1982)

ont montré que la cellule de Leydig synthétisait la majorité du cholestérol utilisé dans la

production de la testostérone et que seulement une faible partie du cholestérol provenait

du plasma. 3) Le cholestérol peut provenir aussi de l’hydrolyse du cholestérol estérifié

contenu dans les gouttelettes lipidiques (Gwynne et Strauss, 1982; Yeaman, 1990).

Quelle que soit la source du cholestérol, nouvellement synthétisé ou capté par les

lipoprotéines plasmatiques, celui-ci est estérifié puis accumulé dans des gouttelettes

lipidiques des cellules de Leydig. Dans la cellule de Leydig de souris, les gouttelettes

lipidiques diminuent en nombre après la stimulation à la LH et deviennent abondantes

après hypophysectomie (Hafiez et Bartke, 1972; Aoki et Massa, 1975). La production de

la testostérone par les cellules de Leydig dépend à la fois de la LH et de la prolactine qui

se lie à ses récepteurs spécifiques sur les cellules de Leydig et augmente la sensibilité

des récepteurs de la LH à la LH (Zipf et cou., 1978; Purvis et coil., 1979). En plus de

cette voie dépendante de la LH pour la synthèse de la testostérone, les macrophages sont

capables de convertir le cholestérol en 25-hydroxycholestérol, celui-ci est capté et

converti en testostérone par les cellules de Leydig (Nes et col!., 2000).
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2.2.2 Origine et rôle du cholestérol dans les tubules séminifères

Les tubules séminifères sont de petits tubes creux dont l’intérieur est tapissé d’un

épithélium séminifère. Celui-ci est formé de deux types de cellules les cellules

germinales et les cellules de Sertoli. Les cellules de Sertoli nourrissent et soutiennent les

cellules germinales au cours de leur développement. La cellule de Sertoli contient entre

autres organites, des lysosomes, des phagosomes, des gouttelettes lipidiques (Johnson,

1970; fawcett, 1975) (figure 3). Le nombre et la taille des gouttelettes lipidiques dans la

cellule de Sertoli varient en fonction des stages du cycle de l’épithélium séminifère chez

le rat (Ken et De Kretser, 1975), la souris (Dietert, 1966), le vison (Onstad, 1967) et

l’homme (Paniagua et coil., 1987). Chez le rat, le maximum de gouttelettes lipidiques

s’observe après la libération des spermatides matures (Lacy, 1967; Lacy et Peffitt, 1970;

Kerr et De Kretser, 1975). En effet, la cellule de Sertoli, assurerait la phagocytose des

corps résiduels ainsi que des cellules germinales en dégénérescence (Lacy, 1962; Black,

1971; Russell, 1980). Les phagosomes fusionnent ensuite avec les lysosomes dans la

cellule de Sertoli (Petrie et Morales, 1992) (figure 4). Une partie des lipides contenus

dans la cellule de Sertoli juste après la spermiation proviendrait de la phagocytose des

corps résiduels libérés par les spermatides matures et une autre partie proviendrait d’une

biosynthèse in situ (Carreau et coll., 1994). L’inhibition de la spermatogenèse

s’accompagne souvent d’une accumulation de gouttelettes lipidiques dans la cellule de

Sertoli (Chung et Hamilton, 1975). La destruction des cellules germinales par

l’irradiation aux rayons X provoque une augmentation des gouttelettes de lipides dans la

cellule de Sertoli (Lacy, 1967). Chez le vison, le nombre des gouttelettes lipidiques est

élevé dans la cellule Sertoli au début de la régression testiculaire quand les

spermatocytes pachytène occupent encore les tubules; ce nombre diminue

considérablement lorsque la régression testiculaire est complète (Pelletier, 1986).

Les gouttelettes lipidiques sont présentes aussi dans les cellules germinales (Kerr

et De Kretser, 1975; Pelletier et Vitale, 1994). Une partie des gouttelettes lipidiques
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Compartiment.
adiuminal

Compartiment
basal

Figure 3: Représentation schématique de l’organisation des différents types

cellulaires du tubule sémiuffère. La coupe montre les différents types cellulaires qui

composent le tubule séminifère. Les jonctions serrées inter-sertoliennes délimitent le

compartiment basal, où se situent les spermatogonies et les jeunes spermatocytes

primaires (non représentés ici) et le compartiment adluminal contenant les

spermatocytes plus âgés et les spennatides. On remarque la présence de gouttelettes

lipidiques à la base de la cellule de Sertoli.

Tirée et traduite de: “Fawcett, D.W. In Male fertility and Sterility. Serono

symposium: 1973” Fawcett, 1973).

Réticulum
endoplasmique rugueux

Réticulum
endop]asmique lisse
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Tirée de: “Petrie, R. and Morales, C.R. Receptors-mediated endocytosis of

testicular transferrin by germinal celis of the rat testis. CelÏ Tiss Res 267:45-55, 1992”

(Petrie et Morales, 1992).

o

Figure 4 : Représentation de l’activité d’endocytose de la cellule de Sertoli.

À l’apex, la cellule de $ertoli phagocyte les corps résiduels (RB) qui se détachent des

spermatides matures au moment de la spermiation, ces corps résiduels fusionnent avec

les lysosomes (L). G spermatogonie, $ptc spermatocyte, Sptd = spermatide.
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contenue dans les cellules germinales est libérée dans la lumière des tubules séminifères

avec les spermatozoïdes durant la spermiation tandis qu’une autre partie est réabsorbée

par la cellule de Sertoli (Pelletier et Vitale, 1994).

Dans le testicule, une barrière hémato-testiculaire permet un tri très sélectif des éléments

du sang passant dans les tubules séminifères. Cette barrière se compose de l’endotbéliurn

des vaisseaux sanguins et lymphatiques, de cellules myoïdes péritubulaires, d’une

matrice extracellulaire et des jonctions occlusives inter- sertoliennes (Pelletier et Byers,

1992; Pelletier, 2001). Les jonctions occlusives inter- sertoliennes divisent l’épithélium

séminifère en compartiment basal incluant les spermatogonies et des jeunes

spermatocytes de premier ordre et en compartiment luménal contenant les spermatocytes

de premier ordre plus âgés ou des spermatocytes de second ordre et les spermatides

(figure 3). Certaines substances connne l’eau, les acides aminés, les sucres et l’urée

traversent plus facilement la barrière hémato-testiculaire, d’autres comme le sodium, le

potassium et le chlore la traversent difficilement ; enfin, d’autres substances comme

l’albumine et le cholestérol du sang ne la traverseraient pas du tout (Setcheli et Waites,

1975; Heshmati et coll., 1984).

L’origine du cholestérol dans les tubules séminifères n’est pas entièrement résolue.

Une étude a montré que la cellule de Sertoli en culture était capable de synthétiser du

cholestérol à partir de l’acétate (Wiebe et Tube, 1979). Comme la cellule de Sertoli

phagocyte des corps résiduels et des cellules germinales en dégénérescence (Lacy, 1962;

Black, 1971; Russell, 1920), elle pourrait aussi recycler leur cholestérol. Enfin le

cholestérol pourrait éventuellement provenir des lipoprotéines plasmatiques.
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2.2.2.1 Rôle éventuel des lipoprotéines dans l’apport exogène du cholestérol aux

tubules séminifères

On possède peu d’information sont connues concernant l’apport exogène du

cholestérol aux tubules séminifères à partir des lipoprotéines plasmatiques. $etchell et

Waites en 1975 ont révélé dans un article de révision que la barrière hémato-testiculaire

empêcherait le libre passage du cholestérol du sang vers les tubules (Setcheil et Waites,

1975). Par contre, Fofana et cou, ont montré que la barrière hémato-testiculaire,

empêchait le passage des LDL mais permettait le passage des HDL dont la taille est plus

petite que celle des LDL (Maboundou et coli., 1995; Fofana et cou., 1996; fofana et

coil., 2000). Ils ont montré aussi que la cellule de Sertoli du rat adulte était capable de

capter in vitro et in vivo le cholestérol des HDL (Fofana et coll., 2000). En culture, la

présence de HDL dans le milieu de culture diminue la synthèse endogène du cholestérol

par les cellules de Sertoli (Maboundou et coil., 1995; Fofana et coil., 1996). De la même

manière, les cellules folliculaires ovariennes utilisent le cholestérol des HDL et les

follicules sont séparés des vaisseaux sanguins par une barrière hémato-folliculaire qui

empêcherait le passage des LDL mais laisserait passer les HDL (Le Goff, 1995).

Le SR-BI est présent dans les testicules de souris (Acton et coll., 1996; Webb et

coll., 1997) et exprimé dans la cellule de Sertoli de rat (Shiratsuchi et coli., 1999). Le

récepteur SR-BII est aussi présent dans un homogénat de testicules entiers de souris

(Webb et coIl., 1997; Webb et coll., 199$); mais aucune étude n’a montré jusqu’à

présent l’expression du récepteur SR-BII dans les cellules Sertoli. Puisque SR-BI est

exprimé dans les cellules de Sertoli chez le rat (Shiratsuchi et coli., 1999), et puisque ce

récepteur est capable de capter le cholestérol à partir des HDL (Acton et coil., 1996;

Steinberg, 1996; Webb et coli., 1997; Webb et coll., 199$), il pourrait être impliqué dans

la captation du cholestérol par la cellule de Sertoli, comme c’est le cas pour la cellule de

Leydig (Reaven et coil., 2000) et pour l’ovaire (Reaven et coll., 1999; Svensson et coli.,

1999).
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2.2.2.2 Rôle du cholestérol dans les tubules séminifères

Le rôle du cholestérol dans les tubules séminifères n’est pas encore bien connu.

Comme la membrane des spermatozoïdes contient du cholestérol (Go et Wolf, 1983),

celui-ci interviendrait dans la formation des membranes cellulaires des cellules

germinales. En plus, la cellule de Sertoli produit de la testostérone, mais les quantités

qu’elle produit ne sont pas physiologiquement significatives (Mahmoud et coll., 1985).

2.3 LE CHOLESTÉROL DANS LES SPERMATOZOÏDES

Les spermatozoïdes sont capables de synthétiser in vitro le cholestérol à partir de

l’acétate (Johnson et colL, 1967; Gunasegaram et coll., 1995). Ils peuvent aussi estérifier

le cholestérol et hydrolyser le cholestérol estérifié in vitro (Johnson, 1970). Chez une

même espèce, le contenu en cholestérol des spermatozoïdes est différent dans les

spermatozoïdes épididymaires et éjaculés. En effet, durant le passage épididymaire, le

contenu en cholestérol de la membrane plasmique des spermatozoïdes est modifié

(Johnson, 1970; Parks et Hammerstedt, 1985; Hall et coli., 1991; Rana et coll., 1991).

Certaines études ont montré que durant le passage épididymaire, le cholestérol de la

membrane plasmique augmentait dans les spermatozoïdes de chèvre (Rana et coll.,

1991) et du sanglier (Seld et coll., 1992). Cependant, d’autres études ont montré que le

contenu en cholestérol diminuait dans les spermatozoïdes de bélier (Parks et

Hamrnerstedt, 1985) et du sanglier (Nikolopoulou et coll., 1985); de même Scott et coli.

ont montré que le taux du cholestérol total des spermatozoïdes testiculaires était

approximativement le double de celui des spermatozoïdes éjaculés chez le bélier (Scott

et coil., 1967).

La modification du rapport cholestérol/phospholipides dans les membranes

cellulaires influence leur fluidité et leur fonctions, notamment leur perméabilité (Yeagle,
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1985; Yeagle, 1989). La proportion du cholestérol par rapport aux autres lipides dans la

membrane plasmique des spermatozoïdes détermine leur fertilité (Davis, 1980; Go et

Wolf, 1983; Sugkraroek et cou., 1991). Ceci suggère que durant la maturation

épididymaire, le cholestérol soit une molécule clé qui entraîne une modification des

caractéristiques de la membrane plasmique du spermatozoïde qui détermine sa fertilité

(Go et Wolf, 1983; Parks et Hammerstedt, 1985).

Du fait de l’importance du cholestérol dans la maturation des spermatozoïdes,

quelques études ont suggéré une relation entre le cholestérol membranaire des

spermatozoïdes et certains cas d’infertilité. Ainsi Sugkaroek et coll. en 1991 rapportaient

que le rapport cholestérol/phospholipides des spermatozoïdes d’hommes présentant une

infertilité inexpliquée était deux fois plus élevé que celui observé dans les

spermatozoïdes de sujets fertiles ($ugkraroek et coll., 1991). Toutefois, il ne semble pas

y avoir de corrélation directe entre le niveau du cholestérol sanguin et celui des

membranes cellulaires des spermatozoïdes suggérant que le contenu en cholestérol des

spermatozoïdes soit régulé localement à l’intérieur du système reproducteur mâle

(Grizard et coll., 1995) probablement, par la barrière hémato-testiculaire.

Les changements dans la proportion en cholestérol de la membrane plasmique

des spermatozoïdes durant la maturation nécessiteraient des modifications du

métabolisme du cholestérol à l’intérieur des spermatozoïdes qui feraient intervenir des

enzymes spécifiques du métabolisme du cholestérol.

2.4 LES ENZYMES DU MÉTABOLISME DU CHOLESTÉROL

Le cholestérol libre est contenu dans les membranes cellulaires. Dans certains

organes qui ont un grand besoin en cholestérol, comme les gonades et les surrénales, les
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cellules contiennent des gouttelettes lipidiques. Du fait de son caractère hydrophobe, le

cholestérol libre intracellulaire est normalement maintenu à un taux faible et constant.

Tout apport supplémentaire en cholestérol libre qui serait toxique pour la cellule

(Warner et cou., 1995) est estérifié et mis en réserve dans des gouttelettes lipidiques. En

cas de besoin, le cholestérol estérifié est utilisé après son hydrolyse en cholestérol libre.

Ce qui explique la présence d’une régulation importante du pool du cholestérol

intracellulaire. Trois enzymes principales sont impliquées dans le métabolisme du

cholestérol intracellulaire, la H$L, l’ACAT et l’HMG-CoA réductase.

2.4.1 La lipase hormono-sensible (lISE)

La HSL est une enzyme qui libère le cholestérol à partir du cholestérol estérifié

(Cook et coll., 1982). De plus, elle mobilise des acides gras en contrôlant la vitesse de la

lipolyse dans les adipocytes et en fournissant des substrats oxydables à l’organisme par

l’hydrolyse des triglycérides intracellulaires (Cook et coll., 1982). C’est une enzyme

cytoplasmique dont l’activité maximale s’exerce à pH 7 (Stralfors et cou., 1987). La

HSL a été identifiée à la “cholestérol ester hydrolase” (CEH) neutre par plusieurs études

(Cook et coil., 1982; Cook et cou. 1983; Cordie et coil., 1986; Small et coil., 1989;

Yeaman, 1990; Small et coll., 1991; Kraemer et coll., 1993a). La HSL a été localisée

dans le tissu adipeux, qui est le tissu le plus riche en cette enzyme, les testicules, les

surrénales, les ovaires, le placenta, le coeur, le muscle lisse et squelettique et les

macrophages (Holm et coll., 1987; Kraemer et coll., 1993a). Dans les gonades et les

surrénales, l’enzyme hydrolyse essentiellement le cholestérol estérifié alors que dans le

tissu adipeux, elle hydrolyse les triglycérides (Trzeciak et Boyd, 1973; Beins et coll.,

1982; Cook et coll., 1982). Cette différence de fonction de la H$L selon les tissus où elle

se trouve serait en relation avec le fait que les gouttelettes lipidiques des cellules

stéroïdogènes sont riches en cholestérol estérifié, alors que les gouttelettes lipidiques des

cellules adipeuses sont plutôt riches en triglycérides (Atshaves et coll., 2001).
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o
2.4.1.1 Régulation de la HSL dans l’organisme

La HSL dépend d’un contrôle hormonal d’où le nom lipase hormono-sensible ou

“hormone-sensitive lipase”. Dans le tissu adipeux, l’activité de cette enzyme est régulée

par son état de phosphorylationldéphosphorylation, état qui est modifié par

l’augmentation hormonale de l’AMPc ($mall et coil., 1991; Kraemer et coli., 1993a). La

forme phosphorylée de la HSL est la forme active (Small et cou., 1991). Quand le taux

AMPc augmente dans la cellule, il se produit une phosphorylation de la HSL. La

protéine kinase A catalyse la phosphorylation de la HSL en deux sites : la

phosphorylation du premier site (ser 563, chez le rat) est corrélée avec l’activation de

l’enzyme (Yeaman, 1990). La phosphorylation du second site (ser 565, chez le rat) altère

indirectement l’activité de la HSL en rendant le premier site inaccessible à la protéine

kinase A (Garton et Yeaman, 1990). La phosphorylation des deux sites est mutuellement

exclusive ; si le second site est phosphorylé, le premier site devient inaccessible à la

protéine kinase A (Yeaman, 1990). Il se pourrait que les phosphorylations provoquent

un changement conformationnel de la HSL qui faciliterait son accès aux substrats

contenus dans la gouttelette lipidique (Contreras et coll., 1996).

Après l’action de l’AMPc et la phosphorylation de la HSL, il se produit une

translocation de l’enzyme du cytosol vers son substrat à la surface des gouttelettes

lipidiques (Egan et colI., 1992). Cette translocafion serait facilitée par une famille de

protéines associées aux gouttelettes lipidiques les périlipines (Londos et cou., 1995;

Clifford et coll., 2000). Lorsque la cellule n’est pas stimulée, les périlipines entourent la

gouttelette lipidique. La phosphorylation des périlipines par la protéine kinase A rompt

leur ancrage et provoque leur libération dans le cytoplasme. La HSL parallèlement

activée par la protéine kinase A accède aux gouttelettes lipidiques (Clifford et coll.,

1997; Clifford et coli., 2000).
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Certaines phosphatases permettent aussi une régulation réversible de la HSL. La

HSL phosphorylée est un bon substrat pour les phosphatases 1, 2A et 2C (Olsson et

Beifrage, 1988; Wood et coll., 1993). Ces phosphatases exercent une activité plus

importante au second site qu’au premier (Wood et cou., 1993). La balance entre l’action

des kinases et celle des phosphatases détermine le niveau d’activation de l’enzyme.

Des études ont montré que la quantité de l’ARNm de la HSL variait durant le

développement dans certains tissus chez le rat; ainsi, une augmentation de l’ARNm de

la HSL de 25 fois et de 9 fois le niveau foetal était observée dans les testicules et dans les

surrénales respectivement durant le développement postnatal; mais aucune variation

n’était observée dans le tissu adipeux (Kraemer et cou., 1991; Kraemer et coil., 1993a).

D’après ces résultats, ces auteurs ont suggéré que la régulation de la HSL variait selon

les tissus avec une régulation post-translationnelle par phosphorylation, dans les tissus

où elle agit sur les triglycérides comme dans le tissu adipeux, et une régulation pré

translationnelle dans les tissus où elle agit sur le cholestérol connne dans le testicule

(Kraemer et coll., 1991).

2.4.1.2 Rôle de la HSL dans le testicule

La HSL a été décrite dans la cellule de Sertoli chez le rat (Stenson Holst et coil.,

1994; Stenson Holst et coil., 1996) et chez l’homme (Blaise et coll., 2001). La protéine

de la H$L est exprimée dans les cellules germinales (spermatogonie B, spermatocytes de

premier ordre, spermatides rondes et spermatides allongées) chez le rat, la souris et

l’homme (Blaise et coli., 1999; Blaise et coll., 2001; Mairal et coll., 2002). L’expression

de la H$L est plus élevée dans les spermatides allongées (Blaise et coll., 2001; Mairal et

coli., 2002). La HSL est aussi présente dans les corps résiduels libérés par les

spermatides matures chez la souris et le rat (Blaise et coll., 2001) et dans les
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spermatozoïdes épididvmaires de souris (Biaise et cou., 1999) et de rat (Stenson Holst et

cou.. 1996). Dans les cellules de Leydig, la présence de la HSL est controversée.

Certains auteurs n’ ont pas détecté la HSL dans le tissu interstitiel du testicule de rat

(Stenson Holst et cou.. 1994; Stenson Holst et coil.. 1996). Par contre, d’autres auteurs

ont montré que la HSL était exprimée dans les cellules de Leydig humaines (Mairal et

cou., 2002). Une activité de la HSL a été rapportée aussi dans le tissu interstitiel de rat

adulte (Renston et coll., 1977; Durham et Grogan, 1984).

Plusieurs études ont montré que la H$L exprimée dans les testicules avait une

masse moléculaire (MM) plus élevée que celle de la HSL exprimée dans le tissu adipeux

de la même espèce (Holm et coli., 1987; Kraemer et coil., 1993a; Stenson Holst et colÏ.,

1994). La HSL des adipocytes est une protéine de MM estimée 84-kDa chez le rat

(Kraemer et cou., 1993a), à 88-kDa chez l’humain (Hoim et cou., 1989) et à 82-kDa

chez la souris (Holm et coli.. 1989). Dans le.cœur. les surrénales, les poumons et les

ovaires, l’enzyme a une MM de 84-88-kDa chez le rat (Holm et cou., 1987; Kraemer et

coll.. 1993a). Dans le testicule de rat, Holm et coll. en 1987 ont identifié une isoforme de

la HSL de 26-kDa et deux autres isoformes de Mlvi plus élevées dont ils n’avaient pas

déterminé précisément la MM (Holm et cou., 1987). Kraemer et cou., en 1993, ont

rapporté la présence d’une isofonrie de 1 02-kDa dans les testicules de rat prépubère et

de deux isoformes additionnelles de 113- et 127-kDa chez le rat pubère (Kraerner et

coll., 1993a). Mais $tenson et coll., en 1996, ont détecté une seule forme de la HSL de

130-kDa dans les testicules de rat et de 116-kDa dans les testicules de l’homme (Stenson

Holst et cou., 1996).

La taille de l’ARNm de la HSL dans le testicule diffère de celle retrouvée dans

les autres tissus. Chez le rat, l’ARNm de la HSL du tissu adipeux est de 3.3 kb. celui-ci

est traduit en une protéine de 84-kDa: alors que l’ARNm de la HSL dans les testicules

est de 3.9 kb. celui-ci est traduit en une protéine de 130-kDa. mais les deux isofonnes

dérivent du même gène (Stenson Holst et coll.. 1994: Stenson Holst et cou.. 1996). La
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différence de taille entre la HSL testiculaire et la H$L adipocytaire est due à la présence

à la partie N-terminale d’une séquence de 300 acides aminés additionnels spécifiques de

la HSL testiculaire et codée par un exon en amont du gène (Stenson Holst et cou.,

1996); toutefois, les deux enzymes conservent une activité catalytique semblable,

puisque le site catalytique est situé à la partie C-terminale (Osterlund et cou., 1996).

Biaise et coil. en 1999 ont montré chez la souris que l’isoforme testiculaire de la HSL

était codée par dix exons : neuf exons communs aux testicules et au tissu adipeux et un

exon spécifique aux testicules (Biaise et colL, 1999).

Mairal et coli. en 2002 ont montré que la forme longue de la HSL, de 3,9 kb

spécifique au testicule était exprimée par les cellules germinales haploïdes, alors que la

forme courte, de 3,3 kb était exprimée dans la cellule de $ertoli, les spermatogonies, les

spermatocytes pachytène. Les deux ARNm de la H$L sont le produit de la transcription

du même gène par deux (2) promoteurs différents selon le type de cellules testiculaires

(Mairal et coll., 2002). Biaise et coll. en 2001 ont suggéré que la forme de la HSL

spécifique au testicule pourrait être nécessaire à la différenciation des cellules

germinales durant la spermiogenèse (Biaise et coll., 2001).

Enfin, le rôle de la HSL a été confirmé par délétion du gène de la HSL chez la

souris (Osuga et coll., 2000; Chung et coll., 2001). Des souris HSLr présentaient une

absence complète de l’activité d’hydrolyse du cholestérol estérifié, accompagnée d’une

augmentation significative du taux du cholestérol estérifié dans un homogénat de

testicule entier (Osuga et coll., 2000). Chez ces souris, les autres tissus stéroïdogènes

étaient peu affectés, du fait que les taux circulants des hormones stéroïdes étaient

normaux. Ces souris mâles étaient stériles (Osuga et coli., 2000; Chung et cou., 2001).

Cette stérilité était due à une oligospermie. L’épididyme de ces souris contenait des

spermatocytes et quelques spermatozoïdes immatures et immobiles. Leurs cellules de

Sertoli étaient chargées de cholestérol estérifié (Osuga et coli., 2000).
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L’activité de la HSL subit une régulation hormonale au niveau du testicule. Le

traitement de rat sexuellement immature par la hCG provoque une augmentation du taux

de la protéine et de l’activité de la HSL dans les testicules (Kraemer et coll., 1993b).

Durham et Grogan en 1984 ont montré l’existence de deux formes de la HSL, une forme

présente dans la cellule de Sertoli et une autre forme présente dans les cellules de Sertoli

et les cellules de Leydig. La forme présente dans la cellule de Sertoli augmentait de 20

fois après injection de la FSH chez des rats hypophysectomisés. Cette forme n’était pas

sensible à la LH. Par contre, la forme présente dans les cellules de Sertoli et les cellules

de Leydig était sensible à la LH et à la FSH (Durham et Grogan, 1984). L’existence de

ce mécanisme de régulation par la FSH et la LH suggère que la HSL testiculaire serait

impliquée dans la libération du cholestérol nécessaire à la production de la testostérone

et à l’issue de la spermatogenèse.

2.4.2 L’acyl-Coenzyme A :cholestérol acyl transférase (ACAT)

L’ACAT est une enzyme intracellulaire qui catalyse la formation du cholestérol

estérifié à partir du cholestérol et de longues chaînes d’acide gras. C’est une protéine

intégrale du réticulum endoplasmique rugueux (Balasubramaniam et coli., 1972;

Venkatesan et coil., 1980; Chang et coli., 1997) qui régularise le taux du cholestérol

libre intracellulaire (Chang et coli., 1997). Le cholestérol estérifié par 1’ACAT est stocké

à l’état soluble sous forme de gouttelettes lipidiques dans le cytosol. Quand l’apport en

cholestérol augmente, son estérification par 1’ACAT augmente. Dans les macrophages

de souris, l’inhibition de 1’ACAT, provoque une augmentation du cholestérol libre et la

mort cellulaire (Wamer et coll., 1995). Le cholestérol estérifié est en équilibre rapide

avec le cholestérol libre grâce à l’activité de la HSL (Brown et Goldstein, 1983).

L’ACAT se trouve dans une variété de tissus incluant le cerveau, le rein, le foie,

le coeur, le muscle squelettique, les macrophages et les tissus stéroïdogènes (surrénales,
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Q
testicules et ovaires) chez l’homme, le lapin et la souris (Uelmen et cou., 1995; Meiner

et cou., 1997) mais l’ARNm de l’ACAT est plus abondant dans les tissus stéroïdogènes

et les macrophages que dans les autres tissus (Chang et coil., 1997). La masse

moléculaire de l’ACAT est de 50-kDa chez l’homme (Chang et cou., 1995; Lee et cou.,

1992) et de 46-kDa chez la souris (Meiner et coil., 1997).

Les souris ACAT7 mâles et femelles sont fertiles et grandissent normalement

(Meiner et coli., 1996). Même si elles affichent une réduction du cholestérol estérifié

dans les glandes surrénales et dans les macrophages du péritoine, leur foie contient de

grandes quantités du cholestérol estérifié et l’activité d’estérification du cholestérol n’est

pas diminuée. Ceci suggère l’existence de plus d’une enzyme d’estérification du

cholestérol dans les tissus des mammifères (Meiner et coil., 1996).

2.4.2.1 Régulation de I’ACAT dans l’organisme

Plus le cholestérol libre augmente dans la cellule, plus 1’ACAT est activée, sans

que le taux de l’ARNm de 1’ACAT augmente, ce qui suggère que l’activité.de I’ACAT

dépendrait du taux du cholestérol libre (Cheng et cou., 1995; Matsuda et coll., 1996). Le

mécanisme par lequel le cholestérol active 1’ACAT n’est pas connu. Comme 1’ACAT est

une enzyme allostérique, il est possible que la fixation du cholestérol à 1’ACAT induise

des changements de conformation capables d’activer l’enzyme (Monod, 1966; Koshland

etNeet, 1968).

La littérature rapporte des données contradictoires au sujet de l’effet de l’AMPc

sur 1’ACAT. Des études in vitro ont montré que 1’ACAT était inhibée par des conditions

expérimentales qui favoriseraient la phosphorylation dans les surrénales (Suckling et

coil., 1983b) mais qu’elle était activée dans les mêmes conditions dans le foie, l’intestin

et les glandes mammaires chez le rat (Suckiing et coll., 19$3a; Shand et West, 1991).
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Cependant, d’autres auteurs ne sont pas arrivés à démontrer la modulation de l’activité

de l’ACAT par phosphorylation dans le foie humain (Einarsson et cou., 1989). Suckling

et $tange, en 1985 ont expliqué cette contradiction de l’effet de l’AMPc sur 1’ACAT par

le fait que, contrairement au foie, dans les tissus stéroïdogènes l’AMPc n’activait pas

l’ACAT, parce que ces tissus contiennent la HSL qui elle, est activée par l’AMPc.

L’ACAT et la HSL ne peuvent pas être activées toutes les deux par l’AMPc dans les

tissus stéroïdogènes, du fait que ces deux enzymes catalysent des réactions opposées.

Les conditions qui favorisent alors l’activation de l’ACAT dans le foie l’inhibent dans

les tissus stéroïdogènes. La LH et 1’ACTH inhibent l’activité de l’ACAT respectivement

dans les gonades et les surrénales ($uckling et Stange, 1985).

2.4.2.2 L’ACÀT dans le testicule

L’ACAT a été largement étudiée dans les surrénales ($uclding et Stange, 1985)

et dans l’ovaire (Strauss et coli., 1981). Cependant, dans les testicules, seulement

quelques rares études ont montré la présence de l’ACAT dans des homogénats de

testicules de souris (Uelmen et coll., 1995; Meiner et coll., 1997). Aucune étude n’a

montré jusqu’à présent, la régulation ou même la présence de Ï’ACAT dans les tubules

séminifères ou dans les cellules de Leydig.

Du fait que plusieurs fonctions de l’ovaire et du testicule sont similaires, on peut

extrapoler la régulation de 1’ACAT dans l’ovaire et dans le testicule. Ainsi, quand

l’apport exogène en cholestérol est réduit, l’activité de 1’ACAT dans les ovaires diminue

de plus de 80% (Schuler et coli., 1981). L’inhibition de la stéroïdogenèse, produit une

augmentation de l’activité de 1’ACAT et l’accumulation du cholestérol estérifié (Schuler

et coll., 1981). La stimulation du tissu ovarien par la LH provoque une réduction de

l’estérification du cholestérol (Flint et coll., 1973) en diminuant l’activité de 1’ACAT

(Schuler et coli., 1981). Le mode d’action de la LH sur l’ACAT n’est pas connu. Il est



34

Q
possible que la diminution du taux du cholestérol libre qui induit la diminution de

l’activité de 1’ACAT, ou que l’augmentation de la progestérone qui joue un rôle

d’inhibiteur allostérique de l’ACAT (Flint et cou., 1973). La PRL est nécessaire au

maintien de l’activité d’estérificafion du cholestérol dans les ovaires de rat (Behrman et

cou., 1970). L’action de la PRL sur l’ACAT serait secondaire à son effet sur

l’augmentation de la captation du cholestérol apporté par les lipoprotéines ($trauss et

coll., 1981) ou sur son action sur la HSL (Klemcke et Brinkley, 1980).

2.4.3 L’hydroxy-3-métylglutaryl Coenzyme A (HMG-C0A) réductase

L’HMG-CoA réductase est une glycoprotéine de 97-kDa (Liscum et cou., 1983),

riche en maimose. C’est une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique

lisse (Roïtelman et coil., 1992). Elle catalyse la conversion de l’HMG-CoA en

mévalonate, précurseur de stérol, une étape limitante dans la biosynthèse du cholestérol.

Cette enzyme est synthétisée dans le réticulum endoplasmique rugueux et agirait dans le

réticulum endoplasmique lisse (Liscum et cou., 1983).

2.4.3.1 Régulation de I’HMG-CoA réductase dans l’organisme

Le contrôle de l’HMG-CoA réductase est assuré par la régulation de sa

transcription, de sa traduction, de l’état de sa phosphorylation et de la vitesse de sa

dégradation (Meigs et Simoni, 1997). Le taux de 1’HMG-CoA réductase dépend des

besoins de la cellule en cholestérol (Correll et Edwards, 1994). Lorsque la concentration

du cholestérol apporté par les LDL diminue, la quantité de la protéine de l’HMG-CoA

réductase augmente grâce à une élévation de sa synthèse accompagnée d’une diminution

de la vitesse de sa dégradation. Lorsque l’on ajoute des LDL à des cellules en culture,
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ces effets sont inversés. C’est ce qu’on appelle la régulation par rétroaction (Goldstein et

Brown, 1990).

L’HMG-CoA réductase existe sous deux formes, une forme active,

déphosphorylée et une forme inactive phosphorylée. L’HMG-CoA réductase est

phosphorylée (inactivée) en position Ser $71 grâce à une protéine kinase, dépendante de

l’AMPc (Sato et cou., 1993). L’AMPc n’a pas un effet direct sur l’activité de 1’HMG-

CoA réductase. En effet, l’élévation du taux de 1’AMPc empêche l’activation de l’HMG

CoA réductase en stimulant sa phosphorylation et en inhibant sa déphosphorylation

(Botham, 1992).

2.4.3.2 L’HMG-CoA réductase dans le testicule

L’HMG-CoA réductase est active dans les cellules de Leydig (Charreau et coli.,

19$ 1). L’HMG-CoA réductase agit aussi dans les cellules germinales à différents stades

de leur développement. Cette activité a été mesurée dans les spermatocytes leptotène,

zygotène, et pachytêne, les spermatides rondes et matures (Potter et coll., 1981).

L’HMGCoA réductase est aussi présente dans les corps résiduels (Potter et coli., 1981).

Aucune étude n’a montré jusqu’à présent l’existence de 1’HMG-CoA réductase dans les

cellules de Sertoli. Puisque les cellules de Sertoli en culture ont la capacité de synthétiser

le cholestérol à partir de l’acétate (Wiebe et Tilbe, 1979), elles devraient posséder les

enzymes nécessaires à cette synthèse, notamment l’HMG-CoA réductase.

Ness et Nazian ont montré que l’ARNm de l’HMG-CoA réductase possédait

deux isoformes spécifiques au testicule. Dans un homogénat de testicule de rat adulte,

trois isoformes de 4,8, 4,2 et 4 kb, de 1’HMG-CoA réductase ont été détectées. Par

contre, dans le foie, l’intestin grêle, les reins, le cerveau et les poumons de rat adulte,

seule l’isoforme de 4,8 kb a été détectée (Nazian et coll., 1991; Ness et Nazian, 1992).

Durant le développement testiculaire chez le rat, le taux des isoformes de 4 et 4,2 kb
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augmentait d’une façon marquée avec une légère diminution du taux de l’isoforrne de

4.8 kb (Ness et Nazian, 1992). L’activité totale de l’HMG-CoA réductase dans le

testicule augmentait durant le développement testiculaire jusqu’à l’âge de 26 jours puis

diminuait par la suite (Ness et Nazian, 1992). Cette variation de l’activité de l’HMG

CoA réductase dans le testicule pourrait correspondre à la variation de l’activité de cette

enzyme dans les cellules germinales (Potter et cou., 1981). En effet, le dosage de

l’activité de l’HMG-CoA réductase dans des populations de cellules germinales

purifiées a montré que le maximum d’activité se trouvait dans les spermatocytes

pachytène de souris, et surtout dans les spermatocytes pachytène de souris prépubères

(Porter et cou., 1981). Cette activité diminue dans les sperrnatides arrondies et les stades

suivants. La même étude a montré que le taux de synthèse du cholestérol augmentait de

4 à 5 fois quand les spermatocytes se développaient du stade preleptotène au stade

pachytène et diminuait dans les spermatozoïdes (Porter et cou., 1981).

Le taux de l’ARNm total de l’HMG-CoA réductase augmente dans un

homogénat de testicules après injection de la LH ou de la FSH chez des rats immatures

hypophvsectomisés (Nazian et coll.. 1991). Dans la cellule de Leydig de rat adulte, la

LH active l’HMG-CoA réductase et la biosynthèse du cholestérol; le contrôle de la

synthèse de la testostérone par la LH se fait par l’intermédiaire de l’HMG-CoA

réductase (Charreau et coli., 1981). L’activité de l’HMG-CoA réductase dans les cellules

de Leydig n’est pas régulée par le cholestérol exogène contrairement aux autres tissus

stéroïdogènes où l’activité de cette enzyme est régulée par feed-back en réponse au

cholestérol apporté par les lipoprotéines; cette enzyme est plutôt modulée par la LH

(Charreau et coil., 1981).
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c 2.5 INFLUENCE DES HORMONES SUR LE MÉTABOLISME DU

CHOLESTÉROL TESTICULAIRE

Certaines hormones ont un effet sur la synthèse du cholestérol ou sur le rapport

cholestérol libre/cholestérol estérifié dans plusieurs tissus comme le foie (Edwards,

1973), l’intestin (Field et coll., 1990), les glandes surrénales (Faust et coll., 198$) et

l’ovaire ($trauss et cdli., 1981). Dans la section suivante nous aborderons l’effet de la

LH, la F$H, la testostérone et de la prolactine sur le métabolisme du cholestérol

testiculaire.

2.5.1 L’hormone lutéinisante “ Luteinising Hormone” (LH)

La LH influence le métabolisme du cholestérol dans la cellule de Leydig. La

stimulation de la cellule de Leydig en culture par la LH provoque une chute du

cholestérol estérifié dans ces cellules (Pokel et coll., 1972; Moyle et coli., 1973).

L’hypophysectomie ou l’utilisation d’inhibiteurs de gonadotropine chez la souris

provoque une accumulation de gouttelettes lipidiques contenant du cholestérol dans le

cytoplasme des cellules de Leydig (Raflez et Bartke, 1972; Aoki et Massa, 1975). Le

traitement de rat sexuellement immature par injection quotidienne de l’hCG provoque

une augmentation graduelle de l’activité de la HSL dans un homogénat de testicules de

rat (Kraemer et coll., 1 993b). La LH se lie spécifiquement à son récepteur situé sur la

membrane plasmique des cellules de Leydig, la LH active l’adénylate cyclase par

l’intermédiaire d’une protéine G; i’AMPc ainsi généré, active alors une protéine kinase

A qui module l’activité et l’expression des enzymes impliquées dans la stéroïdogenèse

(Gasnier, 1999). D’un autre côté la H$L est par activée par phosphorylation par la

protéine kinase A dans le tissu adipeux (Stralfors et coll., 1987) et dans les macrophages
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(Escary et cou., 1998). Toutefois le mécanisme exact de l’effet de la LH sur l’hydrolyse

du cholestérol ou sur la H$L dans le tissu interstitiel n’est pas démontré jusqu’à présent.

La LH influence le métabolisme du cholestérol en inhibant aussi l’activité de

l’ACAT dans l’ovaire de rat in vivo (Suckling et $tange, 1985) et en augmentant la

captation du cholestérol extracellulaire puisqu’elle stimule l’expression du récepteur SR

BI par les cellules de Leydig de rat in vivo (Reaven et coil., 2000).

2.5.2 L’hormone folliculo-stimulante” Follicle-Stimulating Hormone” (F511)

Peu d’études concernent l’effet de la FSH sur le métabolisme du cholestérol.

Dans la cellule de Sertoli, la f5H influencerait le métabolisme du cholestérol puisque

l’activité de la HSL augmente dans la cellule de Sertoli jusqu’à 20 fois en réponse au

traitement à la FSH chez le rat hypophysectomisé (Durham et Grogan, 1984). Dans la

cellule de Sertoli, la FSH est le principal régulateur du taux d’AMPc (Griswold, 1993).

Puisque la H$L est activée par 1’AMPc (Hardie et coli., 1989; Yeaman, 1990), il est

plausible que la F$H régule l’activité de la HSL. La HSL serait un moyn par lequel la

f$H stimulerait la libération du cholestérol dans la cellule de Sertoli devant être utilisé

au cours de la spermatogenèse (figure 5). La FSH influencerait aussi la synthèse de novo

du cholestérol puisque l’injection de la FSH chez des rats immatures hypophysectomisés

augmente le taux de 1’ARNm de l’HMG-CoA réductase dans un homogénat de testicules

(Nazian et cou., 1991).
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Figure 5 : Régulation dc la H$L: La FSH active la protéine Gs et l’adénylate

cyclase, ce qui génère de l’AMPc qui à son tour active la protéine kinase A. La protéine

kinase A catalyse la phosphorylation de la HSL, ce qui en augmente l’activité (Stralfors

et cou., 1927). La HSL hydrolyse le cholestérol estérifié. Je suggère que le cholestérol

libre généré soit utilisé dans la spermatogenèse. P = périlipine.

Tirée et modifiée à partir de : “Saltiel A.R. Another hormone-sensitive

triglyceride lipase in fat cells? Froc Nati Acad Sel USA 97:535-537, 2000’ (SaltieL

2000).
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2.5.3 La testostérone

La testostérone est formée à partir du cholestérol dans le tissu interstitiel du

testicule. La testostérone est aussi synthétisée dans les glandes surrénales mais en

quantité relativement faible par rapport à celle produite dans les testicules. La

testostérone agit dans plusieurs tissus et entre autres dans les tubules séminifères. Avec

la F$H, elle assure l’initiation de la spermatogenèse et son maintien chez l’adulte

(Griswold, 1993). La testostérone se lie à ses récepteurs spécifiques situés à l’intérieur

du noyau de la cellule de Sertoli (Sanbom et coll., 1981) où elle est impliquée dans la

modification de la transcription des gènes ($aez et coll., 1985; Mills, 1990).

La cellule de Sertoli est une cellule sensible aux effets de la testostérone, qui

avec la FSH induisent une modification de sa morphologie et de sa fonction. La cellule

de Sertoli sert d’intermédiaire entre la cellule de Leydig et les cellules germinales qui

dépendent de la testostérone pour leur maturation spermatogénétique bien qu’elles n’en

possèdent pas elles-mêmes le récepteur (Josso et Rey, 1995).

Peu d’informations sont comues concernant l’effet de la testostérone sur le

métabolisme du cholestérol. Une étude a montré que le traitement du tissu testiculaire de

rat avec la testostérone in vitro augmentait la capacité de ce tissu à synthétiser le

cholestérol à partir de l’acétate et augmentait l’estérification du cholestérol libre par les

cellules de ce tissu (Johnson, 1970).

2.5.4 La prolactine (PRL)

On a proposé que la PRL affectait le rapport entre le cholestérol libre et le

cholestérol estérifié (Bartke, 1969; Sheriff, 1986). La PRL provoque une accumulation

du cholestérol estérifié dans un homogénat de testicule de souris (Bartke, 1969; Bartke,
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1971a; Bartke, 1971b) et de rat (Sheriff, 1986). La PRL agit sur certaines cellules

testiculaires. Des récepteurs à la PRL ont été identifiés sur les cellules de Leydig

(Orgebin-Christ et Djiane, 1979), au niveau des macrophages (Demoraes et cou., 1995)

et à la surface des spermatozoïdes (Perryman et Thomer, 1981). L’effet de la PRL sur le

cholestérol testiculaire est différent selon la cellule testiculaire considérée. La PRL

favorise l’accumulation de cholestérol libre dans les cellules germinales, par contre, elle

diminue le cholestérol total dans les cellules de Leydig matures de singe (Gunasekar et

cou., 1991). La PRL n’a pas d’effet sur le cholestérol dans les cellules de Sertoli chez le

singe (Gunasekar et coil., 1991). Le mécanisme de l’effet de la PRL sur la HSL n’est pas

bien counu, puisqu’on a suggéré que la PRL participerait aussi à la régulation de

1’ACAT (Behrman et coll., 1970). L’effet de la PRL sur le rapport entre le cholestérol

libre et estérifié pourrait être médié par son effet sur 1’ACAT. Par contre, cette hormone

est sans effet sur l’activité de l’HMG-CoA réductase (Sheriff, 1986) suggérant que la

PRL n’agirait pas sur la synthèse du cholestérol.

2.6 LA SPERMATOGENÈSE

La spermatogenèse est une longue série de transformations cytologiques qui se

déroule dans les tubules séminifères et qui conduit d’une cellule germinale souche à une

cellule très différenciée, le spermatozoïde (Clermont, 1967). La spemiatogenèse peut se

diviser en trois phases distinctes t 1) les divisions mitotiques des spermatogonies, 2) la

division méiotique des spermatocytes et 3) la spermiogenèse qui correspond à la

métamorphose des spermatides rondes issues de la méiose en spermatozoïdes.
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2.6.1 Les divisions mitotiques des spermatogonies

Les spermatogonies ou cellules souches, sont présentes à la base de l’épithélium

séminifère. Avant la puberté, les spermatogonies se multiplient par mitose presque sans

arrêt. Au moment de la puberté, la spermatogenèse commence, et chaque division

mitotique donne naissance à deux cellules filles différentes. La spermatogonie A reste

près de la base du tubule séminifère pour perpétrer la lignée des cellules germinales. La

spermatogonie B est poussée vers la lumière du tubule, où elle se transforme en un

spermatocyte de premier ordre qui va migrer en traversant la barrière hémato

testiculaire.

2.6.2 La division méiotique des spermatocytes

La méiose est la succession de deux divisions cellulaires qui conduit à la

formation de quatre cellules haploïdes pour une cellule diploïde entrant en méiose. La

première division méiofique est caractérisée par la longueur de sa prophase. Les

spermatocytes I passent au stade leptotène ou premier stade de la prophase de la

première division méiotique. Ce stade est suivi du stade zygotène puis du stade

pachytène dont la durée est particulièrement longue par rapport aux autres stades. Au

cours de ce stade le volume du noyau et du cytoplasme de la cellule augmente

considérablement. Après le stade pachytène, le stade diplotène et diacinèse suivent en

succession rapide. Les spermatocytes de deuxième ordre formées au cours de la

première division méiotique subissent rapidement la seconde division de la méiose et

donnent naissance à des petites cellules rondes au gros noyau sphérique qu’on appelle

spermatides rondes situées près de la lumière du tubule.
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2.6.3 La spermiogenèse

La spermiogenèse est un processus complexe par lequel les spermatides rondes

se transforment en spermatides allongées ou matures. Ce processus comprend le

développement, à partir de l’appareil de Golgi, de l’acrosome qui contient des enzymes

protéolytiques nécessaires au spermatozoïde lors de son interaction avec l’ovule, la

formation de la pièce intermédiaire du spermatozoïde à partir des mitochondries

enroulées en spirales serrées et la formation du flagelle, qui permet la mobilité. Le

cytoplasme qui jusqu’à maintenant formait une gouttelette le long du flagelle se détache

de la spermatide allongée et forme le corps résiduel qui sera phagocyté par la cellule de

Sertoli (Lacy, 1962; Russeli, 1980). A la fin de la spermiogenèse, les spermatides

allongées sont libérées dans la lumière du tubule séminifère.

Il faut noter que dans les tubules séminifères, les cellules germinales ne sont pas

distribuées au hasard, mais elles sont plutôt organisées de façon rigoureuse en

associations cellulaires distinctes. Chaque type d’association définit un stage du cycle de

l’épithélium séminifère. Ces associations cellulaires sont de compositions constantes et

peuvent être identifiées selon les caractéristiques cytologiques des jeunes spermatides

(Leblond et Clermont, 1952). Le nombre des stages du cycle varie selon les espèces et il

est constant pour une espèce donnée, ainsi 12 stages du cycle ont été décrits chez le

cobaye (Clermont, 1960) et chez le vison (Pelletier, 1986). Chaque stage est associé à

plusieurs événements morphologiques et biochimiques importants de la spermatogenèse.

Ainsi, le stage VIII est le stage où les spermatides matures sont libérées dans la lumière

tubulaire chez le cobaye (Clermont, 1960) et chez le vison (Pelletier, 1986).
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3. JUSTIFICATION DES MODÈLES ANIMAUX UTILISÉS

DANS L’ÉTUDE

Dans cette étude, nous avons utilisé deux espèces animales différentes au point

de vue de leur reproduction. le cobaye, animal à reproduction continue et le vison,

animal à reproduction saisonnière. En plus nous avons examiné les spermatozoïdes

épididymaires et éjaculés de boeuf.

3.1 LE COBAYE

L’objectif de cette étude de la HSL dans le testicule était de déterminer s’il y

avait variation de l’expression de la protéine de la HSL et de l’activité de cette enzyme

en fonction de l’activité spermatogénétique. Afin d’étudier l’effet de l’apparition des

cellules germinales lors du développement testiculaire sur la HSL, nous avons utilisé un

animal à reproduction continue: le cobaye (Cavia porcetl;ts). L’épithélium séminifère

de cette espèce animale n’est pas diffèrent de celui des autres espèces de mammifères

(Clermont, 1960). Dans le tissu interstitiel, les gouttelettes lipidiques, qui sont

caractéristiques de l’espèce, sont très abondantes chez le cobaye, la souris et l’homme et

rares chez le rat adulte (Christensen, 1975). Le rat n’est pas un bon modèle animal pour

l’étude des rôles des lipides dans la reproduction; par contre le cobaye a été largement

utilisé par plusieurs laboratoires, pour l’étude de la reproduction et en particulier par

notre laboratoire (Clennont. 1960; Pelletier et friend, 1983 a; Pelletier et Friend, 198 3b;

Pelletier et Vitale, 1994; Pelletier. 1995b; Pelletier et coil., 1997). Les 12 stages du cycle

de l’épithélium séminifère chez cet animal ont été décrits depuis 1960 (Clermont, 1960).

Chez cette espèce, la spermatogenèse commence à environ li jours après la naissance et



o

45

elle est complète à 42-45 jours après la naissance (Noller et cou., 1977). La durée totale

de cycle spermatogénétique chez le cobaye est de 8,45 jours (Nouer et coil., 1977).

3.2 LE VISON

Le vison (MusteÏa vison) est aussi un modèle animal pour l’étude de la

reproduction qui a été, largement utilisé par notre laboratoire (Pelletier, 1986; Pelletier et

$hivers, 1986; Pelletier, 1988; Pelletier, 1994; Pelletier et Vitale, 1994; Pelletier, 1995a;

Pelletier, 1 995b). Le vison se caractérise par un cycle de reproduction annuel et présente

une régression testiculaire saisonnière durant laquelle il y a disparition progressive des

spen-natides et des spermatocytes. C’est pour cette raison, que nous avons choisi cet

animal, afin d’établir si la disparition des cellules germinales (qui est un phénomène

inverse du développement) était accompagnée de modification du métabolisme du

cholestérol testiculaire. Notre laboratoire a défini la méthode pour l’identification des 12

stages du cycle de l’épithélium séminifère chez cette espèce, ainsi que le calendrier des

populations des cellules germinales présentes dans les tubules à chaque mois du cycle

reproductif annuel (Pelletier, 1986). Chez le vison, la naissance se produit en général au

début du mois de mai, la période néonatale dure environ 90 jours. La puberté commence

vers 91 jours et prend fin à environ 252-254 jours. A ce moment là, il y a apparition des

spermatozoïdes dans l’épididyme, Au cours d’une année, le vison adulte passe par une

phase active de la spermatogenèse d’une durée de huit mois qui commence par la

division des spermatogonies au mois d’août et se termine à la fin du mois de mars et par

une phase inactive de la spermatogenèse, où il y a une régression testiculaire d’une durée

de quatre mois, allant du mois d’avril à fin juillet (Pelletier, 1986). Le vison adulte

produit les spermatozoïdes à partir de fin janvier jusqu’à fin mars (Pelletier, 1986).
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3.3 LE BOEUF

Nous avons voulu analyser la présence de la H$L dans les spermatozoïdes

épididymaires et éjaculés. Con-mie nous ne pouvons pas provoquer l’éjaculation chez le

cobaye ni chez le vison, nous avons utilisé les spermatozoïdes épididymaires et éjaculés

de boeuf (Bos taurus).



47

4. ÉTUDE DE LA HSL

4.1 OBJECTIFS ET HYPOTHÈSE DU PRÉSENT TRAVAIL

Les tubules séminifères du testicule sont le lieu de formation de millions de

cellules germinales dont les membranes cellulaires contiennent du cholestérol. Pourtant

le métabolisme du cholestérol a été très peu étudié dans les tubules contrairement au

tissu interstitiel du testicule. Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années au

métabolisme du cholestérol dans les tubules séminifères. On s’est demandé comment les

tubules séminifères parvenaient à satisfaire leur grand besoin en cholestérol nécessaire à

la production cyclique de spermatozoïdes. Les travaux antérieurs de notre laboratoire ont

montré la localisation uhrastructurale du cholestérol dans les cellules de Sertoli, les

cellules de Leydig et les cellules germinales (Pelletier et Vitale, 1994). Ils ont mis en

évidence la présence dans les tubules de deux pools du cholestérol le cholestérol libre

dans les membranes cellulaires et le cholestérol estérifié dans les gouttelettes lipidiques.

Ces gouttelettes lipidiques étaient présentes aussi bien dans les cellules de Sertoli, les

cellules germinales, les cellules de Leydig et toutes les autres cellules testiculaires

(Pelletier et Vitale, 1994).

Le pooi de cholestérol estérifié représente une réserve pour la cellule et peut être

réutilisé après l’hydrolyse par la HSL. Par ailleurs la cellule de Sertoli en culture a la

capacité de synthétiser du cholestérol à partir de l’acétate (Wiebe et Tilbe, 1979) dont

l’enzyme limitante de cette voie est l’HMG-CoA réductase. L’excès du cholestérol libre

dans la cellule est estérifié par 1’ACAT. Il faut noter que malgré le départ cyclique de

millions de spermatozoïdes, le taux du cholestérol libre dans le testicule reste

relativement constant, ce qui suggère l’existence de facteurs qui assureraient
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l’homéostasie du cholestérol dans les tubules et suggérerait un rôle régulateur de la HSL,

de l’ACAT et de l’HMG-CoA réductase dans ce processus. La HSL est une enzyme

indispensable à la spermatogenèse, puisque les souris HSL7 mâles sont stériles sans que

leur stéroïdogenèse soit affectée et les rares spermatozoïdes qui sont présents chez ces

souris ne sont ni matures ni mobiles, et leur cellules de Sertoli accumulent de grande

quantité de cholestérol estérifié (Osuga et coll.. 2000).

Les études antérieures sur la HSL dans le testicule ont été faites sur le testicule

entier sans distinction entre les tubules séminifères et le tissu interstitiel (HoIm et cou.,

1987; Kraemer et coll., 1991; Kraerner et coll., 1993a; Stenson Holst et coli., 1996) bien

que l’origine et le rôle du cholestérol soient différents dans ces deux compartiments t le

cholestérol est utilisé pour la production des spermatozoïdes par les tubules et de la

testostérone par les cellules de Leydig. Pour ces raisons, nous avons séparé, dans la

présente étude, les tubules séminifères du tissu interstitiel par digestion enzymatique

douce pour obtenir des préparations enrichies en tubules séminifères (STf) et en tissu

interstitiel (ITf). Notre hypothèse est que la HSL régule le rapport CL/CE différemment

dans les deux compartiments testiculaires. Si notre hypothèse s’avère vraie, la régulation

du rapport CL/CE serait en relation avec les événements particuliers qui se produisent

dans chaque compartiment testiculaire durant le développent testiculaire : la méiose

durant la puberté et le pic de la testostérone qui se produit chez l’adulte. Chez le vison

adulte durant la régression testiculaire, la régulation du rapport CL/CE dans chacun des

deux compartiments testiculaires serait en relation avec la disparition des cellules

germinales. Pour vérifier cette hypothèse. nous avons mesuré les variations du taux et de

l’activité de la HSL dans les STf et dans les ITf au cours de l’apparition des cellules

germinales qui se produit durant le développement testiculaire chez le cobaye et chez le

vison et aussi chez le vison adulte au cours de la disparition progressive des cellules

germinales qui se produit durant la régression testiculaire saisonnière.
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Q
Puisque les changements testiculaires au cours du développement et au cours du

cycle reproductif annuel du vison sont accompagnés par des variations des

concentrations sériques de la testostérone et des hormones hypophysaires qui agissent

sur les cellules testiculaires (LH, fSH et PRL) et comme la H$L est une enzyme

sensible aux hormones, nous avons comparé la variation du taux et de l’activité de la

HSL dans chaque compartiment testiculaire, avec les taux sériques de ces hormones.

L’utilisation de vison conm-e modèle animal permet la distinction entre les facteurs qui

régulent le métabolisme du cholestérol testiculaire durant le développement testiculaire

de ceux qui agissent durant le cycle reproductif annuel dans le testicule de l’adulte.
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4.2 RÉSULTATS

4.2.1 Résumé des résultats obtenus dans les deux articles inclus dans cette thèse

4.2.1.1 Expression de la protéine et activité de la HSL dans les STf et les ITf.

Nous avons étudié les variations du taux de la protéine et l’activité de la HSL

dans les $1f et les 11f durant le développement testiculaire chez le cobaye et chez le

vison et aussi au cours de la régression testiculaire saisonnière chez le vison. Pour cela,

nous avons utilisé le cobaye de 6, 11, 21 jours après la naissance et le cobaye adulte (de

plus de 54 jours). Nous avons utilisé le vison durant la puberté (150 et 200 jours après la

naissance) et le vison adulte durant la phase active de la spermatogenèse et plus

précisément durant la période de production des spermatozoïdes (en février et mars) et

durant la régression testiculaire saisonnière (en avril, mai, juin), ainsi qu’au mois d’août,

qui marque le début du cycle reproductif suivant. Nous avons aussi analysé la présence

de la protéine de la HSL et dosé l’activité de l’enzyme dans les spermatozoïdes

épididymaires (Spz ép) des deux espèces.

Chez le cobaye, nous avons détecté une bande de 104-kDa de la H$L dans les

STf et les ITf La masse moléculaire de cette protéine était légèrement plus élevée que

celle du tissu adipeux de cobaye, utilisé comme contrôle positif, et qui était de 90-kDa.

L’intensité de la bande de 104-kDa augmentait durant le développement testiculaire dans

les ITf et les $Tf. Nous avons détecté deux autres bandes de 110- et 120-kDa, mais ce

uniquement dans les STf de l’adulte. Nous n’avons détecté ces deux bandes ni dans les

$Tf de 6, 11 et 21 jours, ni dans les 11f Dans les spermatozoïdes de cobaye, nous avons

détecté deux bandes de 104- et 1 20-kDa quand nous avions surexposé la membrane de

nitrocellulose (article 1, figure 2).
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Afin d’analyser la distribution subcellulaire de la HSL, nous avons réalisé un

fractionnement des composants cellulaires des STf du cobaye adulte. Nous avons séparé

les différentes fractions cellulaires en noyau, mitochondries, lysosomes, réticulum

endoplasmique lisse (sER) et rugueux et le cytosol. Dans la fraction du cytosol et des

lysosomes, nous avons détecté une bande de 1 04-kDa de la HSL. Les bandes de 110- et

120-kDa détectées dans le $Tf de l’adulte furent détectées uniquement dans la fraction

lysosomiale. À part des traces de la HSL de MM de 1 04-kDa trouvées dans le sER, nous

n’avons détecté aucune bande dans les autres fractions (article 1, figure 5).

Nous avons déterminé que la HSL était active dans les STf et les ITf à tous les

âges étudiés. Cette activité augmentait durant le développement testiculaire. Lactivité

de la HSL était plus élevée dans les ITf que dans les STf durant tous les âges étudiés.

Nous avons établi que la H$L était active aussi dans les Spz ép de cobaye (article 1,

figure 3). L’activité de la HSL augmentait d’une façon parallèle au taux de l’isoforme de

l04-kDa de la H$L à tous les âges étudiés à l’exception des STf de l’adulte où le taux de

la protéine de 1 04-kDa de la HSL était plus grand que son activité. Cette augmentation

était plus importante lorsque nous avons considéré les trois bandes de 104-, 110- et 120-

kDa dans les $Tf de l’adulte (article 1, figure 4).

Chez le vison, nous avons détecté une bande de 1 04-kDa dans les $Tf et les ITf

à tous les âges étudiés. La masse moléculaire de cette bande était plus élevée que celle

détectée dans le tissu adipeux de vison qui était de 90-kDa. L’intensité de la bande de

1 04-kDa augmentait durant le développement testiculaire mais elle diminuait durant la

régression testiculaire dans les STf et les ITf (article 2, figures 2 et 3). Nous avons

détecté une autre bande de lO$-kDa à tous les âges dans les $Tf mais son intensité était

plus faible au mois de février et mars par rapport aux autres âges étudiés. Dans les ITf,

nous avons détecté la bande de 108-kDa durant le développement et la régression

testiculaires (article 2, figures 2 et 3). La virnentine est une protéine du cytosquelette qui

n’est pas exprimée par les cellules germinales. Dans les STf, la vimentine présentait un
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profil similaire à celui de la bande de 1 08-kDa de la H$L durant le développement et

durant tout le cycle reproductif annuel (article 2, figure 2).

Chez le vison, la H$L était active dans les STf et les 11f à tous les âges étudiés.

L’activité de la H$L était significativement plus élevée dans les ITf que dans les $Tf

pendant le développement et aux mois de février et mars. La H$L était plus active

durant la phase active de la spermatogenèse que durant la régression testiculaire dans les

$Tf et les 11f (article 2, figure 3). La HSL était aussi active dans les Spz ép.

4.2.1.2 Variation du rapport cholestérol libre (CL)/cholestérol estérifié (CE) et des

triglycérides (1G) dans les STf et les ITf

La HSL agit sur le cholestérol et sur les triglycérides selon le tissu où elle se

trouve (Cook et coll., 1982). Afin de déterminer si la H$L testiculaire hydrolysait

préférentiellement le cholestérol estérifié ou les triglycérides, nous avons déterminé les

concentrations du CL, du CE et des TG dans les $Tf et les ITf de cobaye et de vison à

tous les âges étudiés. Nous avons ensuite comparé le rapport CL/CE et la concentration

des TG à l’actjvité de la HSL déterminée dans les mêmes échantillons.

Chez le cobaye, le rapport CL/CE augmentait durant le développement

testiculaire dans les $1f et les 11f et atteignait une valeur maximale chez l’adulte. Le

rapport CL/CE corrélait avec l’activité de la HSL dans les $Tf (r = 0,80; P <0,01; n =

10) et dans les 11f (r = 0,71 ; P < 0,05 ; n = 10). Les 1G ne variaient pas

significativement durant le développement et il n’y avait pas de corrélation entre les 1G

et l’activité de la HSL dans les $1f(r = -0,27) et les ITf(r = -0,34).

Chez le vison, le rapport CL/CE augmentait durant le développement testiculaire

dans les $Tf et les 11f et atteignait une valeur maximale en février dans les STf et en

mars dans les 11f Ce rapport diminuait durant la régression testiculaire. La variation du
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rapport CL!CE suivait celle de l’activité de la HSL dans les STf et les ITf (article 2,

figure 4). Le rapport CL/CE corrélait avec l’activité de la HSL dans les STf(r = 0.85 ; P

<0,001; n = 22). Il n’y avait pas de corrélation entre le taux des TG et l’activité de la

H$L dans les STf et les ITf (article 2, figure 5).

4.2.1.3 Variation des hormones

Comme son nom l’indique, la HSL est sensible aux hormones, nous avons

comparé le taux de la protéine et l’activité de la HSL dans les STf et les 11f avec les

concentrations sériques de la LH, la FSH, la PRL et la testostérone. Nous avons

déterminé la concentration de la testostérone plasmatique dans le sérum de cobaye et de

vison à tous les âges étudiés (article 1, figure 8 et article 2, figure 10). En plus. nous

avons dosé la LH, la F$H et la PRL dans le sérum de vison à tous les âges étudiés

(article 2, figure 10).

Chez le cobaye, le taux sérique de la testostérone augmentait significativement

chez l’adulte par rapport à la puberté. Le taux sérique de la testostérone corrélait avec

l’activité de la HSL dans les ITf(r = 0.91 ; P <0,001; n 12) et dans les STf(r = 0,60;

P <0,05 ; n = 12). La concentration de la testostérone corrélait aussi avec le taux de la

protéine de la HSL dans les ITf (r = 0,89 ; P <0,001; n 12) et dans les STf (r = 0,97;

P<0.001 ;n12).

Chez le vison, le taux sérique de la LH était plus élevé au début de la puberté

puis diminuait par la suite. Chez l’adulte, le taux sérique de la LH était élevé durant la

phase active de la spermatogenèse et diminuait au début du cycle reproductif annuel

suivant (article 2, figure 10). Chez le vison adulte durant le cycle reproductif annuel, le

taux sérique de la f8H, était élevé durant la phase active de la spermatogenèse et durant

la première moitié de la régression testiculaire, mais il diminuait durant la deuxième
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moitié de la régression tesficulaire. Le taux sérique de la PRL était faible durant la

puberté. Chez l’adulte, le taux sérique de la PRL était faible durant la phase active de la

spermatogenèse mais augmentait significativement durant la première moitié de la

régression testiculaire puis diminuait fortement durant la deuxième moitié de la

régression testiculaire. Durant le cycle reproductif annuel de l’adulte, le taux de la

testostérone était élevé durant la phase active de la spermatogenèse et diminuait

fortement durant le reste du cycle reproductif annuel.

4.2.1.4 Immunohistochimie de la USL dans des coupes de testicule et dans les

canaux excréteurs

Nous avons réalisé l’immunohistochimie de la H$L sur des coupes de testicules

de cobaye et de vison durant le développement testiculaire et chez le vison durant la

phase active de la spermatogenèse et pendant la régression testiculaire. Nous avons

réalisé aussi l’jmmunohjstochimie de la H$L dans les canaux excréteurs (tubules droits,

rete testis, épididyme) de cobaye.

Chez le cobaye, les résultats ont montré que la HSL était présente dans la cellule

de Sertoli avant et après la puberté. Dans la cellule de Sertoli de l’adulte, la distribution

de la HSL variait avec les stages du cycle. La HSL s’accumulait à la base de la cellule de

Sertoli après la libération des spermatides matures. La HSL était présente dans les

spermatides matures. Dans le tissu interstitiel, la HSL était détectée dans les cellules

endothéliales des vaisseaux sanguins (article Ï, figure 9).

Dans les canaux excréteurs, le marquage était plus fort dans les cellules des

tubules droits et dans le rete testis et moins intense dans l’épididyme (article 1, figure

10).
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Chez le vison, nous avons détecté la HSL dans la cellule de Sertoli durant la

puberté. Chez l’adulte, le marquage était présent dans la cellule de Sertoli à tous les

stages du cycle de 1’ épithélium séminifère. Cependant, la distribution était variable selon

les stages du cycle ; la H$L était accumulée à la base de la cellule de Sertoli dans les

stages qui suivaient la libération des spermatides matures. Dans les cellules germinales,

le marquage était présent dans les spennatides allongées. Par immunofluorescence, nous

avons montré la présence de la HSL dans les macrophages de vison (article 2, figure 7).

La H$L que nous avons détecté dans le tissu interstitiel (article 2, figure 6) était due à sa

présence dans les macrophages et dans l’endothélium des vaisseaux sanguins. La HSL

était présente dans la cellule de $ertoli durant la régression testiculaire en avril, juin et

au début du cycle reproductif suivant en août (article 2, figure 8).

4.2.1.5 Immunofluorescence de la HSL dans les Spz ép

L’immunofluorescence de la HSL dans les Spz ép de cobaye (article 1, figure 11)

et de vison (article 2, figure 9) a montré que la H$L était localisée au niveau du segment

équatorial de la tête du spermatozoïde.

4.2.1.6 Comparaison de l’activité de la lISE dosée à 34 et à 37°C

Normalement, les testicules des mammifères descendent dans le scrotum, s’ils

restent dans l’abdomen (cryptorchidie), ils sont soumis à une température plus élevée

que dans le scrotum, ce qui entraîne la stérilité. Des études ont rapporté que la

cryptorchidie modifiait le rapport CL/CE (Johnson. 1970) et qu’elle diminuait l’activité

de la HSL (Hoffmann et coll., 1989). Nous avons voulu vérifier s’il existait ime

différence entre l’activité de la HSL à 34°C (température scrotale) et à 37°C

(température corporelle). Nous avons testé cette possibilité dans les STf et les ITf du
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cobaye (article 1, figure 3) et du vison (résultats non publiés) aux différents âges étudiés.

Les résultats n’ont montré aucune différence significative entre l’activité de la H$L

dosée à 34 et celle dosée à 37°C dans les deux espèces.
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4.2.2 Article 1

Expression, Activity, and Subcellular Localization of Testicular

Hormone-Sensitive Lipase During Postnatal Development in the

Guinea Pig

Ouafae Kabbaj, Cecilia Hoim, Maria L. Vitale and R-Marc Pelletier. Biol of

Reprod 65:601-612; 2001.
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‘ÀBSTRACT

11w present work reports on testicular hormone-sensitive li
pase (FISC), the biological significance of which has been doc
umented in male fertility. The HSL protein levek and enzymatic
adivity were measured, respectively, by densitometry of im
munoreactive hands in Western blots, performed with antibod
les against recombinant rat HSL, and by spectrophotometry in
seminiferous tubules (STf) and interstitial tissue (ITi) enriched
fractions generated from neonatal, pubertal, and aduit guinea
pig testes. In addition, FISC was studied in subcellular fractions
obtained from 51f isolated from aduit testes and in epididymal
spermatozoa (Spz). A 104-kDa HSL protein was detected in 51f
and ITf, the expression and activity of which increased with tes
ticular development. lhree immunoreactive hands of 704, 170,
and 720 kDa were detected in the lysosomal subfraction, and
hvo bands of 104 and 720 kDa were detected in Spz. The HSL
activity was positively correlated with free (FÇ) and esterified
(EC) cholesterol ratios in STf and lTf, but not with triglyceride
(TG) levels, during testicular development. Immunolabeling b
calized HSL to elongated spermatids and Sertoli ceils, where its
distribution was stage-dependent, and within the ceils lining the
excurrent ducts of the testis. The flndings of the 704- and 120-
kDa FISC immunoreactive bands ami of HSL activity in Spz as
well, as the detection of the 104-, 110-, and 720-kDa immu
noreactive hands in lysosomes, suggest that part of FISC may
originate from germ ceNs and be imported in Sertoli cetis. The
HSL protein levels and enzymatic activity in lTf and STf were
positively correlated with serum testosterone levels during de
vebopment. To the best of our knowledge, this study is the first
(o contribute insights regarding the impact of HSL on FC:EC
cholesterol ratios and TG levels in the interstitial tissue and tu
butes in relation to serum testosterone levels during postnatal
devebopment, and regarding the immunobocabization of the en
zyme in regions of the male gamete consistent with spermato
zoa-oocyte interaction.

male reproductive tract, Sertoli cells, spermatogenesis, testis

INTRODUCTION

Three main enzymes are implicated in the regulation of
intracetiular cholesterol metabolism. first, hormone-sensi
tive lipase (HSL) hydrolyzes estenfied cholesterol (EC) and
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provides free cholesterol (FC) [1]. Second, acyl-coenzyme
A:cholesterol acyl transferase is implicated in the esterifi
cation of cholesterol when the latter is present at concen
trations exceeding metabolic demands [2]. Third, 3-hy-
droxy-3 methylglutaryl-coenzyme A reductase is the rate
limiting enzyme of the biosynthetic pathway of cholesterol
[3].

The present study is focused on testicular HSL because
of the manifest importance of the enzyme in male fertility.
The HSL knockout mice (HSL—/—) have been generated
to elucidate the role initially attributed to HSL in the de
velopment of obesity. However, these studies showed that
HSL knockout male mice were sterile rather than obese,
suggesting a key role of the enzyme in the testis [4]. A
significant tise in cholesterol ester levels concomitantly
with the absence of cholesterol esterase activity was Te
ported in HSL—/— mouse testis [4]. These studies attest to
the utmost biologica] significance of the enzyme in the
maintenance of adequate cholesterol content in testicular
celis.

The HSL is an intracellular enzyme, with a optimum pH
of 7, that hydrolyzes cholesterol esters and triacylglycerol
depending on its tissue location [5]. Several studies have
shown that cholesterol ester hydrolase and HSL are iden
tical proteins [1, 5—LI O]. Inhibition of cholesterol ester hy
drolase causes an increase in the EC concentration of
whole-mouse testis extracts and a decrease in the testoster
one concentration of peripheral plasma [11]. The activity
of HSL is regulated by reversible protein phosphorylation
mediated by hormonal activation of the cAMP-dependent
protein kinase [1]. The phosphorylated HSL is the active
form [1].

Contribution of exogenous cholesterol to the seminifer
ous tubules requires the participation of factors, either en
zymatic or of another nature, to regulate the concentration
of the compound to levels that are consistent with the pro
duction of viable and fertile male gametes in the tubules.
Littie information is available regarding the origin, hydro
lysis, esterilication, synthesis, storage, mobilization, and
transport of cholesterol within the tabules, despite the re
port that important amounts of cholesterol reside within the
tubules themselves [12]. To correct this shortage of infor
mation, the present study emphasized the physiological sig
nificance of HSL-induced hydrolysis of cholesterol inside
the tubules. Because previous studies oftesticular HSL [10,
13—16] have generalty been camed out using whole-testis
extracts, those studies provided littie information regarding
the respective participation of each of the two cellutar com
partments of the testis. We hypothesize that HSL regulates
FC:EC ratios distinctly in the interstitial space and in the
neighboring tubules. If the hypothesis is correct, this shou]d
allow us to correlate HSL-induced changes in FC:EC ratios
with a physiological event typica] either of the interstitial
tissue OT of the tubules and with a particular phase of post
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natal development, namely, a peak in serum testosterone
levels in the aduit and meiosis during puberty. Here, for
the first time, HSL expression and activity were measured
in interstitial tissue eniched fractions (ITfl and seminifer
mis tubule enriched fractions (STf) generated from extracts
of whole testes harvested during the neonatal period, pu
berty, and adulthood. The sublocalization of the enzyme
vas achieved for the first time using subcellular fractions
generated from STf obtained from aduit testes. To the best
of our knowledge, the present study is the first to contribute
insights regarding the impact of HSL on FC:EC ratios and
triglyceHde (TG) levels in the interstitial tissue and tubules
in relation with serum testosterone levels during postnatal
development, and regarding immunolocalization of the en
zyme in regions of the male gamete consistent with sper
matozoa-oocyte interaction.

MATERIALS AND METHODS

Animais

We uscd lestes obtained from 6-day-oid neonatai, ii- and 21-day-oid
pubertai, and aduit guinea pigs agcd more chan 54 days. Ail guinea pigs
were from tise Hartiey aIrain and were purchased from Charles River (St
Constant, PQ, Canada). Five animais were used per age group. Animais
were anesthetized by i.p. injection of 0.9 milkg body weight of sodium
phenobarbital (Somnotoi; MCI Pharmaceutical, Mississauga, ON, Cana
da). The protocoi was approved by the Université de Montréai Animal
Care Committee.

Source of Chemicals

Acetonitnle, BSA, dithioerythritol, glucose-6-phosphate, meOizamide,
imidazole, p-iodonitrotetrazoiium violet (INT), p-nitrocatechol, nitrocatechol
sulfate, p-nitrophenyibutyrate (PNPB), PMSF, sodium succinate, sucrose,
soybean Érypsin inhibitor, fluorescein isothiocyanate (FITC)-anti-rabbit 1gO,
I ,4-diazabicyclo-(2,2,2)-octane (DABCO), and the TG kit werc purchased
from Sigma (St. Louis, MOI. Antipain, aprotinin, coliagenase D, Western
blot development kit Lumi-iightP’”’, leupeptin, and pepslatin were obtained
from Boehringer Mannheim (Lavai, QC, Canada). Minimum essential me
dium (MEM) was from Gibco BRL (Burlingion, ON, Canada). Tise testos
terone ELISA kit was purchased from American Laboratory Products Co.,
Ltd. (Windham, NH). Biotinylated anti-rabbit 1gO and horse radisis peroxi
dase (HRP)-conjugated streptavidin were purchased from Amersham Bio!
Can Scientific (Mississauga. ON. Canada).

Socirce of HSL Antiboclies

Antibodica against homogenous recombinant rat HSL were generated
in rabbits [17]. Rabbit antiserum was affinity-purified against the recom
binant rat HSL coupied to s cyanogen bromide (CNBr)-activated Sephar
ose 48 column (Amersham Pharmacia Biotech, Soma, Sweden). The af
finity-purified antibodies were specific for USL and did not cross-react
with other proteins on ‘,Vestern biot analyses of tissue extracts.

Con trois

Tise specificity of lISL anubody vas tested using guinea fig adipose
tissue obtained from the anterïor abdominal wali as a positive control. For
negative controis, preimmune serum as weii as tise primary or secondary
antibody alone wcre used The HSL antibody was also preadsorbed with
rat adipose tissue to ascenain that tise HSL immunoreactivity detected in
guinea fig tissues corresponded to I-ISL.

Isolation of STf and 11f

Freshly decapsuiated testes wcre incubated with 0.25 mg/mi of colla
genase D and 0.1 mg/ml of soybean trypsin inhibitor in MEM in a water
shaker bath Set at 80 cycics!min and 37CC. The reaction was stopped by

“licidition of an equai volume of MEM. Tise seminiferous Wbules were
ailoweci tu seule by gravity, wiiereas intcrstiiial ceNs oecupied tue super
natant. Funher separation tvas achieved hy centrifugation al 600 rpm in a
GS-6R Beckman centrifuge cquipped with a 011 3.8 rotor (Beckman, Mis
sissauga, ON, Canada) for 20 min. Tise 51f and 11f obtained were washed

twice in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KC1, 8 mM Na21{PO4, and 1.5 mM
KH2PO [pH 7.4]) and homogenized on ice with a glass tissue grinder in
PBS containing 2 mM PMSF, I mM EDTA, 2 g/ml of ieupcptin, and 2
tig/ml 0f aprotinin. The purity of the tabule and interstitiai ccii fractions
was evaluated by light microscopy.

Subcellular Fractiona tion

The STf isolatcd from three adult guinea pig testes were pooled and
submined b a multistep centrifugation protocol as described initially by
De Duve et al. [18] and Wattiaux et al. [191. Tise STfwere homogenized
in three volumes of sucrose buffer (0.25 M sucrose, 4 mM imidazol [pH
7.41. and I mM PMSF) with a glass homogenizer. Tise homogenate was
centrifuged al 700 X g for 10 min using a GS-6R Beclcman centrifuge
equipped with OH 3.6 rotor. Tise supematant was saved, and tise peilet
was then resuspended and recentrifuged as described above. Tise process
was repeated a third time, and tise three supematants were pooled. Tise
resuiting peliet contained the nuclear subfraction. Tise pooled supematants
were ccntnfuged at 3000 X g for 10 min. and the resulting peliet cousu
mtcd tise hcavy mitochondrial subfraction. Tise supematant was centri
fuged at 82000 X g for 7 min b pellel tise light mitochondnal subfraction
(1M). Tise supematani of this last ccntriftigation was then centrifuged at
110900 X g for I h to pellet the microsomai subfraction (Mc), and tise
supematant constituted the cytosolic subfraction. Tise 1M and Mc subfrac
lions were obtained using a Beckman ultracentrifuge XL-70 (Beckman,
Palo Alto, CA) equipped with a fixed rotor (type 50 Ti). The 1M was
resuspended in 30% metnzamide and placed in tise bottom ofa discontin
uous gradient made of 26%, 24%, and 19% (w/v) metrizamide and then
centrifuged al 95000 X g for 2 h. Lysosomes were recovered in 19%—
24% (w/v) interface [20] and resuspended in an equal volume of sucrose
buffer. In addition, the Mc was used for separation of tise Golgi apparams.
smooth endopiasmic reticulum (sER), and rough endoplasmic reticulum
(rER) subftactions using the method described by Bergeron et al. [21] and
Paiement et al. [22]. Tise Mc was suspended in sucrose to give a final
concentration of 1.36 M sucrose; piaced under a step-gradient of 1.0, 0.86,
and 0.25 M sucrose; and centrifuged at 300000 X g for I h. Tise Golgi
subfraction was recovered from 0.25 to 0.86 and 0.86 to 1.0 M interfaces.
Tise residual load-zone fraction contained tise sER and the residual peliet
the rER. Tise lysosomes, Goigi apparatus, sER, and tER were obtained
using a Becbnan uitracentrifuge XL-70 equipped with a SW6O rotor.

Biochemica I Chara cteriza tion of Subcellular Fractions

For biochemical charactenzation of ennched subfractions, tise activities
of the following specific enzymes were measured in each different sub
cellular fraction: arylsulfatase and acid phosphatase (lysosomes), succinate
dehydrogenase (mitochondria), and glucose-6-phosphatase (microsomes).
For arylsulfatase detennination, samples of different subceilular fractions
werc solubilized in 1% Triton X-100 and incubated with 10 mM of the
inorganic substrate p-nhtrocatechol sulfate for 30 min at 37°C. Arylsulfa
tase activity was measured by determining tise absorbance of tise sample
at 515 nm and companson with a nitrocatecisol standard curve [20, 23].
Acid phosphatase was assayed as described by Graham [24]. Sampies of
different subfractions were incubated with p-nitrophenyl phosphate as sub
strate. Tise reaction was stopped by addition of 0.25 M NaOR. Released
phosphate was measured according to the method described by Ames and
Dubin [25] using inorganic phosphate as standard. Succinate dehydroge
nase was assayed as descnbed by Davis and Bloom [261 and by Graham
[24]. Samples of different subce]lular fractions were incubated for 10 min
al 37°C with sodium succinate as substrate and [NT as an artificial electron
acceptor. Tise reaction was stopped by adding ethyl acetate:ethanol:tri
cisloracetic acid (TCA) (5:5:1, v:v:w). Glucose-6-phosphatase was mea
sured as descnbed by Graham [24]. Samples were incubated with 0.1 M
glucose-6-phosphate as substrate for 30 min at 37°C, and tise reaction was
stopped by addition of ice-cold, 8% (w:v) TCA. Released phosphate was
assayed as described above for measurement of acid phosphatase aclivity.

Epididymal Spermatozoa

Epididymal spermatozoa were fiushed from tise cauda or tait of cpi
didyrnides from adult guinea pigs by perfusion ofcold PBS. Spennatozoa
were washed twice in PBS and recovered by centrifugation al 1000 rpm
for 4 min (GS-6R Beckman centrifuge). Spermatozoa were resuspended
in 10 mM Tris-HCL (plI 8) containing I mM EDTA for 5 min to lyse
contansinating epithelial and biood ceNs [27]. For Western blot analyses,
spermatozoa were diluted 1:1 v:v in cold PBS consaining 2 mM PMSF, I
mM EDIA, 2 tg!ml of leupeptin, and 2 p.g/ml of aprotinin and then
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sonicaied while in ice using a sonic dismembrator (model 300; Fisher,
Farmington, NY) ai maximal selling during three consecutive intervals of
30 sec each. For immunofluorescence statues, spermatozoa were treated
with diluted 1:5 v:’ in PBS and processed as described below.

Pro tein Determination

Proteins in the samptes were measured according to the method de
scribed by Bradford [28] using a Bio-Rad reagent (Bio-Rad, ON, Canada)
and BSA as the standard.

Electrophoresis and Western Blots
Proteins in the homogenates were denatured in a buffer containing

$ mM urea, 3% SDS, 5% 13-mercaptoethanol, 7 mM Tns-HCI (pH 7.6),
anti 0005% bromophenol blue, followed by heating at 100°C for 2 min.
Between 20 anti 30 ji.g of total proteins were loaded on a 10% polyacryl
amide minigel. Electrophoresis was conducted at 100 V for 2 h [291.
Proteins were then electrotratisferred onto nitroceltulose membranes [30].
Samples obtained by subcellular fractionation were treated in the same
manner. When adipose tissue was used as a positive control, only S jig of
total proteins were utilized, because HSL is very abundant in ibis tissue.
Membranes were blocked with 5% skim milk in Tris-buffered saline (TBS:
140 mM NaCl anti 50 mM Tris-J-ICI [pH 7.4]) for 60 min at 37°C and
then incubated with anti-HSL (1:150 dilution in 5% skim milk-TBS) for
2 h at 37°C. Membranes were thoroughly rinsed and incubaicd with an
anti-rabbit tgG peroxidase conjugate (1:2000 dilution in 5% skim milk in
TBS) as previously descnbed [29]. The membranes were incubated with
enhanced chemiluminescence detection reagents before exposure to x-ray
films.

Prepa ration of Tissues for Immunolocalization 0f HSL
Testes were first fixed by perfusion of 15 ml ofPBS (pH 7.4) through

the testicular artery, followed by 60 ml ofBouin fixative [31]. Then, tis
sues were further immersed in the same fixative mixture for 36—48 h at
room temperature (RT) [29, 32, 33]. Tissues were dehydrated in ethanol
and in xylene before paraffinization. Tissue sections were mounted on
glass siides coated with 3-aminopropyhriethoxysilane anti exposed to 0.6%
hydrogen peroxide (1202) ii TBS containing 0.1% Tween 20 (TBST) to
inhibit potential endogenous peroxidase activity.

Immunolabeling
To block nonspecific binding, sections were first incubated for I h at

RI with 0.5% skim milk in TBST anti next incubated ovcmight at RT
with anti-HSL antibodies (1:35 dilution) anti then for I h with biotinylated
anti-rabbit 1gO (1:1000 dilution) followcd by 1IRP-conjugatcd streptavidin
(1:200 dilution). Thc sections were washed in TBST after each incubation
anti cxposcd 10 TBS containing 0.01% 11202 and 0.05% diaminobcnzidine
tetrachloride (pH 7.7) for 10 min at RT [29, 33]. The sections were washed
in water, counterstained with a 0.05% aqueous methylene blue, and mount
cd in Permount (fisher Scientific, Pittsburgh, PA). The recording of the
stage-dependent distribution of HSL in adult guinea pigs were made using
the identification method ofihe stages ofthe seminiferous epithelium cycle
proposed by Clemiont [34].

Immunofluorescence
The spermatozoa were seeded on poly-L-lysine-coated cover slips and

air-dried. Spermatozoa were fixed with —20°C methanol for 10 mi dried,
and washed tWice in PBS before being incubated with 3% skim milk in
PBS for I h at 37°C as described elsewhere [29] 10 prevent nonspecific
binding. The cells were washeti in PBS anti incubateti with a 1:6 dilution
of anti-rat HSL prepared in 1% skim milk in PBS for I h at 37°C. The
cover slips were washed with PBS, incubateti with fITC-conjugated anti
rabbit lgG antibody (1:400 dilution in 1% BSA) in PBS ai 37°C for I h
and washed. Controls included incubation ofcell preparations with preim
mune serum or with the secondary antibody alone. The cover slips were
mounted in PBS:glycerol (1:1) containing 5% DABCO before being
viewed with a CarI Zeiss (Thomwood, NY) fluorescence Axiophot. Pic
tures were taken with TMAX 400 ASA Kodak films (Eastman Kodak Co.,
J4ochester, NY).

HSL Activity
The HSL actlvity was assayed using PNPB as substrate [35]. The SIf,

ITf, anti adipose tissue wcre hornogenized on ice in 0.25 M sucrose,

I mM EDTA (pH 7.0), 1 mM dithioerythreitol, 20 iglml of Icupeptin,
2 igJml of antipain, anti I sgJml of pepstatin. Ten ID twenty tg of total
proteins ofeach sample were incubated with PNPB (diluted in acetonitrile)
and buffer (0.1 M NaH2PO4, 0.9% NaCI, and I mM dithioerythreitol [pH
7.25]) for 10 min at 37°C. Tise addition of 3.25 ml of methanol:chloro
fonn:heptane mixture (10:9:7) slopped the reaction. After centrifugation
ai $00 X g for 20 mm, the absorbance of the supernalant was measured
ai 400 nm in a spectrophotometer (UV 160; Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). The enzymatic activity was expressed in units, with one unit being
equivalent 10 the release of I timol ofp-nitrophenol per minute. AIl sain
pIes were analyzed in tnplicate, anti HSL activity was related to the total
protein concentration of the sample.

Determination of FC and EC Concentrations
in STfand ITf

Lipids in the samples were extracted in hexane:isopropanol (3:2, v:v)
containing the internaI standard stigmasterol anti srigmasteryl oleate at Ri
Lipids extracts were drjed under N2, resuspenticd in chloroform, anti sep
arated on silica G, 250-i.m, thin-layer chromatographic CliC) plates with
hexane:diethyl ether:NH4OH (e) (80:20:1) as solvent. Tise separated Jipids
were visualized by bnefiy placing tise TLC plate in a chamber of iodine
vapors. Areas corresponding to tise separated cholesterol and cholesteryl
esters were labeled, and the iodine was allowcd to sublime. Tise areas
containing cholesterol, which also contained tise stigmasterol internaI stan
dard, were scraped into a glass tube containing chloroform:methanol
(2:1). The mixture was then vortexed, centrifuged at low spced, anti the
supernatant removed and saved for future analyses. Tise cholesteryl ester
bands, which also contained tise stigmasteryl oleate internaI standard, were
scraped into a glass tube anti hydrolyzed in KOH by heating at 80°C for
30 min. Aftcr cooling, 0.5 ml of F120 anti I ml of hexane were added,
the mixture was vortexed, and tise phases were separated by low-speed
centrifugation. Tise upper hexane layer containing tise cholesterol (anti the
internaI standard stigmasterol) was removed and saveti for futwe analyses
[36].

Tise cholesterol samples were assalyzed by gas-liquid chromatography
(6890 senes; Hewlett-Packard, Boise, ID) as described by Brown et al.
[37] using a Supelco SPB 1701 column (Sigma-Aldrich, Oakville, ON,
Canada). Average elution lime for cholesterol anti stigmasterol were 17
anti 22.5 mm, respectively. Quantification was performed by refercnce to
the internaI standard stigmasterol. Tise sensitivity ofthe method was 4 ng
of cholesterol.

Determination cf TG Concentrations in STf and ITf
Quantification ofTG from tise STf anti ITfwas carnet out using s TG

kit (Sigma-Altirich) according ta tise protocol of ihe manufacturer. Briefly,
TG were hydrolyzcti b glycerol anti frec fatty acids by incubation with s
lipase. The glycerol produced was measured by couplcd enzyme reactions
catalyzeti by glycerol kinase, glycerol phosphate oxidase, anti peroxidase.
The sensitivity of tise method was 0.01 g!L of glycerol.

Serum Testosterone Concentration
Serum levels of testosterone were measured by ELISA using commer

cially available kits according to the recommendation of tise manufacturer
(Amedcan Laboratory Products). Tise sensitivity of the method was
0.07 nglml.

Data Analysis and Statistical Analysis
Tise relative HSL protein content of scanned immunoreactive hands in

Western blots was estimated by densitometry (Scion Image Software; Sci
on Corporation, frederick, MD). Tise bands wcre scanned using a laser
scanner (Astis l200S; Umax Data System Inc., Hsinchu, Taiwan, ROC).
Descriptive statistics are presenled in tise fortri of figures with mean ±
SEM. Pearson correlation coefficients were calculated for subsets of var
iables that were observed in the same animaIs. Analysis of variance for
repeafed measures was camed out, with age as tise between-subjects fac-
tors anti variables of tise same type and scale as tise within-subject factors
(FC anti EC, or HSL activity in STf and ITO. for variables of different
types (e.g., FC anti TG, EC sud 1G, or HSL activity anti testoslerone), s
multivariate one-way design was used, with age as tise factor anti the
variables as the components of tise response vector. Post-hoc comparisons
(t-tests) between age groups were performed with lise Bonferroni (Dunn)
method. When necessaly, logarithmic transformation were applieti. The
significance level of 0.05 was used. AIl analyses were carried out with tise
SAS software (SAS Instituic, Cary, NC).
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FIG. 1. Control for anti-rat HSL immunoreactivity in guinea pig tissues.
Samples of adult (AU) guinça pig 5Tf and adipose tissue (Fat) were ho
mogenized, and 20 p.g 0f total STI proteins and 5 p.g of total adipose
tissue proteins were subjected to SDS-PAGE and Western blotting. The
membrane was incubatcd with anti-rat HS1 (A) or with anti-rat HSL an
tibody prcadsorhed with rat adipose tissue (B). Ail immunoreaclive bands
detected in guinea pig tissues were less inten5e when the membrane was
incubated with the preadsorbed HSL antibody than when incubated with
the nontreated antibody.

RESU LTS

Western Blot Analyses

Controls using anti-HSL preadsorbed with rat adipose
tissue showed a considerable decrease of HSL immunore
activity in guinea pig testis and adipose tissue extracts (Fig.
1), indicating that the HSL immunoreactivity detected in
guinea pig tissues was due to presence of the enzyme.

The presence of HSL in the ITf and STf obtained ftom
neonatal (6-day-old), pubertal (11- and 21 -day-old), and
adult (>55 days) guinea pig testes and in epididymal sper
matozoa was studied by Western blot analyses. In this spe
cies, spermatogenesis has been reported to start approxi
mately 7 days after birth and to be compieted approxi
mately 42—45 days after birth [38J. The blots showed a
band at 104 kDa in the ITf and STf (Fig. 2A, arrowhead).
The rpolecular mass of HSL detected in the ITf and STf
was slightly greater than that in the adipose tissue (90 kDa)
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FIG. 2. Western blot analyses of HSL in ITf and STf enriched fractions
during postnatal deve(opment. The 1f and 51f were prepared from neo
natal t6-day-old), pubertal (11- and 21-day-oid), and aduli (AU) guinea
pig testes. Adipose tissue (Fat) was used as a positive control. The figure
shows a representative Western blot. A) An immunoreactive band with a
molecular mass of 104 kDa (arrowhead) was detected in testicular sam
pIes, whereas in the adipose tissue, the immunoreactive band showed a
molecular mass of 90 kDa. The ntensity of the HSL band at 104 kDa
increased with age in STf and (1f. Iwo additiona( immunoreactive bands
ol 110 and 120 kDa were detecied in hie STI obtained from the adult
testes. B) The bands were apparent even in briefly exposed membranes.
C) In epididymal spermatozoa tSpz), one HSL immunoreactive band of
104-kDa and another of 120-kDa molecular mass were detected in over
exposed membranes. d, Days.

Fat 6d lld 2f d Ad 6d 11 U 2f d AU Spz

lTf STf
FIG. 3. The HSL activity during postnatal development in ITt and 51f.
The HSI activity was assayed at 34°C and at 37°C in ITf and 51f obtained
from neonatal (6-day-old(, pubertal fil- and 21 -day-oId), and adult (AU)
guinea pig testes. Adipose tissue (Fat) was used as a positive control. The
samples were assayed in triplicate, and the data shown are the mean ±
SEM of three independent experiments. lite HSI activity increased with
age in both the 11f and 51f. lite l-151 activity in these two enriched frac
tions was significantly higher in the samples front aduit testes than in
samples from 6-day-old testes (°P < 0.05). In addition, H5L activity was
higher in the 51f from the 21 -day-old testis titan in that from the 6-day-
old testis. Ihe HSL activity in the ITt of 6-, 11-, and 21-day-old as well
as adult testes was higher than that measured in the STf of the same age
groups (+P < 0.05). The HSL activity was detected in epididymal sper
matozoa (Spz). No significant differences were detected between HSt
activities assayed at 34°C and aI 37°C in ITt, STI, and Spz.

(fig. 2A). The intensity of the 1 04-kDa band was highest
in the 11f and STf from aduits (Fig. 2A). Two additionai
immunoreactive bands of 110 and 120 kDa were detected
only in the STf obtained from aduit testes (Fig. 2, A and
B). These bands were flot detected in STf from other age
groups or in the ITf of the aduit group, even when mem
branes were overexposed. Two HSL immunoreactive bands
of 104 and 120 kDa were detected in spermatozoa when
membranes were overexposed (fig. 2C).

Previous studies had reported that the activity of testic
ular cholesteroi ester hydrolase was temperature sensitive
[39—411; therefore, we compared the HSL activity mea
sured at the scrotal temperature (34°C) with the enzymatic
activity measured at the body temperature (37°C). No sig
nificant differences were detected between thé HSL activity
assayed at 34°C and that assayed at 37°C in ITf and STf
(fig. 3). The HSL was active in the 11f and STf in ail age
groups studied (Fig. 3). The HSL activity was higher in
adipose tissue than in the ITf and STf of ail age groups.
The HSL activity was significantly higher in the ITf of the
aduit testes and in the Slfofthe 21-day-oid and aduit testes
titan in the same fractions of the 6-day-old guinea pig testes
(P < 0.05). The HSL activity in the lTf of the 6-, 11-, and
21-day-old ami aduit testes was higher than that in the STf
of the same age groups (P < 0.05). The HSL was active
in epididymal spermatozoa (Fig. 3).

The increase in HSL enzymatic activity paralieled the
increase in HSL protein levels in ail age groups studied,
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400 TABIE 1. Distribution o! marker enzyme activities in tubule subceliular
fractions.

Acid
phospha- Succinae Glucose-6-

Subfractions Arylsulfatase tase dehydrogenase phosphatase
Nuclei 0.30 1.31 6.10 1.03
Miiochondria 0.97 7.19 5.76 0.47
tER 1.06 2.18 0.00 2.32
sER 0.00 1.50 0.00 7.65
Golgi 0.00 1.50 0.00 21.60
lysosomes 6.00 7.12 1.19 1.35
Cytosol 0.01 0.01 0.00 0.98

The activity o! specific enzymes was measured in each different tub
cellular fraction for biochemical characterization of the enriched frac
tions: arylsulfatase and acid phosphatase for the lysosomal subfraction,
succinate dehydrogenase for the mitochondrial subfraction, and gLucose
6-phosphatase for ihe microsomal (tER, tER, and Golgi apparatus) su
bfraction. 15e data showed the enrichment of arylsulfatase and acid phos
phatase activities in the lysosomal subîraction, ihe enrichment o! succi
nate dehydrogenase in ihe mitochondrial subfraction, and the enrichment
o! ihe giucose-6-phosphatase in the miccosomal subfraction. Ail subfrac
lions contained Iow levels of other nonspecific enzymes, suesting low
contamination with the others subfractions. Enzymatic activities are ex
pressed as ¾ enzyme activity/% total proteins.

ITf STt

FIG. 4. The HSL activityand relative HSL protein levels during postnatal
testicular development. The 104-kDa HSL immunoreactive bands in the
11f and STf o! Western blots were scanned, and the intensity o! the bands
was quantified by densitometry using the Scion Image Software. The op
tical density of the bands (open rectangles) was expressed in arbitrary
units and compared with the HSL activity (solid unes joined by closed
circles). Both HSL activity and HSI concentration increased with age in
the Il! and SI!. The HSI activity and H5I concentration were significantly
higher in the ITf and ST( from the 27-day-old and adult testes than in
those from the 6-day-olU testes (P < 0.05). When aIl three immunore
active bands (104, 110, and 120 kDa) were considered in adult STf sam
pies, the relative HSC concentration was even more significantly higher
in the STf o! the aduit testes than in that o! the 6-day-old testes (“P <
0.001 vs. 6-day-old samples).

except in the STf of the aduit testis, in which HSL protein
tevels increased more than the HSL enzymatic activity

< 0.05) (Fig. 4). The relative enzyme concentration in
creased even more when the three bands were considered
in the STf of the adult testes (fig. 4), reaching 12.5-fold
the value recorded in the STf of the 6-day-old testes
(P < 0.001 vs. 6-day-old sample).

Subcellular Distribution of HSL in STf
To detennine the subcellular localization of HSL, STf

obtained from adult testes were homogenized and subjected
to subcellular fractionation. The subfractions were charac
terized by their specific enzyme markers (Table 1). The
enzymatic profile of the various subceltular fractions re
vealed an enrichment of arylsulfatase and acid phosphatase
activities in the lysosomal subfraction, an enrichment of
succinate dehydrogenase in the mitochondrial subfraction,
and an enrichment of the glucose-6-phosphatase in the Mc
(Golgi apparatus, sER, and rER). Ail subfractions contained
low ]evels of the other enzymes, indicating low levels of
contamination with the other subfractions.

The l04-kDa HSL was detected in the STf total homog
enate as well as the cytosolic and lysosomal subfractions,
and traces of the enzyme were found in the sER, but not
in the other subcellular fractions studied (Fig. 5, arrow
head). The 110- and 1 20-kDa immunoreactive hands de
tected in the STf total homogenate were observed only in
111e lysosornal subfraction (fig. 5, arrows).

FC, EC, and TG Variations in 51f and 11f

Lipids were first extracted and separated by TLC, and
FC and EC were quantified by gas-liquid chromatography.
The fC:EC ratios were roughly the same (near three) in
ITf and STf in the aduit; however, at the onset of devel
opment (6-day-old group), the ratios neared two in the STf
and one in the ITf (Fig. 6). The FC and EC levels decreased
in the 11f and STf with postnatal testicular development,
but the decrease was significant only for EC in the ITf of
the adult (P < 0.05 vs. the 6-day-old sample) (Fig. 6). The
fC:EC ratios increased with testicular development and
reached 152% and 326% in the STf and ITf, respectively,
of the value recorded in the same fractions in the 6-day-
old testes (fig. 6). The fC:EC ratios paralleled the increase
in the HSL activity assessed by hydrolysis of PNPB in the
STf (r = 0.80, P < 0.01, n = 10) and ITf (r = 0.71,
P < 0.05, n 10) (fig. 6).

The TG concentrations were measured in the STf and
ITf in ail age groups (f ig. 7). The TG levels did flot vary
significantly during development (Fig. 7), and no correla
tion was detected between the HSL activity and TG levels
in the STf(r —0.27 [flot significant]) and ITf(r = —0.34
[not significantJ).

I,

116-

96 -

Ad N M tER sER G Lys Cyt

FIG. 5. Western blot analysis o! HSL in subcellular fractions obtained
from 51f of adult testes. In the STf from adult testes (AU), three H51 im
munoreactive bands with molecular masses o! 704 (arrowhead), 110, and
720 kDa (arrows) were present. In ihe subcellular fractions from the 511
o! adult testes, three bands with molecular masses o! 104, 110, and 120
kDa were detected in the lysosomal subfraction (Lys). In the cytosolic
subfraction tCyt), only the 1 04-kDa immunoreactive band was detected.
Traces of the 704-kDa band were detected in the 5ER. No HSL immu
noreactivity was detected in the nuclear (N), mitochondria (M), rER, and
Gnli apparattis (G) suhfractions
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FIG. 6. Testicular FC and EC levels and
HSL activity during postnatal testicular de
velopment. Total lipids in 16e 51f and tTf

,— obtained from 6-, 11-, and 21 -day-old as
( weIl as aduit testes were extractcd. The FC

and EC were separaled by TLC and quanti
fied by gas-liquid chromatography. 16e EC
and EC are expressed as mg choleslerol/g
total protein. Values shown are the mean ±
SEM o) three independent experimens. The
FC and EC concentrations decreased with
tesiicular development in the ST) and 11f,
but this decrease was significant only for
EC in the T) of adult testes (P < 0.05 vs.
6-day-old sample). 16e FC:EC ratios were
calculated and compared with the HSL ac
tivity n the same 51f and 11f. 16e HSL ac
tivity paralleled the FC;EC ratios in the 51f
(r = 0.80, P < 0.01, n 10) and in the 1f
tr= 0.71, P<0.05, n 10).
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Serum Levels of Testosterone

The serum testosterone levels were determined by
ELISA and compared with the fl$L activity and the relative
HSL protein levels. figure 8 shows that serum têstosterone
levels decreased significantly with the onset ofpuberty (11-
day-old group) up to 21 days afler birth, relativeiy to the
level recorded during the neonatai period (6-day-oid group)
(P < 0.05). Testosterone Jevels were increased significantly
in the adult (P < 0.001). The serum testosterone levels
correlated with the changes recorded in the HSL activity in
the ITf(r 0.91, P < 0.001, n 12) and STf(r 0.60,
P < 0.05, n 12) and with the changes in HSL protein
levels in lTf (r = 0.89, P < 0.001, n = 12) and STf
(r 0.97, P < 0.001, n 12).

HSL Immunolocalization in Tissue Sections

Controls performed using the second antibody alone or
preimmune serum showed no reaction product (fig. 9a).
The HSL immunohistochemical localization was performed
with the same antibody used in the Western blot analyses.
The HSL was detected in the Sertoli celis in ail age groups
studied (f ig. 9, b—h), including in neonatai group before
the onset of puberty (fig. 9b). The HSL was localized in
elongating sperrnatids and Sertoli ceils, where its distribu
tion was stage-specific in the aduit testis (Fig. 9, f—h). The
1-ISL immunoreactivity was most intense in tubules at stage
X of the cycle of the seminiferous epithelium following the
release of mature spermatids into the lumen, when the HSL
immunoreactivity accumulated near the base of the Sertoli
cells (Fig. 9g). The l-ISL was detected in the endothelial
cells lining blood vesseis within the inierstitial tissue ofthe
testis (Fig. IOa). Within the excunent ducts, HSL immu

( noreactivity vas most intense in celis lining the tubuli recti
or straight tubules and the rete testis (figs. 10, b and c).
The HSL labeling was moderate within the epididymis (fig.
10, d—g).

Localization of HSL in Epididymal Spermatozoa

Controls performed with preimmune senim showed non
specific labeling in the midpiece of the tau of epididymai
spermatozoa (fig. lia). The HSL localized principally to
the equatoriai segment of the head (Fig. 1 lb) and, occa
sionally, in the postenor acrosomal segment of spermato
zoa.

DISCUSSION

Contribution of cholesterol to the tubules requires the
action of several enzymes. Sertoli ceils reportedly have the
capacity to synthesize cholesterol from acetate in vitro [421.
Although no evidence exists that tubules contribute signif
icantly to androgen production in vivo, if the capacity to
synthesize cholesterol also exists in vivo, this would require
factors 10 regulate this capacity with the metabolic demands
imposed on Sertoli ceils by the cyclic production of genn
cells. In the normal testis, more than haif the germ cells
will die by apoptosis before reaching maturity, and many
will be phagocytosed by Sertoli cells, leaving accumula
tions of cellular debris and stacks of FC-rich, germ ccli
bom membranes in lysosomes [43]. Despite this contribu
tion of cholesterol to Sertoli ceils, because cholesterol is a
component of ail germ ceil membranes, inciuding sper
matozoa [44, 45], the cyclicai release of spermatozoa offers
a constant challenge to the homeostasis offC in the tubules
that demands the action of regulatory mechanisms. The
Sertoli celis are involved in the cyclical phagocytosis of
EC-rich Iipid droplets [43] contained within the spermatids’
residual bodies. It bas been suggested, yet neyer shown,
that Sertoli celi phagosomes contain esterases and lipases,
and that these would process lipids borne by residual bodies
and liberate the subunits or “building blocks” necessary
for new iipid synthesis [46]. The present study addrcsses,
10 mir know)edgc for the first lime, the qtiestion of tise

FC and EC in STI
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FIG. 7. Triglyceride (TG) ieveis and HSL activity in the STf and ITf during
postnatal testicular development. The TG were assayed in the STf and ITT
prepared (rom 6-, 11-, and 21-day-old as weIi as adult testes. Values
shown are the mean ± SEM of three independent experiments. No sig
nificant differences in TG levels were detected throughout testicular de
velopment. Comparison of the TG levels and HSC activily in the same
te5ticular fractions (rom animais of the same age groups showed no cor-
relation betwecn TG leveis and HSC activity in both the STT (r = —027
mot significanll) and ITf (r = —0.34 mot significanti).

putat1ve presence of HSL in Sertoli celi lysosomes. The
base of the Sertoli celi is continually exposed to changing
plasma cholesterol levels. The suggestion that Sertoli celis
possess Apo B and .Apo E receptors for the uptake and
degradation of low-density and high-density lipoproteins
[47] indicates [bat the supporting celis could actively reg
ulate supplies of cholesterol within the tubules.

The present study substantiates previous reports con
ceming testicular HSL [10, 13—161. The detection ofguinea
pig testicular HSL with larger molecular masses (104, 110,
and 120 kDa) than the HSL expressed in other tissues,
namely, in the adipose tissue (90 kDa), is in agreement with
the resuits of studies in other species [10, 15, 16, 48]. In
addition, because measurements were made here using en
riched tissue fractions bom of distinct compartments of the
testis rather than whole-testis extracts, as used in previous
studies, the resuits extend over other studies and show that

- HSL activity rather than HSL protein levels was higher in‘ Tfthan in STf in the aduit. Moreover, the resuits show that
rISL activity and HSL protein levels increased in parallet
in both ITf and STf throughout devetopment, except in the
STfofthe aduit, in which the protein levels increased more
rapidly than the enzymatic activity. Signiflcantty, 1-ISL

FIG. 5. Serum testosterone concentration during testicular development.
Setum testosterone levels were rneasured by ELISA and expressed as ng/
ml. Values shown are the mean ± SEM of five independent experiments.
P < 0.05 for 11- and 21 -day-old vs. the 6-day-old samples, P< 0.001

adult vs. 6-day-old samples.

mRNA reportedly increases in steroidogenic tissues (i.e.,
adrenal glands and testis) but remains constant in the adi
pose tissue during development in the rat [14]. Here, as
sessments of the FC, EC, and TG levels were made using
the same fractions in which HSL protein levels and enzy
matic activity were measured. The results show that FC and
EC leveis decreased in both the interstitial tissue and the
tubules during development. The results also show that fC:
EC ratios were approximately the same in ITf and STf in
the aduit (approximately three), but that they were near two
in the STf and near one in the ITf dunng the early phase
of development. These resuits suggest a regulation of cho
lesterol esterificationlde-esterification in the two cellular
compartments of the testis during adulthood different from
that during development. They also suggest a difference in
this regulation of cholesterot esteriflcationlde-esterification
in each compartment, at least during the early phase of
development. In addition, the resuits show that a sharp in
crease in testostetone secretion was accompanied by a de
crease in EC in the ITf and by an increase in HSL activity,
coincidentally with a decrease in the number of lipid drop-
lets in the Leydig celis (unpublished data) in the adult.

The finding that guinea pig Leydig ceils were flot posi
tively Iabeled by antibodies against recombinant rat HSL
in the present shidy could be interpreted in one of two
ways. Either no HSL is in the Leydig celis, or the amount
of HSL present in the ceil is less than the detection limit
allowed by the immunohistochemical technique used in this
study. Based on the observation of FC and PC levels that
are targer in guinea pig lTf than in the STf throughout
development (except in the aduit, in which these tevels are
roughly the same), the finding of a significantly higher HSL
activity in the ITf than in the STf of ail age groups, and
our recent unpublished observation ofHSL-positive Leydig
celis in mink testis, the second alternative is greatly fa
vored. 1f the suggestion shows itself to be correct, this
would support to the notion that HSL may play a role in
providing adequate arnounts of FC for use by Leydig ceils
as a precursor of the testosterone necessary for the sticcess
of spermatogenesis. In addition, the present finding of a
strong, positive correlation ofHSL activity with FC:EC ra
tios in both ITf and STf provides additional support to the

HSL actlvlty and TG In STf
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FIG. 9. Immunohistochemical Iocalizalion of HSL in developing (estes. Tissue sections ta) ncubated with preimmune serum or with the second antibodyatone showed no reaction product. The HSL immunolabeling was detected in Sertoli cells from 6 (b)-, 11 (c)-, 14 (U)-, and 21-day-old guinea pigs (e). TheHSL immunoreactivity was observed within the epithelium throughout devetopment (b—c). In the adult testis (f—h), HSL was detected n the elongatingspermalids (open arrows) and Sertoli ceils tclosed arrows(, in which the enzyme svas distributed in minute accumulations throughout the cdl and tisedistribution of the HSC immunoreactivity varied in a stage-speciric manner, being mosl intense in stage X following tise release of mature spermatucua
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notion that HSL is the oniy chotesterol ester hydrolase in
this tissue, and that the fC:EC ratios and the enzymatic
activity measured in this study using PNPB as subsirate
reflectthe activity ofHSL in the STf, ITf and spermatozoa.
The HSL exhibits both cholesterot ester and TG hydrolase
activities [49], and the activity of HSL toward cholesterol
esters roughly equais that toward triacylglycerol in rat ad
ipose tissue [49]. The finding here that testicular HSL en
zymatic activity correlated with tubular and interstitial
fC:EC ratios, but flot with TG levels, is in agreement with
the report that HSL—J— knockout mice possessed no cho
lesterol esterase activity but did possess residuai 1G lipase
activity in the testis [4].

Here, ail measurements were performed during the neo
natal period, puberty, and adulthood, thus allowing for cor-
relation of a physiotogical event typical either to the inter
stitial tissue or the tubules with a particular phase of testic
ular development, namely, a peak in semm testosterone lev-

in the lumen cf the tubute, when the enzyme accumutated near the base
al the Settali colis tg). A sharp decrease was found in the HSL immuno

( reactivity coinciclentai b the appearance cf older classes of spermatocytes
such as the diplotene spermatocytes during stage Xl (h). The HSL immu
noreactivity was low for tise remaining stages of the cycle of tise semi
niferous epithelium Tise stages of tise cycle are indicated in roman nu-
marais. Di, Diplotene spermatocytes; I, leptotene spermatocytes; p,
pachytene spctmatocytes; pi, preleptotene spermatocytes. X 780.

609

FIG. 10. immunolocalization of HSL in tise interstitiai tissue of the aduit testis and aduit testicular excurrent ducts. Tise HSC immunoreactivity wasintense in tise endotheliat celis lining tise biood vessels Iarrow) 0f tise interstitial tissue ta). Within tise testicular excurrent ducts, tise reaction was mostintense (arrow) in the celis cf the tubuli recti 1cr straight tubules) (b) and cf the rete testis (c). From tise head (d) to tise tau regions (g) of tise epididymis,tise usual characteristic changes, sucis as decreascd epitheliai height and decreased heigisi 0f stereo cira, were noticed, Tise HS1 tabeling was heaviesiin tise distat part of the body le) and in the proximai part cf tise tau (0 cf tise epididymis. X780.

els in the adult and meiosis during puberty. The present
study recorded an increase in HSL protein levels and activ
ity in STfthat coincided with periods (i.e., the 21-day-oid
and aduit groups) charactedzed by numerous pachytene

FIG. 1 1. immunofluorescence localization cf HSC in epididymal sper
matozoa. al Epididymal spermatozca incubated wlth preimmune serum
(control) sisowed a weak labeling in tise midpiece of tise tait (arrowhead);
however, the remainder ai tise ceil, including tise beaU (open curved ar
row), showed no tabeling. b) Tise HSL immunotabeling was detected in
tise equatorial segment of epididymal spermatozoa (Open curved arrow).
In tise midpiece, the nonspecific labeling was similar to tise one ohtaincd
whcn the preimmune secum was taud tarrnwheacti. X 780.
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spermatocytes in the tubules, reflecting intense rneiotic ac
tivity. Moreover, the finding of a decrease in HSL labeling

,— coineidental to the appearance of diplotene spermatocytes
within the aduit seminiferous epithelium hints at a link of
HSL with a particular class ofgerm ceils, namely, the sper

matocytes. In addition, the present finding of increased
HSL immunoreactivity in the tubules during stage X (i.e.,
two stages of the cycle of the seminifermis epithelium pos
terior to the release of mature spennatids in the lumen)
suggests a role of HSL in the processing of lipids borne by
residual bodies. In the present study, HSL accurnulated near
the base of Sertoli ceils in stages following the release of
spermatids. This distribution of the enzyme coincides with
an increase in lipid droplets that has been documented in
the same location and during the same stagès of the cycle
in other species [46, 50, 51]. However, other morphometric
analyses have stressed that although EC-containing lipid
droplets increased in tubules coincidental to the release of
mature spermatids during spermiation, their numbers were
maximal during the stages of the cycle of the seminiferous
epithelium that were associated with meiosis [46]. Several
pathological conditions leading to an arrest of spermato
genesis at the pachytene spermatocyte stage were report
edly accompanied by an accumulation of lipid droplets in
Sertoli cells [52, 53]. In HSL—/— knockout mice, the cho
lesterol esters are increased [4]. The HSL may play a role
in cholesterol mobilization during spermatogenesis. The
finding here ofthe 104- and 120-kDa HSL immunoreactive
bands, of measurable HSL activity in spermatozoa, and of
the 104-, 110-, and 120-kDa bands in the lysosome subfrac
tion of the aduit testes, in which the enzyme is presumably
not active (because HSL has an optimum pH of 7), suggests
that part of HSL may originate from germ cells and be
imported by Sertoli ceils.

Using subfractions of STf, the present study provides, to
ouï knowledge for the first time, evidence that testicular
HSL is localized in the cytosol, sER, and lysosomes of
Sertoli ceils. The 110- and 120-kDa immunoreactive bands
in the lysosomal subfraction ftom the STf obtained from
aduit guinea pig testis may correspond to the 113- and 127-
kDa proteins typically reported in mature rat testis [10].
That the 110- and 120-kDa bands were flot detected in the
lTfofthe adulÉ indicates that the enrichcd tissue fractions used
in this study were flot contaminated with each other. More
over, despite the small but unavoidable contamination of the
enriched subcellular fractions with other subfractions, the find
ing oftbe HSL immunoreactive hands of 104-, 110-, and 120-
kDa only in the lysosomal subfraction and the detection of
the 104-kDa hand in the cytosol subfraction as well as of
traces of the 104-kDa in the sER subfraction indicate that
the contamination ievel with other subfractions was lower
than the detection limit of the HSL allowed by Western
blotting. Other studies have reported that the testis contains
two additionai large bands [10, 13J, but this is the first
report showing that the bands are present principally within
the tubules. The 1-tSL bas been reported to be a cytosolic
enzyme [54—56], and our finding ofa 104-kDa band in the
cytosol is in agreement with the resuits of these earlier re
ports. The trace levels of a 1 04-kDa band detected in as
sociation with the sER subfraction may suggest a possible
involvement of the enzyme in the lipid metabolism at this

,—- location. The present study contributes the first evidence
that Sertoli celi lysosomes contain ail three HSL immuno
reactive bands. The lysosomal HSL likeiy originates from
Sertoli cells, because except for the step 7 spermatids, and
unlike Sertoli cells, the germ ceils were reported to contain

no lysosomes [57]. In this study, the HSL relative protein
levels paralleied HSL activity in STf for up to 21 days afier
birth, whereas in the aduit, the increase in enzymatic activ
ity did not correlate with protein expression, suggesting the
accumulation of part of the enzyme in lysosâmes. This
could explain, in part, the relativeiy low activity of the en
zyme in tubules of the adult testis, because H$L is inactive
at lysosomal pH.

The finding of HSL in guinea pig Sertoli celis as well
as in elongating spermatids is in agreement with those of
othet immunocytochemicai [16] and in situ hybridization
studies in the rat [15]. Testicular HSL mRNA has been
reported in mouse round spermatids [5$]. Transcription
could be initiated in round spermatids and translation in
elongating spermatids. The present findings of a 104- and
120-kDa HSL immunoreactive bands in spermatozoa and
of HSL enzymatic activity in epididymal spermatozoa sup
port the notion that the enzyme plays a role in regulating
the proportion of cholesterol relative to other classes of
lipids in the plasma membrane of spermatozoa consistent
with the acquisition of fertility. Moreover, the present orig

inal localization of HSL by immunofluorescence to the
equatoriai segment of epididymal spermatozoa is consistent
with a role in spermatozoa-oocyte interaction. Cholesterol
levels were increased in spermatozoa during maturation in
the epididymis [59, 60] and decreased during capacitation
[61], and this parameter is reportedly associated with the
induction of progressive motility and fertility in male gam
etes [62]. More significantly, a disruption in the proportion
of membrane choiesterol in sperrnatozoa has been identified
to be a cause of infertility in the human [63], which gives
new impetus to the research conceming the impact of tes
ticular HSL on male fertility.

A temperature-resistant form of cholesterol ester hydro
lases has been reported in Sertoli cells and Leydig cells and
a temperature-sensitive form of the enzyme only in Sertoli
ceils in rat testis [39, 40]. This latter form was reported to
be active at 32°C, inactive at 37°C, and responsible for an
increase in FC;EC ratios in cryptorchid rat testes [39—41,
52]. The guinea pig possesses scrotal testes, yet no differ
ences were recorded in the HSL activity assayed at 34°C,
or the physiological temperature of the testis, and in the
one assaycd at 37°C, or the body temperature, in the prcsent
study. Species differences are possible. Birds, for instance,
possess intra-abdominal testes, and their testicular HSL
likely remains fiinctional at high temperature (i.e., 43—
45°C).

In the interstitial tissue of the testis, HSL localized pre
dorninantly to the endothelial cells of the blood vessels.
One of the surprising results here was that H$L is abundant
within testicular endothelial cells but not within Leydig
cells or endothelial celis of the epididymis. This suggests
that the testicular endothelial cells, which most likely were
responsible for the bulk of HSL detected in the interstitial
fraction by Western blotting, undergo a maturation process
unique to the testis during development. In addition, the
present study reports, to our knowledge for the first time,
the presence of the enzyme in excurrent ducts of the testis
and, in particulai in the celis lining the tubuli recti and the
rete testis, where HSL immunoreactivity was intense. The
presence of abundant HSL in the tubuli recti is consistent
with the localization ofHSL in Sertoli cells, because tubuli
recti are lined with cells similar to Sertoli cells. The HSL
might conceivabiy be related to the numerous lipid droplets
typically found in the excurrent ducts, or the enzyme might
play a role in either the testosterone synthesis that bas been
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docurnented b take place in this location [641 or the mod
ifications of membrane Iipids reported to occiir in sperma
tozoi during their transit through the excurrent ducts [60].
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ABSTRACT

The rote of cholesterol differs in the two -compartments of
the testis. In the interstitial tissue, cholesterol is necessary for
the synthesis of testosterone, whereas in the seminiferous tu
bules, membrane cholesterol content in developing germ ceils
witl influence the gametes’ fertility. Here we evaluate the hor
mone-sensitive lipase (FISC) modulation of the cholesterol me
tabolism in each compartment of the testis. Two HSC immuno
reactive bands of 104- and 1 08-kDa were detected in Western
blots performed with polyclonal anti-human HSL antibodies in
the interstitial tissue (ITO- and seminiferous tubule fSTf)-en
riched fractions generated from testes harvested at 30-day in
tervals during puberty and, in the aduit mink, during the annual
seasonal reproductive cycle. Epididymal spermatozoa expressed
a 104-kDa FISC isoform, and FISC was active in these ceils. 1m-
munolabeling localized HSL to interstitial macrophages; Sertoli
celis, where its distribution was stage specific; spermatids; and
the equatorial segment of spermatozoa. Total HSL protein levels,
specific enzymatic activity, and free cholesterol (FC):esterified
cholesterot (EC) ratios varied concomitantly in SIf ami ITf ami
reached maximal values in the adult during the period of max
imal spermatogenic activity. In STf, HSC-specific activity corre
lated with FC:EC ratios but flot with triglyceride levels. In STf,
high HSL-specific activity occurred concomitantly with high
FSH serum levels. In lTf, HSL-specific activity was high during
periods of low serum prolactin levels and high serum testoster
one levels. The results suggest that 1) modulation of cholesterol
metabolism in individual testicular compartments may be reg
ulated by HSC isoforms expressed by distinct cells; 2) interstitial
macrophages may be part of a system involved in the synthesis
of steroid hormones and in the recycling of sterols in the inter
stitium, whereas in the tubules, recycling could be ensured by
Sertoli cells; 3) there is distinctive substrate preference for tes
ticular HSC; and 4) HSL may be the only cholesterol esterase in
this location.
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Sertoli ceils, testis, cholesterol, hormone-sensitive lipase (HSL)

INTRODUCTION

113e regulation of intracellular cholesterol metabolism in
the testis involves severa] enzymes, including hormone-sen
sitive lipase (FISL). which is believed to adjust available
free cholesterol (fC) supplies to the needs of the celi by
hydrolyzing esterified cholesterol (EC) []J. The functional
and biological significance of HSL in testicular physiology
is demonstrated by the report that HSL knockout (KO) male
mice showed high testicular cholesterol ester leveÎs accom
panïed by the absence of cholesterol esterase activity and
by sterility due to oligospermia [2—5]. Furthermore, exper
imental inhibition of the cholesterol ester hydrolase induces
an increase in EC levels in whole mouse testis extracts that
is accompanied with a decrease in senim testosterone levels
[6]. The recent finding of an accumulation of diglycerides
(DG) in HSL KO mice could be ofparticu]ar interest in the
role of HSL in the acquisition of fertility by spem3atozoa
in vïew of the involvement of diglyceride derivatives dur
ing the acrosome reaction. These reports give impetus to
ftirther research on the impact of testicular cholesterol on
male ferti]ity.

The testis is made up of seminiferous tubules separated
from each other by the interstitial tissue; cholesterol is con
tained in both cellular compartments. Although Sertoli cells
are known to be capable of synthesizing cholesterol fron3
acetate [7], there is no evidence that tubules make physi
ologically significant contributions to androgen production.
Cholesterol is indispensable to alt ceils; howevet; the cho
lesterol concentration must be regulated to prevent exces
sive accumulation of the compound within the ceil, which
would compromise vital cellular fiinctions. We attempt to
address the hypothesis that, to preserve the integrity of the
fonctions typical of each compartment of the testis, namely,
the synthesis of testosterone in the interstitium and the pro
duction of fertile gametes in the tubules, the main enzymes
implicated in the regulation of intracellular cholesterol, and
specifica]ly HSL, have w act differently in each location of
the testis for maintaining adequate cholesterol concentra
tions. The stridies described herein were designed to test
this hypothesis by defining the differential HSL protein ex
pression and activity and the localizatton of the enzyme in
each individual con3panment of the testis and by assessing
the relationship of HSL in each compartment to senim pi
tuitary hormone concentrations for the flrst tirne in the
mirik. Here. we took advantage of the following two facts:
I ) the male mink is a seasonal breeder with an annual sea
sonal reproductive cycle that includes an active spermato
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genic phase with and an inactive phase without production
of spermatozoa [8, 9] and 2) developrnental and seasonal
testicular changes are accompanied by variations in serum
hormone levels [10]. In addition, the use ofthe mink mode!
allows the unique advantage of distinguishing factors that
i-egulate testicular cholesterol rnetabolism during postnatal
sexual maturation ofthe developing testis from those acting
during the seasona! annual reproductive cycle in the aduit
testis.

MATER IA[S AND METHODS

Source of Chemicals and Antibodies

Fluoresçein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-rabbit lgG, aikaline
phosphatase-conjugated anti-mouse IgG, PMSF, soybean trypsin inhibitor,
BSA, 14 diazabiscycio-[2.2.2) octane (DABCO), p-nitrophenylbutyrate
(PNPB), and a triglycerides (1G) detection kit were obtained from Sigma
Aldrich, (Oak-ville, ON, Canada). Anti-h vimentin, biotinylated anti-rabbit
lgG, collagenase D, leupeplin, aprotinin, antipain, pepstatin and Lumi
lightP chemiluminescence detection kit were purchased from Boebringer
Mannheim, (Lavai, PQ, Canada). Peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG,
peroxidase-conjugsted anti-mouse lgG, and tetramethyl-rhodamine iso
thiocyanate fTRITC)-conjugated anti-mouse lgG were purchased from
]ackson ImmunoRes Lab, (Mississauga, ON, Canada). The NCL-MACRO
mouse monoclonal macrophage marker was obtained from Novocastra
(New Castle-Upon-Tyne, UK). Peroxidase-conjugated streptavidin was ob
tained from Molecular Probes, (Eugene, OR). Goat anti-guinea pig lgG
was from Antibodjes Inc., (Davis, CA). Mouse monoclonal anti-hfSH was
from Cedarlane, (Hornby, ON. Canada). The testosterone ELISA kit vas
purchased from American Laboratory Products, (Windham, NH). Mini
mum essential medium (MEM) was purchased from Gibco-BRL. (Oak
ville, ON, Canada). The Bradford protein measurement reagent was from
Bio-Rad (Mississaugu, ON, Canada). Somnotol was purchased from MCI
Pharrnsceutical, tMississauga, ON, Canada).

Animais

Male mirik (Mustela vison) were purchased from the R.B.R. Fur Farm
(St. Marys, ON, Canada) and from the Visonnière St. Damase (St. Da
mass, PQ, Canada). Each animal was individuaily caged and fed a high
protein diet. Animais were kept under natural lighting conditions, and they
were allowed food and water ad libitum. AnimaIs were anesthetized by
an intraperitoneai injection of 0.9 ml/kg body weight of Somnotol (MTC
Pharmaceutical, Cambiidge, ON, Canada). The protocol was approved by
Ihe Université de Montréal Animal Care Comminee. Testes were dissecled
from neonatal (30—90-day-old), pubertal (115-, 150-, and 200-day-old),
and adult (1—2-year-old) mink. Adult mink were killed monthly throughout
the annual reproductive cycle. A monthly caiendar had been initially pro
posed by Pelletier [8] to evaluate the dynamics in the germ ccli population
throughout the annual reproductive cycle in the adult mink. In the present
report, the method of Pelletier [8] was used for the identification of the
perm cells. The collection of tissues took place during the last week of
each month from blrth throughout adulthood. Five mink per age group
were used except for the onset of puberty, where 10 animaIs were used.
The tissues were not pooled but treated individually

Isolation of Seminiferous Tt,bule and Interstitiai
CeIi-Enriched Fractions

Freshly decapsulated testes were placed in cold MEM contsining 0.25
mg/ml collagenase D and 0.1 mgJml soybean trypsin inhibitor in s water
bath equipped with a shaking mechanism set at 80 cycles/rnin and 37CC
and processed as described elsewhere [Il]. Further separation wss
achteved by centrifugation st 600 rpm for 20 min in a GS-6R Beckman
centrifuge (Beckman, Mississauga, ON, Canada) equipped with s GH 3.8
rotor. Tue resulting seminiferous tubule-enriched fraction (STfl, in thc pcI
let, and the interstitial cell-enriched fraction (lTf), in the supernatant, were
washed in PBS (137 mM NaCI, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO4, 1.5 mM
KH,PO, pH 7.4) and, except for HSL activity measurements, homoge

Ç, ntzed with s glass tissue grinder in PBS containing 2 mM phenylmethyl
sulfonyl fluoride (PMSF), I mM EDTA, 2 g/ml leupeptin, and 2 g/mI
aprotinine on ice. Purity of the enrjchcd fractions was evaluated by light
microscopy.

Epididymai Spermatozoa

Epididymal spertnatozoa were obtained b)’ dicing aduit inink caudac
of epididymides in cold PBS. The resulting ccli suspension was filteied
through s 74-tim mesh and centrifuged at 2000 mm for 15 min in a GS
6R Beckman centrifuge to recover the spermatozna. The gametes were
resuspended in 10 mM Tris-HCI, pH 8, containing I mM EDTA forS min
10 lyse contaminating epithclial and blond cells [12]. For HSL immunoblol
analyses, spermstozoa were diluted 1:1 in cold PBS containing 2 mM
PMSF, I mM EDTA, 2 .cglml leupeptin, snd 2 ig/ml aprotinine ami were
sonicated in a Fisher Sonic dismembrator (Fisher, model 300; fisher, Far
mington, NY) at maximum setting during three consccutive intervals of
30 sec cadi. For HSL immunofluorescence localization, spermstnzoa were
diluted in PBS, placed on poly-L-lysine-coated coverslips at s density of
I X 106 cells/mt, and air dried.

Isolation of Testicular Macrophages

Macrophages were isolated from 11f obtained from normai adult rnink
testes killed in Febmary using the protocol of Hulson [13]. Bricfly, the
11f were washed in PBS and resuspended in MEM containing 5% FBS.
Thc 11f suspension was plated on ccli culture Petri dishes and tncttbsted
in a 95% air/5% C02 stmosphere at 37°C for 3 min. NexI, nonadherent
ceils were discarded. Adherent cells (predominantly macrophages) were
scraped off and cultured in MEM contsining 5% FBS for 24 h on poly
L-lysine-coated coverslips.

Antibodies Against HSL

Antibodies against Immun (h) HSL were gencrated in rabbit L 14]. Rab-
bit antiserum was afflnity purified against the recombinant hHSL coupled
to a CNBr-activated Sepharose 4H column (Amersham, Pharmacia Bio
tech, Soins, Sweden). Tue affinity-purified antibodies are specific for HSL
snd do flot Cross-reset witlt other proteins upon Western blot analysis of
tissue extracts. The spcciflcity of HSL antibody wss tested using mink
adipose tissue as positive control. In addition, controls werc made with
anti-HSL preadsorbed with hitman adipose tissue obtained from autopsies.
Human tissue was obtained followtng written consent ofthe close family.
For negative controls, preimmune semm as weIl as the prtrnary or sec
ondary antibody alone were used.

Electrophoresis and Western Blots

Twenty micrograms of total proteins of each STf and’or lTf satnple
wcre dcnanired in electrophoresis sample buffer and losdcd on s 10%
polyacrylamide minigel, sttbjected 10 electrophoresis, ami clectrotrans
fefred onto njtrocellulose membranes. Membranes were blocked wtth 5%
skim milE in Tris-buffered saline (TBS: 140 mM NaCI, 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4) for 60 min ut 37°C and then incubated with anti-HSL (1:150
dilution) or monoclonal anti-h vimentin (1:1000 dilution) for 2 h at 37°C.
Membranes were thoroughly rinsed and incttbated with peroxidase-con
jugated anti-rabbit IgG (1:2000 dilution) or peroxidase-conjugated anti
mouse lgG (1:2000 dilution). Antigen-antibody complexes were revealed
by enhanced chemiluminescence.

Immunolabeling

Testes were perfusion flxed with PBS, pH 7.4, followed b)’ Bouta
hxative, and then were cmbedded in paraffin. Endogcnous peroxidasc ac
tivity was inhibited wilh 0,3% hydrogen peroxide (H,O,) as previously
described [II]. Labeling ‘vas donc following the protocol described earlier
[Il]. Blocking of nonspccific binding was achicved with 0.5% skim milk.
Sections were jncubated with anti-HSL (1:35 dilution) and next with bio
tinylated snti-rabbit IgG (1:1000 dilution) followed by peroxidase-conju
gated streptavidin (1:200 dilution) [Il]. Controls included the use of
preimmune or preadsorbed semm and ot the second antibody alone.

Fluorescence Microscopy

Spermatozoa were flxed-pcrmeabilized with —20°C methanol for 10
min and processed as described elsewhcrc [II]. Preparations were incti

bated with 3% skim rnilk in PBS to block nonspecific binding. Nexi, ceils
were tncubated wjth anti-hI-15E (1:6 dilution) for 60 min at 37°C, rinsecl
with PBS, and incubated with FITC-conjugated anti-rabbit lgG (1:400 di
itt ion).

Tcsticular macropbage-eiiriched fractions wcre ftxed svitli formalde
hydc n PBS and pemieabilized wittt scetone us described elsewhere [15].
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Blocking of nonspecific labeling was achieved with 3% skirn milk in PBS
To test for the presence of HSL in lesticular macrophages, Ihe ceils were
(‘ated with a mixture of antibodies consisting of rabbit anti-hHSL (I:

lution) and the mouse monoclonal macrophage marker NCL-MAC
RO (1:20 dilution) for 60 min at 37°C. Next, cefls were incubated with
goat FITC-conjugated anti-rabbit I9G (1:400 dilution) and donkeyTRlTC
conjugated aliti-mouse lgG (1:150 dilution).

Coverslips were mounted in PBS-glycerol (1:1) containing 5°/o DAB
Co.

HSL Enzyrna tic Activity

To estimate HSL activity, a spectrophotometric esterase assay based
on the hydrolysis of PNPB was used as described earlier [11, 16]. STf,
lTf, spermatozoa, and adipose tissue vere homogenized on ice in 0.25 M
sucrose, I mM EDTA, pH 7.0, 1 mM dithioerythreitol, 20 ig/ml leupep
tin, 2 jig/mi antipain, I p.g/ml pepstatin. Aliquots of 10—20 p.g of protein
of each sample were incubuted with PNPB (diluted in acelonilril) sud
buffer (0.1 M NaH,P04, pH 7.25, 0.9% NaCI, I mM dithioerythreitol) at
37°C for 10 min. The reaction was stopped by addition of 3.25 ml of
methanol:chloroform:heptane t 10:9:7). Afier centrifugation at $00 g for 20
min. solutions were incubated for 3 min aI 42°C and Ihe absorbance of
Ihe supernatant was rneasured at 400 nrn in an ultraviolet spectrophotom
eter (UV 160; Shimatzu, Corporation, Japan). The enzymalic activity was
expressed in units, one unit being eqiuvalent 10 the release of I j.inol of
p-nitrophenol/min. AIl samples were analyzed in triplicate and the HSL
activity vas related 10 the total protein concenlration of the sample.

Free and Esterified Cholesterol Measurernents in STf
and 11f

Measuremenls were performed as described earlier [Il]. Briefiy, Iipids
in the samples were extracted in hexane:isopropanol (3:2 vlv) containing
the intemal standards, stigmastetol and stigmasteryl oleate, at room tem
perature (RT). Next, lipid extracts were dried under N2, resuspended in
chloroform, and separated b)’ thin-layer chromatography (TLC) on silica
G250 m plates with hexane:diethyl ether:NN4OH(c) (80:20:1) as the sol
vent. The separated lipids were visualized by placing Ihe TLC plates in a
chamber of iodine vapors. Areas corresponding to the separated cholesterol
and cholesteryl esters were marked and the iodine was allowed to sublime.
The areas containing cholesterol, which also contained the stigmasterol
internaI standard, werc scrsped into a glass tube containing chloroform:
meihanot (2:1). The mixture was vortexed, centrifttged al 10w speed, and
the supernatant used for analysis. The cholesteryl ester bauds, which also
contained Ihe stigmasleryl oleale internaI standard, were scraped mb s
glass tube and hydrolyzed in KOH by heating al 80°C for 30 min. A fIer
cooling, 0.5 ml of H,O and I ml of hexane were added, the mixture was
vortexed, and the phases were separated by low-speed centrifugation. The
upper hexane layer, containing the choleslerol and the internai standard
sligmaslerol, was used for analysis [17]. The cholesierol samples were
analyzed by gas-Iiquid chromalography (Gas-Liquicl Chromalographer
6890 scries; Hewlett-Packard, Boise, ID) using a Supelco SPB 1701 col
umn (Sigma-Aldrich) as described by Brown et ai. [1$]. The average elu
tion limes for cholesterol and stigmasterol were 17 and 22.5 mm, respec
tively. Quantification vas performed by reference 10 the intemal standard
stigmasterol. The sensilivity of the method was 4 ng cholesterol.

Triglyceride Determination in 51f and 11f

Quantification ot’ TG in STf and lTf was carried out using a kit ac
cording to the manufacRirer’s prolocol. TG were hydrolyzed 10 glycerol
sud free fatty acids by incubation with a lipase. The glycerol produced
was measured by coupled enzyme reactions catalyzed by glycerol kinase,
glycerol phosphate oxidase, and peroxidase. The sensitivity ofthe melhod
vas 0.01 g of glycerol/L.

Determination of Serum Levels of LH, FSH, Prolactin,
and Testosterone

Bovine 3LH (NIH AFP-8 102), rabbit anti-rat LH (NIH lC-3
AFP571292393), hFSH (AFP-7298A), rabbil anti-h PFSH tNIH IC-3
AFP$9l$91). c-prolacttn (AFP24SIB), and guinea pig anti-c-prolactin

1062091 GP) were generouslv donated by Dr. A.F. Partow. Scientific
ctor of t lie National Hormone and Pi ttti lary Program of tise National

Insutute of Diabetes sud Digestive and Kidiiev Diseases.
LB concentrations ocre messurcd bv dotiblc antibodv-sandwich

ELISA. Bovine j3L1-i diluted in t). 1% BSA in PBS was uscd SS lise alun
dard. Weils of unrnulon 2 high-binding nhicrotiter plates (Dynex Technol
ogy, Chantilly, VA) were coated with 201) 111 rabbit anti-rat f3LH (1:1000
diltition ils P85) for 6 h. Blocking of nonspecific binding was performed
with u biocking buffer (42 mM Tris base, pH 7.0, 50.65 mM NaCI, 14.61
mM sucrose, 0.19 nsM MaCh, 0.1 mM ZnCI,, 0.25 mM tlsimerosal, 0.1%
OSA, and 1.32 ml/L Tween 20). Two hundred microljters of tise standard
dilution or semm sample were added. Aber an overnight incubation ai
room temperature (RT), anti-boviise 3LH monoclonal mouse antibody (I:
200 diltttion purchased from Dr. E Roser, Depaoment of Animal Science,
University ofChlifornia, Davis, CA) was added. Plates were incubaled for
2 h al RT and, next, incubated with alkaline phosphaiase-conjugated anti
mouse lgG (1:3000 dilution). Aber a 2-h incubation period, 200 pi of 3
nsM p-nitrophenyl phosphate in 0.05 M Na,C03 and 0.05 mM MgCI,
were added to each weli. Plates were incubated for two additional hours
al RI The enzymattc reaction was read al 405 ism using u microtiler plate
reader (Beckman, Mississauga, ON, Canada). Dilutions of mink serum
were paraliel 10 the LH standard curve. Ail sampies and standards were
assayed tn triplicate within the same experiment. Tise restiits are expressed
in terms oC NIH bovine LH standard. Tise sensltivity of tIse assay was I
ng bovine LH/mI. Ail sampies were measured us oise assay. Tise inlraassay
coefficient oC varialiois was 11% (n = 25).

The FSH concentrations were measttred b3’ applying a protocol siinilar
to tise one used for LB determination. Rabbit aisti-hiSfSH t 1:1000 dilution)
“as used for coating tise plates and a mouse moisoclonai anti-hfSH as lise
second antibody. The IsFSH was used as standard. Tise resulls were cx
pressed in ierms of NIH hFSH standard. Tise sensitivily of lise assay was
0.5 ng/nsl. TIse intraassay coefficienl ofvariatiots svas 9.5% (n 30), AIl
samples and standards were assayed in triplicate within the same experi
ment.

Serons prolactin coticentrations were measured by Iseterologous dou
ble-aislibody RIA in a single run, as previousiy described [191. lis brief.
serum satsspies (200 pI) were itscubaled wiih 100 il of a 1:7(1000 dilution
of tise firsi Ab (guiisea-pig aisti-c—proiaciin) aisd 50 iI of 251-iabeled c
prolactin for 16—18 is at 4°C. Subsequeistiy, 200 111 of assay buffer con
taining goal anti-guinea pig lgG at s 1:12 diiulion aisd were added 10 tise
tubes, vorlexed, and incubated for 3—4 h. Tise reaclion was slopped by
additiois of 2.0 ml oC coid distilied water, followed b3’ centrifttgalion lit

1500 X g for 30 min ai 4 def. The inlraassay coefficient of variation svas
4.35%. Tise sensitivity of tise assay ‘sas 1.0 isg/ml. Ail serons sanWles
were anaiyzed in tripiicate.

Tesloslerone concentration ils miisk sera ‘sas measurcd bv ELISA. Tise
sensitivity of lise nsellsod svas 0,07 isg/issl. Ail samples were measureci In

oise assay. Tise ilstruassay cocfficieist of varlatiois ‘sas 5.2%.

Data and Statistical Analyses

Tise relative HSL protein content of scsnised immuthoreactive hands in
Western blots svas estimated b3’ deissitomelry iSciois image Software; Sci
ois Corporation, Frederick, MD). Tise banda of tisrec iisdependent immu
isobiots were scanned usiisg a laser scatsner (Astra i200S; Umax Dala
Sysleiss, lisc., Haincisu. Taiwan, ROC). Descriptive slatistics are preseisbed
in tise foriis of figures with means ± SEM. Pearson correlatiois coefficieists
were calcuialed for subsets of variables tisat were observed us tise sarne
animal. For cadi variable, a multivariate oise-way ANOVA svas used wilh
age as Ihe faelor and tise variable as tise compotsetst of tise response vector.
Posi isoc comparisoiss (t-lests) between age groups were performed wilis
tise Boisferroisi (Dunn) meilsod. Wlsere neeessary, iogaritismic transfor
mations were apphed. TIse significaisce ievci of 0.05 was uscd. Ail anal
yses were carried oui witls SAS software (SAS hsstitute, Cary, NC(.

RESU US

Adult female mink were bred during the tnating period
March 7—2$. The period from mating to blastocyst foi-ma-
tian extends over 6 days, and it is followed by a variable
I $-day average delayed implantation and by a fixed 30-day
period from implantation to parturition, averaging a total of
54 days of gestation, which in certain conditions may \‘ary
from 40 to 70 days [201. In mink, the neonatal period cx
pands from birth (usually in May) to about Day 90 after
btiih. This s followed by puberty, which extends from Day
91 ta Day 252 after bitlh; thts period includes the comple
(loti of spel-matogenests by Day 240 after bilth and the ap
iiearance of spemia(ozoa lfl the epididymis some 12 days
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FIG. 1. Validation o) the specificity of anti-hHSL antibodies in rnink tis
sues. Western blot analyses were performed on mink ST[ and adipose
tissue using anti-hHSL antibodies. A) Iwo irnmcinoreactive band o) 104
and 108 kDa were detected in STI, whereas in the adipose tissue )Fat) a
90-kDa band was observed. B) No immunoreactivity was observed in STf
and Fat when the membrane was incubated with HSL antibodies pread
sorbed with human adipose tissue.

later in January [8]. The annual seasonal reproductive cycle
in the aduit includes 1) an 8-mo-long active spermatogenic
phase, which begins with the division ofthe spermatogonial
stem ceils in August and ends by the end of March and 2)
a 4-mo-long inactive spermatogenic phase, or testicular re
gression, from April to the end ofJuly [8]. The duration of
the cycle of the seminiferous cycle. has been estimated to
be 58 days in the mink [21], and sperniatozoa are produced
from the end ofJanuary to the end ofMarch [8].

Western Blot Analyses

Western blot analyses performed with anti-hHSL re
vealed two immunoreactive bands of 104 antI 108 kDa in
the STf (Fig. lA, STf) and a 90-kDa band in mink adipose
tissue (fig. lA, fat). Adsorption ofanti-hHSL with human
adipose tissue caused a major decrease in the intensity of
the immunoreactive bands in mink tissues (Fig. I B), dem
onstrating that the anti-hHSL antibody recognizes the en
zyme in mink tissues. Western blots performed with preim
mime semm were negative (flot shown).

Both the 104- and l08-kDa HSL immunoreactive bands
were present in mink STf and ITf however, the intensity
of the two hands varied during development antI the annual
reproductive cycle. In addition, the changes detected were
different depending on the hand and on the testicular com
partment under study. In the SU, the 104-kDa band was
stronger during adulthoDd and the active spermatogenic
phase, whereas the 1 08-kDa hand was more intense during
penods when spermatogenesis was flot completed (Fig.
2A). A 104-kDa immunoreactive band was detected in ep
ididymal spermatozoa when membranes were overexposed
(Fig. 2B). Because we did flot detect expression ofthe 108-
kDa hand in spermatozoa, we reasoned that this isoforrn
could be expressed only by Sertoli celis withiri the serni
niferous tubules. We therefore analyzed the levels of the
intermediate filament protein vimentin, which is normally
expressed by Sertoti celis but not spenrlatozoa. Vimentin
leveis in the same STf samples showed a profile of varia
tion that was similar to that ofthe 108-kDa HSL hand dtir
ing developrnent and during the annual reproductive cycle
in the adult (Fig. 2C). In the interstitial compartment, the
expression of the 104-kDa protein also increased coinci
dentally with adulthood and the active spermatogenic phase

Ç, and in May—June, while the 108-kDa protein was mainly
expressed during development and testicular regression
(Fig. 2D).

A B
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FIG. 2. Western blet analyses o) HSL in STI and ITt during developrnenl
and the annual reproductive cycle and in epididyrnai spermatozoa. SI).
lTf, and spetmatozoa were obtained as explained in Materials and Metfr
eUs, section and 20 pi total homogenate o) each sample was loaded on
polyacrylamide gels. The Western blot analyses presented in ihïs figure
are representative of six independent experiments. A) Two inlmunoreac
tive bands o) 104 and 108 kDa were detecied in SI) throughout puberty
and the annual reproductive cycle; the intensity o) the 1 04-kDa band in
ihe samples of Match, April, May, and June to some extent masks the
108-LDa hand. B) The 104-kDa HSC immunoreactive band was also de
tected in epididyrnal sperrnatozoa tSpz) when membranes were overex
posed. C) The profile o) vimentin levels in ST) mimicked that o) the 108-
kDa HSL Inimunoreactive band in the SI). Vimenlin was not detected n
epididymal spermatozoa tSpz). D) In the lIt, the 104-kDa band svas de
tected in ail age groups. The 108-kDa HSL immunoreactive band was
apparent in 115- and 200-day-olds and in Ihe adult saniple of August.

HSL Concentration and HSL (Esterase) Activity in 51E
and lTf

Densitometry analyses of the 104- and 108-kDa HSL
immunoreactive hands in the STf and 11f were canied out
on six independent immunoblots similar to those shown in
Figure 2 (fig. 3). The 104- and 108-kDa hands were always
detected in the 51f, whereas only the 104-kDa HSL was
detected in the ITfof ail age groups studied. The 108-kDa
HSL expression in STf and ITf was inversely related to the
number of germ cells present within the seminiferous w
bules: high during developrnent and testicular regression
but low during the active spermatogenic phase (Fig. 3, A
and B). In the STfand ITf the expression ofthe 108- and
the 104-kDa HSL immunoreactive hands together as well
as the expression of the I 04-kDa atone increased with de
velopment. whereas these were lowest by the onset of the
next seasonal spennatogenic phase in he adult (Fig. 3).

HSL activity measured at 34 and 37°C gave similar val
ries. HSL-specific activity was generally lower in the STf
(Fig. 3A) than in (lie 11f (fig. 38). HSL-specific activity
increased significantly in both STf and lTf with the coin
pletion of spermatogenesis in the adult during the active
phase of the annual reprodiictive cycle (Fig. 3, A antI B).
HSL-specific activity increased with the levels 0f the 108-
and 104-kDa HSL proteins together and with the levels of
the l04-kDa HSL protein atone in STf and ITf. The en
zymatic activity decreased more rapidty than the prOteln

AkDa BkDa

C 116- 116-

96-
I;

96-
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levels (fig. 3, A and B). In addition, HSL was active in
epididymal sperrnatozoa (42 mU/mg protein).

Correlation Between HSL Activity and EC, EC,
and Triglyceride Levels in the STf and 11f

b search for a potential conelation between the choies
terol metabolism and HSL activity in the two testicular
compaitments, fC and EC, were measured in the STf and
11f. In the STf, FC levels were high throughout puberty.
In the adult, during the annual reproductive cycle, fC levels
decreased from the end of the active sperrnatogenic phase
to the first haif of testicular regression (fig. 4A). During
the second halfoftesticular regression, FC levels increased
with the loss of gemi ceils (fig. 4A). EC concentrations
decreased significantly in STf during development (Fig.
4A). In the adult, EC levels were low during the active
spermatogenic phase up to the first haif of testicular re
gression, whereas they increased during the second haif
(fig. 4A).

In the I1f fC and EC levels showed similar profiles:
high during puberty and low in the aduit in febniary (fig.
43). The fC and EC levels were low in 11f during the
active spermatogenic phase up to the first haif of testictilar
regression, but they increased during the second half (fig.
43).

The fCIEC ratios followed a profile similar to that of
HSL activity in STf: both parameters increased in the aduit
in february (Fig. 4C). Ihe FC/EC ratios were highest in
STf during the active spermatogenic phase, but they de
creased with the loss of germ cells during testicular regres
sion and increased again with the onset of the next active
spet-matogenic phase (Fig. 4C). The peak in FC/EC ratios

Q
appeared I mo later in the 11f than it did in the STf (fig.
4D). There vas a strong positive correlation of FC/EC ra
tios and HSL activity in the STf (r = 0.85. P < 0.05) but
not in the ITf(r = 0.35).

Triglyceride Levels in 51f and 11f

The TG content showed little variation in the SIf from
puberty to adulthood (Fig. SA). Ihe TG levels reached peak
values by the second hatfoftesticular regression (Fig. SA).
The 1G profiles were similar in STfand 11f (Fig. 5, A and
B). There was a srnall increase in TG levels concomitantly
with a rise in HSL activity in $1f and 11f in febmary,
whereas a more dramatic increase in 1G levels was accom
panied with a decrease in HSL activity in June (fig. 5, A
and B). Correlation of 1G levels with HSL activity was
found in neither STf (r = 0.18 P < 0.05) nor 11f (r
—0.10).

Irnrnunohistochemical Studies

No reaction product was observed in controls perforrned
with either the preimmune serum or the second antibody
alone (not shown). Immunohistochemistry studies on pu
bertal mink testes showed that HSL immunoreactivity was
localized to Sertoli celi cytoplasmic processes sunounding
germ ceils throughout puberty (Fig. 6a). HSL was also de
tected in elongating spennatids (from step 8 to step 19 sper
matid) as well as within the Sertoli celI cytoplasmic pro-
cesses that sttrrotmd gemi celis in the aduit (fig. 6, b—f).
Ibis enzyme was detected in alt stages of the cycle of the
serniniferous epithelium. HSL was abundant near the base
of the Seiloli cefls, particularly during stage X, i.e., two
stages of the cycle following the release of mature sper
matids into the lumen of the tubules in this species (Fig.
6f). Witbin the interstitial tissue. HSL was localized to the
endothelial cells of the capillaries and to some interstitial
celis resembling macrophages (Fig. 6d). The presence of
the enzyme was confimied in cultured macrophages ob
tained from adult mink testes harvested in February using
immunofluorescence labeling (Fig. 7, a and b).

Because the histological changes taking place in the
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FIG. 3. HSL protein levels and HSL activity in STf and 1f. lhe 1 04-kDa (open bars? and 1 08-kDa (closed bars) HSL protein levels exptessed in arbitrary
units and norrnaiized to the protein content in the samples are cornpared with the HSL activity t—•—). Ihe values shown are mean ± SEM o? six
independent experirnents for the assessnlent of HSL protein levels and of three independent experinlents for the HSC activity. A) Ihe variations recorded
n the 104- and 1 08-kDa HSL isoform levels were not significantly different fron, each other in the 51f. B) In the 1f, the levels of the 1 08-kDa isoforrn

were significantly higher in the 200-day-olds than in the 11 5-day-oids and in the aduit rnink of August )P < 0.05). In addition, the levels of 104 +

108 kDa together and of the 104 kDa were significantly higher in the 11f of the 200 day olds and in the aduit rnink killed in February, March, Ma)’,
and June than in lTf of the 115 day nids and of the aduit rnink of Augusi tP < 0.05). Ihe panels A and B show the HSL activity assayed at 37’C. The
HSL activity was significantly higher in February than in the 115-, 150-, and 200-day-olds and in the aduits in April, May, and Jcine in the 51f 1+ P <

0.05). In the 1f, HSL activity was significantly higher in February than in the 1 15-day-olds and in the aduli rnink in April, May, iune, and August t+P
< 0.05).
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FIG. 4. Free and esterified cholesterol levels and HSL activ)ty in 51f and 11f. FC (—fl—) and EC (—e—) are expressed as mg cholesterol/g protein.
The values shown are mean ± SEM of three independent experiments. A) FC levels were high in 51f in the 115-, 150-, and 200-day-olds and in the
aduits during February, june, and August t°P < 0.05 adults of March, April, and May versus the 11 5-day-oldo and the aduit mink of lune and Atigust).
EC levels were high in the 115 day olds and in the aduits of June and August but were significantly decreased during adulthood in February, March,
April, and May (+P < 0.05 in the aduit mink of February, March, and April versus the 11 5-day-olds and the aduits in June and August). B) In the 11f.
FC and EC levels were high in the 115-, 150-, and 200-day-olds and in the aduits in lune and August. Only the EC was significantly decreased in the
Tf(+P < 0.05, adult mink in February, March, and April versus the 115-day-old5 and the aduit mink in lune and August). C) EC/EC ratio5 C-.’—) and

HSL activity )_•—) both ncreased sharply and significantly in 51f in February tP < 0.05, FUEC ratios in February versus the 11 5-day-oldo and the
aduit mink of lune and August). D) In (lie if, the peak of HSL activity was in February whereas the peak in FCIEC ratios was in March )‘P < 0.05 FC/
EC ratios in March versus the 1 15-, 150-, and 200-day-olds and the adult mink of Ma3’, June, and Augu5t).

mink testis during puberty have been reported to mimic
those that take place in the aduit during testicular regression
but in reverse sequence [8] and because the changes in HSL
immunolocahzation taldng place during puberty were sim
ilar to those encountered in the aduit during testicular re
gression, to avoid redundancy, only the data gleaned during
testicular regression will be presented here (Fig. 8, a—d).
HSL was localized to Sertoli ceils throughout testicular
gression (Fig. 8, a—c) from the time of the collapse of the
lumen (fig. 8h) to the progressive disappearance of sper
matids (Fig. 8c) up to the onset of the next spermatogenic
phase in August (fig. 8d). The presence of HSL in geins
ceils was observed for as long as there were elongated sper
matids stiil remaining within the regressed tubules.

Epididymal spermatozoa incubated with preimmune se-
mm showed occasional nonspecific labeling in the mito
chondrial sheath of the tau (fig. 9a). HSL was localized
principally to the equatonal segment of the head, where it
showed a typical pattem (Fig. 9b), and occasionally in the
postacrosomal segment.

Gonadotrophin, Prolactin, and Testosterone Serum t evels
During Puberty and the Annual Reproductive Cycle

Serum LI-1 concentrations were highest by the onset of
puberty and decreased thereafter. In the aduit, serum LH
levels were high during the active spermatogenic phase and
they decreased by the onset of the next seasonal reproduc
tive cycle (Fig. 10). Serum FSH levels were high through
out puberty (Fig. 10). During the annual seasonal repro

( ductive cycle, they were high from the active spennatogen
ic phase to the first half of testicular regression, but they
decreased coincidentally with the disappearance of most

germ celis during the second half of testicular regression
(fig. 10). Serum prolactin levels were low during puberty
(Fig. 10). In the aduit, prolactin secretion was low during
the active spermatogenic phase; it rose significantly during
the first haif of testicular regression to decrease sharply
from the second half of testicular regression to the begin
ning ofthe next recrudescence period (Fig. 10). Serum tes
tosterone levels were low during puberty. During the annual
reproductive cycle in the adult, semm testosterone levels
were high during the active spermatogenic phase and de
creased to basal levels during tise rest of the annual repro
ductive cycle (fig. 10).

DISCUSSION

Differential HSL Expression, Localization, and Activity
in Individual Cornpartrnents cf the Testis

This is the first snidy 0f the testicular HSL in a seasonal
breeder. Because the measurements were made here every
30 days rather than only sporadically as in most shidies that
used seasonal breeders, this swdy provides a more com
ptehensive and accurate account of the impact of HSL on
testicular cholesterot metabolism. In addition, because the
present measurements were made in serniniferous tubule
and interstitial tissue-enriched fractions rather than in
whole-testis extracts, this study provides new and more pre
cise insights into the role and the dynamics of tise enzyme
in individual cellular compartments of the testis. Two HSL
immunoreactive bands of 104- and 108-kDa molecular
masses were detected in mink STfand 11f Howevet; in tise
mink adipose tissue, the I-151 molecular mass was 90 kDa.
Ït has been shown in other species that both HSL mRNÀ
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reproductive cycle wete similar to the variations detected
in the expression of the 108-kDa HSL isoform. Therefoce,
tise variations recorded herein in lO$4cDa [ISL protein lev
els are concomitant with the variations in the proportion of
Sertoli celis relative to tise germ cell population, suggesting
that the 108-kDa HSL ïsoform resides chiefly within Sertoli
celis. Western blot analyses showed tise presence of a 104-
kDa HSL immunoreactive baud in mink epididymal spet•
matozoa. Moreover, the present immunohistochemical stud
ies show the Iocalization of HSL to mink spermatids and
confirm other immunohistochernical [lI, 24] and in situ
hybridization studies [25], suggesting together that haploid
genn ceils conn-ibute rnost to the content of the I 04-kDa
isoform in the STf.

The finding that I-ISL accumulated near tise base of the
mink Sertoli ceils foliowing tise release of mature spenna
tids and the accumulation of residual bodies and the ob
servation that HSL labeling decreased in the tubules coin
cidentally with the appearance of diplotene spermatocytes
(present paper and [Il]) suggest an active participation of
Sertoli cells in the removal of residual body-bome lipids
and a particular chronology in tise action of the enzyme
during spennasogenesis. Distinct HSL isoforms cou[d be
synthesized within tise tubules in response to specific phas
es of tise genn celis’ development, favoring meiosis at one
time and, at other tirnes, tise shaping ofthe acrosome or tise
acquisition by the spermatozoa ofcholesterol levels that are
consistent with fertility. The observation that HSL localizes
to tise equatorial segment of mink epididymal spennatozoa
and tise finding that the enzyme is active in the male gamete
add support to tise notion that tise enzyme plays a role in
spermatozoa-oocyte interaction. The acquisition ofrnotility
and fertility has been associated with changes in cholesterol
content of the male gametes during tise epididymal transit
[26] and capacitation [27], and inadequate levels of cho
lesterol have been reported in infertile human spennatozoa
[28].

The activity of HSL in the STf varied during develop
ment and tise annual reproductive cycle. The finding here
that, in the STf. FC and EC levels were inversely related
tu tise number of germ celis isints to a close relationship
between tise metabolism of choiesterol and tise spennato
genic activity. In addition, the strong positive coiTelation of
HSL activity with fCIEC ratios but not with TG in STf
suggests a distinct substrate preference for testicular HSL
and, furtherrnore, that HSL may be the only cholesterol
esterase in the testis. The results are consistent with the
report that HSL —I— knockout mice possess no cholesterol
esterase activity but showed residual triglyceride lipase ac
tivity in tise testis [2]. The present finding that FCIEC ratios
in tubules were roughly twice those in the interstitial tissue
together with the observation that HSL-specific activity was
about 2-fold higher in the latter than in the former implies
a regulation of the enzyme expression and activity that is

115d 150d 200d Feb Mat Apr May lune M

FIG. 5. Triglyceride levels and HSL activity in STf and ITf. 16e variations
in TG levels (—A—) recorded in ST( (A) and ITf (B) in the 115-, 1 50-, and
200-day-old rnink were flot significantly different froni those recorded.
The values showo are the mean ± SEM of three ifidependefitexperiments.

and prote]n are larger in testis than in adipose tissue and
otiser HSL-expressing tissues [11, 22]. HSL expression in
creased during development, reaching maximal levels dur
ing adulthood in the STf and JTf in the mink. HSL protein
levets [II] and HSL mRNA [23] were also reported to in
crease in steroidogenic tissues, namety, the adrenal and the
testis, whiie remaining constant in the adipose tissue during
deveioprnent in continuai breeders.

In addition, this study shows that tise expression of both
HSL isoforms varied differently in each testicular com
partment during tise annual reproductive cycle.

Tubular Compartment

In the STf tise 108-kDa HSL isoform levels were higher
during tise periods when spermatogonia and spermatocytes
were present, whereas the I 04-kDa HSL protein levels were
maximal when spermatids and spermatozoa were plentiful.
Tise studies with vimentin, a marker present only in Sertoli
celis, showed that tise concentration of vimentin-containing
Sertoli cells in 51f samples vas lowest during periods
when spennatogenesis was complete, aithough tise total
number of Sertoli cells per testis remained constant throtigh
tise annual reproductive cycle iegardless of tise changes in
speniiatogenic activitv. In addition, tise profile of virnentin
concentrations recorded during development ami tise annua)

FIG. 6. lmrnunolocal)zation ot HS[ in piibertal and aduit testes har
vesteci in February. a) A lumen was flot yet present in the 11 5-clay-old
mint tubules. HSC rnrnunoreactivity svas Iocalized tarrows) tu Sertot celi
cytoiJiasmic processes surrounding yoclng germ celis (g). The stages ni 6e
cycle o( the sernini(eroLJs epithelium are ndicated bv roman numerals ai
the top of the igures (b—f). HSL n’as deiected in the elongated spermatids
lopen arrowu ancl Sertoli celis tclosed arrows). HSC n’as abundant near
the base o( the tubules during stage X of the cycle (fi. Within the interstitial
tissue HSC irnrnunoteactivity svas detected in the celis of the endothelium
of rhe blood capittaries tctosed curved arrowi ancl in sorne interstitial ceils
lopefl ctirved arrow) (di
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typicai in each compartment of the testis. The observation
that pathological, experimental, and seasonai arrest of sper
matogenesis were ail reported to be generally accompanied
with an increase in Iipid droplets [29—31] reinforces the
notion of a close relationship between Iipid metabolïsm and
germ ceti development.

Interstitia I Compartment

The present immunohistochemicai and fluorescence mi
croscopy studies showed that, within the interstitial tissue,
HSL localized to macrophages and endothelial ceils of the
blood vessels but not to Leydig celis. The lack of stainirig
for HSL in Leydig celis is in agreement with the report that
Leydig celis do not contain HSL mRNA [32]. The obser
vation that HSL was immiinolocaiized to mink testicular
macrophages within the interstitial tissue is in agreement
with the reports ofHSL protein and mRNA in macrophages
from murine ongin and in macrophage-like celi unes [33—
35] and with the observation of HSL mRNA in macro
phages from hurnan origin [36]. However, these findings
contrast with those that showed undetectable HSL mRNA
in mature human monocyte-derived macrophages [37, 38].
The Tmmber of macrophages/unit area of testicular intersti
tium has been shown ta increase significantly during pu
berty [39, 40], but this expansion is due largely to local
proliferation rather than originating from monocytes in the
peripheral circulation [41]. Thus, the variance in the source
of macrophages and in the differentiation state may account
for the discrepancies mentioned above in the detection of
HSL in macrophages. Furthermore, that the highest total
cholesterol levels corresponded to Iow HSL expression and
activity in the mink testicular interstitial tissue is in agree
ment with the report that HSL protein expression and en
zymatic activity are down-regulated by accumulation of
cholesterol esters in the mouse macrophage ceil une J774.2
[42]. Macrophages constitute a relatively important propor
tion of the celis in the interstitial tissue in the aduit testis
[43, 44]. There are abundant direct contacts of macrophages
with Leydig celis [45]. Experimental or genetic elimination
of macrophages from the testis causes a decrease in testos
terone production and a reduction offertility [46, 47]. Tes
ticular macrophages possess 25-hydroxylase mRNA and
convert ‘4C-cholesterol to ‘4C-25-hydroxycholesterol [4$].
25-Hydroxycholesterol is used for testosterone synthesis
when adrninistered ta the testis ofmacrophage-depleted an
maIs [49]. Testicular macrophages synthesize the 25-hy-

droxychoieslerol that is converted ta testosterone by Leydig
celis [50]. The present work shows that serum testosterone
concentrations correlate with increased HSL activity and
protein levels in the ITf. Taken together, these observations
provide strong support ta the notion of close cooperation
between Leydig ceils and macrophages in the synthesis of
steroid hormones in the testis. Macrophage HSL will free
choiesterol from esterified cholesterol ta be converted into
25-hydroxycholesterol taken up by Leydig ceils ta synthe
size testosterone.

In addition, testicular macrophages have been suggested
ta help remove lipofiiscin from Leydig celis in pinnipeds
[5 1] and bats [52] during testicular regression in preparation
for a recrudescence ofsteroidogenic activity, and this could
explain the increase in interstitiat tissue l-ISL protein and
enzymatic activity during May—June. Interstitial macro
phages may be part of a system that would be involved in
the recycling of sterols in the interstitial tissue, whereas in
the tubules, recycling could 5e ensured by Sertoli ceils. In
the interstitium, cholesterol has been localized in Leydig
celis and macrophages [53] and the contribution of 25-hy-
droxycholesterol ta Leydig celis by macrophages has been
shown [48]. In the Wbuies, cholesterol has been localized
ta germ cells [54] and ta lysosomes in Sertoli cells [11];
moreover, transfer ofsterols from gemi celis to Sertoli ceils
has been docurnented [53].

Relationship of Testicular HSL to Serum Pituitary
Hormone concentrations

HSL and cholesterol ester hydrolase have been shown
ta be identical proteins hydrolyzing cholesterol esters and
triglycerides, depending on the tissue [55]. In the adipose
tissue, lipotytic and antilipolytic hormones reportediy reg
ulate HSL activity tia reversible HSL pratein phosphory
lation rnediated by the cAMP-dependent protein kinase
(PKA) [56]. Activation of HSL by cAMP-dependent phos
phorytation leads to the translocation of the enzyme front
the cytoplasm ta the surface of the tipid starage droplets in
adipocytes [57, 58]. FSI-1 regulates steroid synthesis in Ser
toti celis via cAMP and PKA [59]. FSH couid contribute
ta the regulation ofchoiesterol levels within the tubutes via
cAMP-mediated HSL phosphorylation and thus ta the ac
tivation of the enzyme in Sertoli celts. The semm FSH
profites pravided herein, which are consistent with those
reported elsewhere [10, 60, 61], show that high serum FSH
tevets were concomitant with high HSL activity in the STf,
suggesting a possible reiationship between the twa param
eters. The report that cholesterol hydrolase can 5e restored
ta normal tevels foltowing FSH injection in hypophysec
tomized rats [62] provides additional support ta this notion.
The cAMP-dependent transduction pathway may also be
involved in the modulation of HSL protein expression in
the tubules. The expression of the cAMP-responsive ele
ment-binding protein and the cAMP-responsive elernent

FIG. 8. Immunolocalization o) HSF during leslicular regression. a and b
both show tubules in April, one lubule with a lumen ia). ihe other wlth
e coliapsed lumen b). HSL labeling tarrows) s abondant in Sertofi ceil
cvtoplasrnic processes surrounding ail classe5 of germ ceils, including the
)‘oLing unes lying next 10 the limiting membrane of the tubules a and bi.
cl HSC-positive dots are identified (arrows) within the thin Sertoli cdl
cvtoplasmic processes that surround the spermatocytes and spermatogo
nia stiil rernaining in this tubLile taken from e lestis harvested in lune In
tubules from lestes harvested in Augusi, labeling Iarrows) seas coniined
to Sertoli ceils dix 780)

Ç

I
FIG. 7. Immunofluorescence studies of HSL in testicular macrophages.
A testicular macrophage-enriched fraction was cultured and double la
beled fa) wlth the macrophage rnarker NCL-MACRO and (b) with anti
hHSC. Only NCC-MACRO.Iabeled celis in the cultures were HSC positive.
HSC inlrnunnreactivity showed the typical HSC-positive dols (arrose)
t X 698).



o

o

TESTICULAR IISL DURING II-lE MINK ANNUAL SEASONAL REPRODUCTIVE CYCLE 731

83

k:



732 KABBA] ET AL.
84

ç

FIG. 9. Immunofluorescence localization af HSL in epididymal sper
rnatozoa, Controls done with preimmune serum occasionally showed a
weak 5taining in the miiochondrial sheath ofthetail ta, open arrowhead).
HSL was localized to the posterior acrosomal segment and particularly
to the equatorial segment of the acrosome where the labeling was dis
ttibuted as a pair of eyebrows (b, arrows) (X780).

modulator in germ ceils and Sertoli ceils is correlated with
the fluctuation in cAMP signaling induced by f5H [63].
Increased expression of the transcription factor may boost
HSL expression in Sertoli ceils. This hypothesis is consis
tent with our finding of increased HSL protein levels in the
STf during the active spermatogenic phase, which is char
acterized by high serum FSH concentrations. LH regulates
steroid synthesis in Leydig celis also via cAMP-PKA [59].
However, the present data show a retationship between LH
semm levels and HSL activity in the ITf that is flot clear
cttt. This could be due to the fact that LH acts on Leydig
celis whereas interstitial HSL is Iocalized to macrophages.
In the present study, HSL activity in ITfwas inversely cor
related with senim prolactin levels. Macrophages possess
prolactin receptors [64]. Prolactin has been shown to moU
ulate proliferation and phagocytic activity in macrophages
[65, 66]. The increase in prolactin secretion in spnng may
cause macrophages to reduce HSL protein expression and

activlty in the interstttium, and this in hwn may be one of
the causes that would decrease testosterone synthesis by
Leydig ceils. The report that prolactin induces accumula
tion ofcholesterol esters in response to LI-I stimulation [67]
and the observation that prolactin inhibition of testosterone
production involves interstitial ceils other than Leydig ceils
in the rat [68] are in agreement with this hypothesis.

Surnrnar)/ and Concicision

The finding ofa differential HSL protein expression and
enzy1-natic activity in the interstitial tissue and seminiferous
aibules entails distinct cholesterol regulatory mechantsms
in individual compartments of the testis. This assomption
is further supported by the finding that the peak in fC/EC
ratios appeared I mo later in the interstitial tissue than it
did in the tubules. The finding of a strong cotTelation of
the fC/EC ratios with HSL activity in the tubules adds
support to the notion of a distinctive substrate preference
for testicular HSL and to the concept that HSL may be the
only cholesterol esterase in this location.
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FIG. 10. Serum CH, FSH, prolactin, and
testosterone profiles during developrnent

______________

and in adulthood during the annuel repro
ductive cycle. Serum LH t—+—), FSH
t—Â—t, prolactin t—I—l, and testoster
one t—.—) levels are expressed as ng
horrnone/ml. Values shown are the rnesn
± SEM of [ive independent experinlents.
Sertim LH levels were high in the 115.
day-old mink (P < 0.05) and decreased
thereafter. During the annuel reproductive
cycle, LH serum levels showed a decreas
ing trend toward the end oC testicular re
gression and the beginning of the next
spermatogenic phase. Serum FSH levels
showed an increasing trend coincidentally
with adulthoocl in February. In the adult,
serum FSH levels svere high (rom February
to May whereas they were lowered (rom
June to August. Serum prolactin levels
were 0w during development. In the
adult, they were Iow dtiring the active
spermatogenic phase and increased signifi
cantly in May (P < 0.05). There was e
sharp anti sïgnificant decrease in serum
testosterone leve(s in Febtuary )P < 0.051.
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0 4.3 DISCUSSION

4.3.1 Variation du taux de la protéine et de l’activité de la IISL au cours du

développement testiculaite chez le cobaye et le vison et chez le vison adulte

au cours du cycle reproductif annuel

Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’étude de la HSL testiculaire.

Nous avons établi la présence de la protéine de la HSL, mesuré son activité et déterminé

la modulation de son expression et de son activité dans les STf et les ITf durant le

développement testiculaire (chez le cobaye et chez le vison) ainsi que chez le vison

adulte durant la régression testiculaire saisonnière.

Les masses moléculaires de la HSL que nous avons trouvées chez le cobaye

(104-, 110- et 120-kDa) et le vison (104- et 108-kDa) étaient plus élevées que celle

trouvée dans le tissu adipeux de la même espèce, que nous avons utilisé comme contrôle

positif (90-kDa). Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres études faites sur

d’autres espèces, qui ont montré que la taille de l’ARNm et la masse moléculaire de la

HSL dans les testicules étaient plus élevées que celles du tissu adipeux. Chez le rat, le

testicule exprime un ARNm de 3,9 kb et une protéine de I 30-kDa comparés à l’ARNm

de 3,3 kb et la protéine de 84-kDa de la HSL exprimée dans le tissu adipeux (Hoim et

coll., 1987; HoIm et colI., 1988; Stenson Holst et coll., 1996). Dans le testicule humain,

l’ARNm de la H$L est de 3,9 kb, celui-ci est traduit en une protéine de 1 16-kDa, par

contre dans le tissu adipeux humain, l’ARNm de la HSL est de 2,8 kb et il est traduit en

une protéine de 88-kDa (Langin et coll., 1993; Stenson Holst et cou., 1996; Grober et

coll., 1997). La différence dans les masses moléculaires entre la HSL exprimée dans le

tissu adipeux et dans le testicule chez l’homme est due au fait que la 1-ISL testiculaire

contient 300 acides aminés de plus que la HSL des adipocytes (Stenson Holst et coll.,

G



$8

E,
1996). La 1-1SL testiculaire est codée par un ADN qui contient un exon spécifique au

testicule et neuf exons communs aux testicules et au tissu adipeux (Biaise et col!., 1999).

4.3.1.1 Variation du taux de la protéine et de l’activité de la HSL dans les STf et

les ITf chez le cobaye

4.3.1.1.1 Variation du taux et de l’activité de la HSL dans les STf de cobaye

Nous avons détecté la présence de la protéine de 1 04-kDa de la HSL dans les STf

durant la période néonatale, la pubei-té et la phase adulte. Ceci suggère que la présence

de cette protéine dans les $Tf ne soit pas liée à la spermatogenèse. En revanche,

l’augmentation du taux de la protéine de 104-kDa de la HSL durant le développement

testiculaire serait en rapport avec le développement des cellules germinales puisque le

tatix de l’ARNm de la HSL augmente de 25 fois le niveau foetal dans les testicules,

cependant, ce taux reste constant dans le tissu adipeux durant le développement chez le

rat (Kraemer et coll., 1991). Nous avons montré que l’augmentation du taux de la

protéine de I 04-kDa et de l’activité de la H$L se produit à 21 jours et chez l’adulte, ces

périodes sont caractérisées par la présence de nombreux spermatocytes pachytène dans

les tubules séminifères reflétant une activité méiotique intense. Le taux et l’activité de la

HSL pourraient être modulés par la présence de ces types de cellules germinales.

Plusieurs conditions qui provoquent l’arrêt de la spermatogenèse au stade spermatocytes

pachytène s’accompagnent d’une accumulation de gouttelettes lipidiques dans la cellule

de Sertoli (Johnson, 1970; Chung et Hamilton, 1975).

Durant le développement testiculaire, nous avons montré non seulement

l’augmentation du taux de la protéine de 104-kDa mais aussi l’apparition des isoformes

de 110- et de 120-kDa chez l’adulte. Nous avons détecté les bandes de 110- et de 120-

kDa de la HSL seulement chez le cobaye adulte dans les STf mais pas dans les ITf. Des
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études faites sur des homogénats de testicules entiers de rat ont montré que le testicule

contenait des bandes de la IISL de masse moléculaire aux alentour rIe 110- et 120-kDa,

ces bandes n’étaient détectées ni dans les autres tissus exprimant la HSL (Hoim et col!.,

1987; Kraerner et cou., 1993a) ni dans le testicule de rat prepubère (Kraemer et cou.,

1993a). Ces bandes étaient typiques de l’adulte, mais notre étude a montré pour la

première fois que ces bandes de la H$L étaient présentes dans les STf et les $pz mais

pas dans le ITf. Les différentes formes immunoréactives que nous avons observées dans

les $Tf de l’adulte seraient des isoformes de la H$L et non le produit d’une modification

par phosphorylation (Hoim et coll., 1987). La protéine de 120-kDa que nous avons

détectée dans le $pz et les $Tf de l’adulte pourrait être exprimée par les cellules

germinales et plus précisément par les spermatides. Une étude a montré chez l’homme,

que les cellules germinales haploïdes exprimaient un ARNm de 3,9 kb alors que les

cellules de Sertoli, les cellules germinales diploïdes et les cellules du tissu interstitiel

exprimaient un ARNm de 3,3 kb (Mairal et coll., 2002).

4.3.1.1.2 Présence de la IISL dans les lysosornes

Dans les STf de cobaye, nous avons montré qu’une partie de la protéine de 104-

kDa de la HSL était contenue dans le cytosol et une autre dans les lysosornes. De plus,

nous avons détecté les bandes de 110- et de 120-kDa dans les lysosomes. La HSL que

nous avons trouvée dans les lysosomes des $1f est probablement contenue dans les

lysosomes des cellules de $ertoli parce que les cellules germinales, à l’exception du

spermatide au stage 7, ne contiendraient pas de lysosomes (1-lermo et coll., 1994). Le fait

que nous ayons détecté la bande de 104-kDa et celle de 120-kDa dans les Spz et dans la

fraction lysosomiale des $1f de l’adulte suggère que la partie de la HSL dans les

lysosomes proviendrait des corps résiduels libérés par les spermatides matures et de

certaines cellules germinales apoptotiques phagocytées par la cellule de Sertoli. Blaise et

coil. ont montré par immunolocalisation, que les corps résiduels libérés par les
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spermatides matures contenaient un marquage très fort correspondant à la HSL chez la

souris et le rat (BIaise et coU., 2001).

La partie de la HSL contenue dans les lysosomes (la protéine de 104-, 110- et

120-kDa) pounait être inactive au pi-J acide lysosomal puisque cette enzyme a un pH

optimum de 7 (Stralfors et coli., 1987). Ceci explique le taux relativement plus élevé que

l’activité de la HSL chez le cobaye adulte, alors que le taux de la protéine de la HSL

variait d’une façon parallèle à son activité jusqu’à l’âge de 21 jours après la naissance.

4.3.1.1.3 Variation du taux et de l’activité de la HSL dans les ITf de cobaye

Par immunohistochirnie nous n’avons pas détecté la HSL dans les cellules de

Leydig. Ces résultats sont en accord avec ceux de Stensen et coll. qui ont noté l’absence

de l’ARNm de la HSL dans les cellules de Leydig ($tenson Holst et coil., 1994). En se

basant sur nos résultats trouvés chez le vison, de la présence de la HSL dans les

macrophages, la présence de la protéine de 104-kDa et l’activité de la HSL que nous

avons rapportées dans les ITf de cobaye pounaient être en relation avec l’expression de

la HSL par les macrophages et par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et

non par les cellules de Leydig. Nous avons montré que l’activité de la H$L était colTélée

au rapport CL/CE dans les TU et à la concentration sérique de la testostérone durant le

développement testiculaire. Dans les testicules, les macrophages contribuent à la

synthèse de la testostérone puisque l’élimination expérimentale ou la réduction

génétique des macrophages du tissu interstitiel cause la diminution de la production de la

testostérone et une réduction de la fertilité (Bergh et coll., 1986; Cohen et coll., 1996).

Les macrophages possèdent les enzymes nécessaires à la conversion du cholestérol en

25-hydroxycholestérol (Lukyanenko et coll., 2001), qui est converti, dans la

mitochondrie de la cellule de Leydig, en pregnénolone puis en testostérone (T-Iutson et
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cou., 1999; Nes et cou., 2000). La H$L des macrophages permettrait la libération du

cholestérol, celui-ci sera converti en 25-hydroxycholesterol.

4.3.1.2 Variation du taux de la protéine et de l’activité de la IISL dans les STf et

les ITf de vison

Chez le vison, nous avons noté la présence de deux isoformes de la I-ISL de 104-

et de 10$-kDa dans les STf et les ITf. Nos résultats montrent que l’expression des deux

isoformes de la HSL variait différemment dans chaque compartiment testiculaire durant

le développement testiculaire ainsi qu’au cours du cycle reproductif annuel. Dans les

STf, le taux de la protéine de 104-kDa de la HSL augmentait avec l’apparition des

cellules germinales durant le développement testiculaire. Nous avons détecté le taux

maximal de cette protéine chez l’adulte quand les spermatides sont abondantes dans les

tubules séminifères. Le taux de cette isoforme de la H$L diminuait avec la disparition

progressive des spermatides et des spermatocytes qui se produit lors de la régression

testiculaire. Les $pz expriment la protéine de 104-kDa, ce qui suggère que les

spermatides matures pourraient contribuer à la bande de 1 04-kDa que nous avons

observée dans les $Tf. Contrairement au taux de la protéine de 104-kDa qui augmentait

d’une manière significative dans les $1f et les Tif durant la phase active de la

spermatogenèse par rapport au développement et à la régression testiculaires, celui de la

protéine de 1 08-kDa diminuait fortement durant la phase active de la spermatogenèse

dans les STf et les ITf où l’activité spermatogénétique est maximale. Dans les $pz de

vison nous avons détecté la bande de 104-kDa de la H$L, par contre nous n’avons pas

détecté la bande de 10$-kDa. Nous avons remarqué que le taux de la vimentine, qui est

un marqueur dans la cellule de Sertoli et qui n’est pas exprimé par les cellules

germinales, diminuait fortement en février et mars par rapport aux autres âges étudiés.

Le nombre total des cellules de Sertoli dans le testicule reste constant durant le cycle

reproducfif annuel. La diminution de l’intensité de la bande de la vimentine pourrait
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s’expliquer du fait que la proportion de cellules de Sertoli dans les échantillons de

février et mai-s pourrait être plus basse que dans les échantillons de la période de

régression testiculaire dû à la présence de cellules germinales qui n’expriment pas la

vimentine. Ceci explique la variation en sens inverse du taux de la vimentine et du

nombre des cellules gerininales présentes dans les tubules. Puisque la vimentine et la

protéine de 10$-kDa varient de la même manière dans les $Tf, ceci suppose que la

protéine de 108-kDa pourrait être exprimée principalement dans la cellule de Sertoli.

Contrairement au taux de la protéine de I 04-kDa qui est maximal quand les spermatides

sont présentes dans les tubules, le taux de la protéine de 108-kDa est plus élevé quand

les spermatogonies et les spermatocytes sont présents indiquant que l’expression de

chacune de ces isoformes est en relation avec les types de cellules germinales durant la

spermatogenèse.

Dans les ITf, le taux de la protéine de 104-kDa et l’activité de la HSL

augmentaient durant le développement testiculaire. Comme la H$L est exprimée par les

macrophages et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et non par les cellules

de Leydig, l’augmentation du taux et de l’activité de la H$L dans les ITf, pourrait être

en relation avec le nombre de macrophage qui augmente significativement durant la

puberté (Hutson, 1990). Le taux sérique de la testostérone était corrélé à l’activité de la

HSL dans les ITf durant le développement et le cycle reproductif annuel. Il y aurait donc

une relation entre la protéine de 1 04-kDa dans les ITf et la production de la testostérone

par les cellules de Leydig. Cette relation serait par l’intermédiaire des macrophages qui

collaborent avec les cellules de Leydig pour la synthèse de la testostérone, comme ce

que nous avons expliqué plus haut.

En conclusion, nous avons montré que deux isoformes de la HSL étaient

exprimées par des cellules testiculaires distinctes. Dans les STf, le taux de chaque

isoforme est en relation avec le type de cellules germinales. Le taux d’expression de

chacune de ces isoformes variait différemment dans les STf et les ITf. L’activité de la
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HSL était plus importante dans les ITf que clans les STf durant le développement

testiculaire et durant le cycle reproductif annuel. Ceci pourrait être expliqué par une

régulation différente du taux d’expression des isoformes de la HSL et de l’activité de

cette enzyme dans les ITf et dans les STf en relation avec les besoins différents en

cholestérol dans chacun des deux compartiments testiculaires.

4.3.1.3 Activité de la IISL mesurée à 34 et 37 oc dans les STf et les ITf de cobaye

et de vison

Dans cette étude, nous n’avons pas trouvé de différence significative entre

l’activité de la 1-ISL dosée à 34°C et celle dosée à 37°C et ce aussi bien dans les STf que

dans les ITf chez le cobaye et le vison. Une étude a montré qu’il n’y avait pas de

différence significative entre l’activité de la HSL mesurée à 33°C et celle mesurée à

37°C chez le rat (Renston et coll., 1977). Par contre, d’autres auteurs ont rapporté

l’existence de deux formes de la HSL, une forme stable à la température présente dans

les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli et une forme sensible à la température

présente dans la cellule de Sertoli, cette dernière forme serait inactive à 37°C et

responsable de l’augmentation du taux du cholestérol estérifié lors de la cryptorchidie

(Durham et Grogan, 1982; Durham et Grogan, 1984; Wee et Grogan, 1993). 11 est

possible que cette différence soit liée à l’espèce ; les oiseaux par exemple, ont les

testicules contenus dans l’abdomen et leur HSL testiculaire resterait fonctionnelle à des

températures de 43-44°C.

4.3.2 Rôle de la IISL testiculaire : relation avec le cholestérol et les triglycérides

Nous avons montré que la concentration du CE diminuait dcirant le

développement testiculaire dans les STf et les ITf chez le cobaye et chez le vison. Ces
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résultats sont en accord avec ceux rapportés dans une étude qui a montré que la

concentration en cholestérol estérifié dans le testicule diminuait avec le développement

testiculaire chez le lapin (Renston et cou., 1 975). La diminution du CE était beaucoup

plus importante que celle du CL ; de ce fait, le rapport CL/CE augmentait durant le

développement testiculaire dans les $1f et les ITf. Le rapport CL/CE variait de la même

manière que l’activité de la HSL dans les $Tf et les ITf de cobaye et de vison. Ces

résultats suggèrent que la diminution du taux du CE que nous avons observée dans les

$Tf durant le développement testiculaire pourrait être due à son utilisation, après son

hydrolyse par la HSL, dans la formation de membranes de cellules germinales qui se

multiplient activement durant la puberté et la phase active de la spermatogenèse. En

effet, durant la puberté, il y a apparition de nombreux spermatocytes pachytène dans les

tubules. En plus, le diamètre des cellules germinales augmente entre les stages

préleptotène et pachytène, ce qui nécessite la synthèse de nouvelles membranes

cellulaires (Bellvé et colI., 1977). Ceci suggère que la I-ISL permette la régulation du

rapport CL/CE en fonction de la production de cellules germinales. En effet les souris

H$L7 sont stériles du fait qu’elles ne produisent presque pas de spermatozoïdes (Osuga

et coli., 2000; Chung et coll., 2001) et ont une élévation du CE dans la cellule de Sertoli

(Osuga et coli., 2000).

Dans les 11f, la concentration du CE diminuait d’une façon significative chez le

cobaye à 21 jours après la naissance et chez le vison à 200 jours après la naissance. Le

rapport CL/CE et l’activité de la H$L augmentaient durant la même période. Nous avons

montré que le pic de la testostérone plasmatique se trouvait chez le cobaye adulte et chez

le vison adulte au mois de février. L’augmentation du rapport CL/CE et de l’activité de

la H$L, ainsi que la chute du taux du CE chez l’adulte pourraient être dues à l’utilisation

de ce dernier pour la production de la testostérone après son hydrolyse par la HSL. Chez

le vison adulte, en régression testiculaire, la disparition progressive de spermatides et de

spermatocytes était accompagnée d’une augmentation du taux du CE, dans les $1f et les

ITf, avec une diminution du rapport CL/CE et de l’activité de la HSL, ce qui correspond
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à la diminution de l’activité spermatogénétique et à la diminution de la production de la

testostérone durant cette période inactive de la spermatogenèse.

Durant le développement testiculaire de vison, nous avons remarqué que la

diminution marquée du taux du CE dans les STf était observée au début de la

spermatogenèse alors que dans les ITf cette diminution se produisait à la fin de la

puberté, ce qui suggère que la régulation de la HSL soit différente dans les deux

compartiments testiculaires en fonction de leur besoin respectif en cholestérol libre, à

savoir la multiplication active des cellules germinales durant la puberté et la production

de la testostérone dont le pic se trouve chez l’adulte.

Contrairement au rapport CL/CE, nous avons montré que le taux des TG variait

d’une manière très différente à celui de l’activité de la HSL dans les STf et les ITf

malgré que les triglycérides représentent une réserve d’énergie qui puisse être utilisée

par les cellules testiculaires (Davis et coil., 1966). Nos résultats suggèrent que la HSL

testiculaire agirait plutôt sur le cholestérol estérifié que sur les triglycérides. Ce qui est

en accord avec le fait que les souris HSLI ne possèdent pas d’activité de cholestérol

ester hydrolase mais possèdent une activité résiduelle de triglycéride lipase (Osuga et

cotl., 2000). Toutes ces constatations indiquent que la HSL joue un rôle dans la

mobilisation du cholestérol durant la spermatogenèse.

En conclusion, dans le testicule, la HSL agit sur le cholestérol plutôt que sur tes

triglycérides. La HSL permet une modulation différente de l’estérificationlhydrolyse du

cholestérol dans les tubules séminifères et dans le tissu interstitiel en fonction du besoin

en cholestérol spécifique à chaque compartiment testiculaire.
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4.3.3 Localisation de la HSL clans le testicule et clans les canaux excréteurs

Nous avons localisé la HSL dans les cellules de Sertoti chez le cobaye et le vison

aux différents âges étudiés. En plus, nos résultats ont montré que l’expression de la HSL

dans la cellule de Sertoli de l’adulte variait avec les stages du cycle chez le cobaye et

chez le vison. D’antres études ont montré que le taux de l’ARNm et la protéine de la

HSL variaient avec les stages du cycle chez lé rat (Stenson Holst et coll., 1994; Stenson

Holst et coll., 1996). L’expression de la HSL dans les tubules était plus importante

durant le stage X c’est-à-dire deux stages après la libération des spermatides matures

dans la lumière des tubules sérninifères chez le cobaye et chez le vison. La HSL

s’accumulait à la base de la cellule de Sertoli dans les stages qui suivent la libération des

spermatides matures. Des études ont montré que le nombre et la taille des gouttelettes

lipidiques dans la cellule de Sertoli variaient aussi en fonction des stages du cycle de

l’épithélium séminifère chez plusieurs espèces, tel que le rat (Kerr et De Kretser, 1975),

la souris (Dietert, 1966), le vison (Onstad, 1967) et l’homme (Paniagua et colt., 1987).

Le maximum de gouttelettes lipidiques se trouvait après la libération de spennatides

matures (Lacy, 1967; Lacy et Pettitt, 1970; Ken et De Kretser, 1975). Les gouttelettes

lipidiques s’accumulent aussi à la base de la cellule de Sertoli durant les stages du cycle

qui suivent la libération de spermatides matures (Niemi et Kormano, 1965; Keii et De

Kretser, 1975). La variation du taux et la distribution de la HSL en fonction des stages

du cycle de l’épithélium séminifère chez le cobaye et chez le vison, semble suivre la

variation du nombre et la distribution des gouttelettes lipidiques. Cette enzyme jouerait

un rôle dans la mobilisation du cholestérol contenu dans les gotittelettes lipidiques et

dans le maintien d’un taux optimum du rapport CL/CE nécessaire au besoin de chaque

stage du cycle en cholestérol libre.

Par immunohistochimie, nous avons détecté la HSL dans les spermatides de

cobaye et de vison. Ce résultat est en accord avec d’autres données

d’immunohistochimie (Stenson Holst et coll., 1996) et d’hybridation in situ (Stenson
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Holst et cou., 1994) réalisées chez le rat, qui ont montré la présence de la HSL dans les

spei-matides allongées et les spennatozoïdes. L’ARNrn de la HSL apparaît dans les

spermatides rondes chez le rat ($tenson Holst et coil., 1996) et la souris (Biaise et coll.,

1999). Le taux d’expression de la HSL dans les spermatides augmente durant la

spermiogenèse (Mairal et coli., 2002). La HSL exprimée par les spermatides

interviendrait dans la libération du cholestérol nécessaire aux transformations que

subissent les spermatides durant la spermiogenèse.

La présence de la HSL dans les canaux excréteurs pourrait être en rapport avec le

métabolisme du cholestérol dans ces tissus. L’épithélium des canaux excréteurs du

testicule synthétise la testostérone (Robaire et Hermo, 1988). Cette enzyme pourrait

jouer un rôle dans la maturation des Spz dans l’épididyme et/ou dans la synthèse de la

testostérone par ces tissus.

4.3.4 La HSL dans les spermatozoïdes

Au cours de la maturation épididyrnaire, les $pz subissent des changements dans

leur membrane plasmique et en particulier une modification de leur contenu en

cholestérol (Johnson, 1970; Parks et Hammerstedt, 1985; Hall et coli., 1991; Rana et

coll., 1991). Le contenu en cholestérol de la membrane plasmique des Spz est un facteur

déterminant de leur motilité et fertilité (Davis, 1920; Sugkraroek et coll., 1991; Haidi et

Opper, 1997; Cross N.L., 199$). Nous avons détecté la HSL et mesuré une activité de

cette enzyme dans les $pz épididymaires de cobaye et de vison. Ceci suggère que la

HSL pourrait intervenir dans la maturation épididymaire des Spz en modulant le taux de

libération du cholestérol nécessaire à leur maturation et à leur fertilité. Cette hypothèse

est en accord avec le fait que les rares $pz trouvés dans l’épididyme des souris HSLI

n’étaient pas mobiles et n’étaient pas matures (Osuga et coll., 2000). De plus, les Spz

humains anormaux ont un taux de cholestérol plus élevé que celui des Spz normaux
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(acuja et col!., 1981). De même, une modification dans la proportion du cholestérol

par rapport aux phospholipides des Spz a élé identifiée comme une des multiples causes

d’infertilité chez l’homme (Sugkraroek et cou., 1991). Par immunofluorescence, nous

avons confirmé la présence de la HSL dans les Spz et déterminé que l’enzyme occupait

le segment éqtiatorial et l’acrosome. D’autres études ont montré que la HSL était

présente dans les Spz de rat (Stenson Holst et coli., 1996) et de souris (Biaise et coll.,

2001), mais notre étude a montré la localisation de la HSL dans le segment équatorial

des Spz. Le fait que l’enzyme soit localisée à l’endroit du contact spermatozoïde-ovule

et le fait qtie l’enzyme soit active dans les $pz épididymaires suggèrent que cette

enzyme jouerait un rôle dans l’interaction des gamètes.

4.3.5 Relation du taux de la protéine et de l’activité de la HSL avec les variations

des hormones (LII, FSII, testostérone et PRL)

4.3.5.1 La LH

Le profil de la LH trouvé chez le vison était en accord avec celui trouvé par.

d’autres études sur la même espèce (Martinet et eoll., 1992; Caillol et cou., 1995). Nos

résultats ont montré que la relation entre le taux sérique de la LEI et la HSL dans le tissu

interstitiel n’était pas claire, ce qui peut être dû au fait que la LH agit sur les cellules de

Leydig alors que la HSL du tissu interstitiel est localisée dans les macrophages. D’un

autre côté, comme nous avons montré la présence de detix isoformes de la HSL de 104-

et de I 0$-kDa dans les lTf, il est possible que l’effet de la LH soit différent sur chacune

de ces deux isoformes de la HSL. De même, le traitement de rats immatures par l’hCG

entraîne une augmentation de l’activité de la HSL dans le testicule, mais l’effet de l’hCG

sur l’activité de chacune des trois isoformes détectées chez ces rats était différent, ce qui

suggère que les isoformes de la HSL seraient régulées par des mécanismes différents

(Kraemer et col!., 1993a).
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4.3.5.2 La FS1I

Nous avons montré que le taux le plus élevé de la FSH dans le sérum coïncidait

avec le taux et l’activité les plus élevés de la HSL dans les STf de vison. Dans la cellule

de Sertoli, la FSH est le principal régulateur du taux de l’AMPc (Griswold, 1993).

Comme la H$L est contrôlée par les hormones qui agissent par le truchement de l’AMPc

dans le tissu adipeux (Hardie et coll., 1989; Yeaman, 1990), l’activité de la HSL dans la

cellule de Sertoli pourrait être régulée par la F$H. Comme la voie dépendante de

l’AMPc peut contrôler aussi la synthèse de certaines protéines par phosphorylation de

leurs facteurs de transcription (Griswold, 1993), la fSH pourrait être un régulateur de

l’expression de la HSL dans la cellule de Sertoli. De même, Durham et Grogan en 1984

ont montré que la FSH était nécessaire à l’expression de la HSL dans la cellule de

$ertoli (Durham et Grogan, 1984).

4.3.5.3 La testostérone

Le profil de la testostérone sérique que nous avons rapporté chez le vison était en

accord avec celui trouvé par d’autres études sur la même espèce (Boissin-Agasse et

Boissin, 1979; Sundqvist etcoll., 1988; Caillol et coil., 1995). Des études ont montré

que les macrophages testiculaires coopéraient avec les cellules de Leydig pour la

synthèse de la testostérone (Lukyanenko et coil., 2001). Les macrophages testiculaires

possèdent l’enzyme permettant la transformation du cholestérol en 25-

hydroxycholestérol, celui-ci est converti en testostérone par la cellule de Leydig (Hutson

et coll., 1999). Nous avons montré que la concentration sérique de la testostérone

colTélait avec le taux et l’activité de la I-ISL dans les ITf chez le cobaye et chez le vison

et que le pic de la testostérone chez l’adulte coïncidait avec la chute du taux du CE dans

les ITf et avec l’augmentation de l’activité de la HSL. Dans le tissu interstitiel du
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testicule c’est la HSL contenue dans des macrophages qui permettrait la libération du

cholestérol qui sera converti en 25-hydroxycholestérol.

Dans les STf, nous avons montré que le taux le plus élevé de la testostérone qui

se trouvait chez l’adulte conespondait aussi au taux le plus élevé du rapport CL!CE.

Comme la testostérone est impliquée dans la modification de la transcription des gènes

(Saez et cou., 1985; Mills, 1990), ceci suggère que la testostérone augmente l’expression

de la HSL afin de permettre la libération du cholestérol nécessaire à la formation de

nouvelles membranes cellulaires.

4.3.5.4 La PRL

Chez le vison, la concentration plasmatique en PRL était maximale durant la

régression testiculaire au mois de mai et minimale durant la phase active de la

spermatogenèse. Nos résultats de la PRL chez le vison étaient en accord avec ceux

trouvés par d’autres études sur la même espèce (Boissin-Agasse et coll., 198$; $tmdqvist

et coli., 1988; Martinet et coll., 1992). Le taux sérique de la PRL et l’activité de la HSL

dans les ITf variaient dans le sens inverse. Ceci veut dire que plus la PRL diminue, plus

la HSL est active. Or, nous avons montré que la HSL des ITf était localisée dans les

macrophages. Les macrophages possèdent les réceptetirs de la PRL, cette hormone

module la prolifération et l’activité de phagocytose par les macrophages (Dombrowicz et

coll., 1996; Gaytan et coll., 1994). Comme il existe une interaction entre les

macrophages testiculaires et les cellules de Leydig et comme ces deux types de cellules

coopèrent pour la synthèse de la testostérone (Lukyanenko et coll., 2001),

l’augmentation de la sécrétion de la PRL que nous avons observé au mois de mai peut

causer la réduction de l’expression de la I-ISL par les macrophages, donc une réduction

de l’hydrolyse du cholestérol estérifié. Ceci peut être une des causes de la diminution de

la synthèse de la testostérone par les cellules de Leydig.
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5. RÉSULTATS ADDITIONNELS PRÉLIMINAIRES

5.1 ÉTUDE DE LA HSL DANS LES SPERMATOZOÏDES

ÉPIDYDIMAIRES ET ÉJACULÉS DE BOEUF

5.1.1 Préparation des spermatozoïdes épidïdymaires et éjaculés de boeuf.

Notons tout d’abord que les épididymes de boeuf ont été obtenus de l’abattoir les

Cèdres de Montréal. Afin de récupérer les spermatozoïdes épididyrnaires ($pz ép), les

queues des épididymes de boeuf ont été perfusées avec du PBS dans le canal déférent.

Les Spz ont été lavés deux fois avec du PBS et récupérés par centrifugation à 600-700

rpm. pendant 4 mm, dans une centrifugeuse Beckman GS-6R en utilisant le rotor GH 3,8

(Beckman, Mississauga, ON, Canada). Les spermatozoïdes éjaculés (Spz éj) ont été

obtenus du Centre d’Insémination Artificielle du Québec (St Hyacinthe). Les Spz éj ont

été lavés et centrifugés comme les Spz ép.

5.1.2 Méthodes

Irnmuno-buvardae : Les Spz ép et les Spz éj ont été dilués 1:1 avec du PB$

contenant I mM de PMSF et soniqués sur la glace pendant 30 secondes puis, 30tg de

protéines de Spz ép et de $pz éj ont été soumis à une électrophorèse et à un transfert sur

nitrocellulose. Nous avons utilisé l’anticorps polyclonal anti-HSL humaine comme

premier anticorps à la dilution de 1/100. L’anti-HSL humaine a été fait chez le lapin et

purifié par chromatographie d’affinité dans une colonne de Sépharose 4B. Cet anticorps

nous a été fourni par Dr C. Holm (Département de biologie cellulaire et moléculaire,

Université de Lund, Lund S-223 62, Suède).
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Dosage de l’activité de la FTSL et de la concentration du cholestérol libre (CL) et

du cholestérol estérifié (CE): L’activité de la HSL a été mesurée par une méthode

colorimétrique en utilisant le p-nitrophényl butyrate (PNPB) comme substrat. Les

concentrations du CL et du CE ont été déterminées par chromatographie en phase

gazeuse après séparation des lipides par chrornatographie sur couche mince (Cf: articles

Ï et2).

5.1.3 Résultats

Nous avons détecté une bande de 104-kDa correspondante à la HSL dans les Spz

ép et les Spz éj de boeuf. L’intensité de la bande dans les Spz ép et les Spz éj a été

déterminée par densitométrie (n = 3). Nous avons trouvé que le taux de la protéine de la

HSL était de 1250 ± 254 et 1180 + 230 (unité arbitraire) respectivement dans les Spz ép

et les $pz éj. Il n’y avait pas de différence significative entre le taux de la HSL dans les

Spz ép et les Spz éj (figure 1). Cependant, l’activité de la HSL était 4 fois dans les Spz

ép ce qu’elle était dans les Spz éj (figure 2). Le taux du cholestérol total était presque le

même dans les Spz ép (37,8 mg/g protéines) et les Spz éj (38 mg/g protéines). Le rapport

CL/CE était plus élevé dans les Spz ép, ce qui est en accord avec l’activité de la HSL qui

était plus grande dans les Spz ép qtte dans les Spz éj (tableau I).
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Figure 1: Analyse par immuno-buvardage de ta USL dans tes

spermatozoïdes épididimaires (Spz ép) et les spermatozoïdes éjaculés (Spz éj) de

boeuf. Notis avons utilisé la même teclrnique d’irnmuno-buvardage que celle décrite

dans les articles 1 et 2, en utilisant le même anticorps que dans l’article 2.
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Figure 2: Activité de la HSL dans les spermatozoïdes épididyrnaires (Spz

ép) et les spermatozoïdes éjaculés (Spz éj) bovins. L’activité de la HSL a été

déterminée en utilisant la même technique décrite dans les articles I et 2. (n 3).
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Cholestérol libre (CL) Cholestérol estérifié (CE) CL/CE Activité de la HSL

mg/g protéines rng/g protéines mUI/mg protéines

Spzép 30,6+12.1 7,4+0.8 4.3+1,9 92,0±8,7

Spzéj 25,8+8,4 12,0+1,5 2,2+0,8 22,7±4,6

Tableau I: Taux du cholestérol libre (CL) et du cholestérol estérifié (CE) et

l’activité de la HSL dans les spermatozoïdes épididymaires (Spz ép) et les

spermatozoïdes éjaculés (Spz éj) de boeuf (n 3). Le cholestérol libre et estérifié des

Spz ép et des Spz éj éjaculés ont été déterminés selon la méthode décrite dans l’article 1

et 2.

o
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5.1.1 Discussion

Dans les Spz de cobaye, nous avons détecté deux bandes de la HSL de 104- et de

120-kDa alors que dans les Spz vison et de boeuf nous avons détecté une seule bande de

104-kDa. La bande de 120-kDa peut être absente chez ces deux dernières espèces et

cette différence peut être liée à l’espèce. Cette différence pourrait être aussi liée à

l’anticorps utilisé puisque nous avons utilisé l’anti-HSL humaine pour le vison et le

boeuf et I’anti-H$L du rat pour le cobaye ou encore la bande de 120-kDa pourrait être

exprimée dans les Spz du vison et du boeuf, mais à un taux très faible, inférieur à la

limite de détection de la technique que nous avons utilisée.

La présence de la HSL dans les Spz pourrait être en relation avec l’existence du

CE dans ces cellules. En effet, nous avons déterminé la présence du CE dans les Spz

épididyrnaires et éjaculés chez le boeuf. Nos résultats ont montré que le CE représentait

environ 20% du cholestérol total dans les Spz ép et 31% dans les Spz éj. Davis et coli.

1979 ont rapporté que dans les Spz épididymaires de rat, 30 % du cholestérol se trouvait

sous la forme estérifiée (Davis et coIl., 1979). Le CE dans les Spz pourrait représenter

soit une partie du CE contenu dans les cellules germinales (Pelletier et Vitale, 1994) et

qui n’était pas totalement éliminé dans les corps résiduels, soit un pool de CE provenant

de l’estérification par 1’ACAT du CL de la membrane plasmique après son transport vers

le réticulum endoplasmique rugueux ou encore du cholestérol synthétisé de novo

puisque les $pz sont capable de synthétiser in vitro le cholestérol à partir de l’acétate

(Jolrnson et coll., 1 967; Gunasegaram et coll., 1 995) si cette capacité est maintenue in

vivo.

Dans les Spz bovins, nos résultats ont montré que la concentration du cholestérol

total était presque égale dans les $pz ép et les Spz éj et ce qui changeait c’était le rapport

entre le cholestérol libre et estérifié. Ce résultat démontre l’importance de l’activité de la

C
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HSL qui était 4 fois plus élevée dans les $pz ép que dans les Spz éj et suggère

l’existence dans les Spz épidiclymaires de facteurs en relation avec la maturation

épididyrnaire, qui activeraient la HSL. Au cours de la maturation épididymaire, les Spz

subissent des changements dans leur membrane plasmique et en particulier une

modification de leur contenu en cholestérol (Jolmson, 1970; Parks et Hammerstedt,

1985; Hall et coil., 1991; Rana et coll., 1991). Le contenu en cholestérol de la membrane

plasmique des Spz est un facteur déterminant de leur motilité et fertilité (Davis, 1980;

$ugkraroek et coll., 1991; Haidl et Opper, 1997; Cross N.L., 199$). La HSL pourrait être

considérée comme un régulateur potentiel du contenu de la membrane plasmique des

Spz en cholestérol nécessaire à leur maturation et à leur fertilité.
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5.2 ÉTUDES PRÉLIMINAIRES DE L’ACAT ET DE L’IIMG-COA

RÉDUCTASE

5.2.1 Étude préliminaire de I’ACAT

5.2.1.1 Analyse par immuno-buvardage de l’ACAT dans les STf et les

spermatozoïdes épididymaires de vison

Nous avons utilisé le vison durant le développement testiculaire (115 et 200

jours) et le vison adulte durant le cycle reproductif annuel (mars, avril, juin et août) et

aussi les spermatozoïdes épididymaires (Spz). Trente tg de STf et de Spz ont été soumis

à une électrophorèse suivit d’un transfert sur nitrocellulose. Nous avons utilisé

l’anticorps polyclonal anti-ACAT humaine fait chez le lapin contre les 131 acides

aminés N-terminaux. Cet anticorps nous a été fourni gracieusement par Dr Chang T-Y

(Dartmouth Medical School, Department of Biochemistry, Hanover, New Hampshire).

Nous avons utilisé l’anti-ACAT à la dilution de 1/500.

5.2.1.2 Résultats

Nos immuno-buvardages ont détecté une seule bande de 3 1 -kDa, une masse

moléculaire considérablement inférieure à celle de 1’ACAT humaine (50-kDa) (Chang et

coll., 1995; Lee et coil., 1998) et à celle de 1’ACAT de souris (46-kDa) (Meiner et coli.,

1997). Nous avons détecté L’ACAT dans les STf durant la puberté, la phase active et

inactive de la spermatogenèse et dans les $pz de vison. Le taux d’expression de la

protéine de l’ACAT était plus élevé durant la phase active de la spermatogenèse que

durant la régression testiculaire (figure 3).
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Figure 3: Analyse par immuno-buvardage de I’ACAT dans les STf et dans

les Spz épididymaires de vison. Les STf ont été préparés à partir de testicules de vison

pendant le développement testiculaire (115 et 200 jours) et de testicule de vison adulte

durant le cycle reproductif annuel (mars, avril, juin et août). Nous avons utilisé aussi les

Spz de vison. Nous avons détecté une bande de 3 1-kDa de I’ACAT dans les STf à tous

les âges étudiés. Le taux de cette protéine était plus élevé durant la phase active de la

spermatogenèse que durant la régression testiculaire. Nous avons détecté aussi l’ACAT

dans les Spz. (j jours).
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5.2.1.3 Discussion

Nous avons montré pour la première fois la présence de 1’ACAT dans les tubules

sérninifères du testicule et dans les Spz. Ces résultats montrent que l’expression de

1’ACAT n’est pas liée seulement à la présence de cellules germinales bien que son taux

augmente avec l’activité spermatogénétique. Le taux de l’ACAT serait influencé par

l’activité spermatogénétique. Puisque la HSL et 1’ACAT catalysent des réactions

opposées, elles auraient des effets inverses sur le rapport CL/CE. Il existerait une

coordination entre la HSL et 1’ACAT dans le contrôle de l’estérification/hydrolyse du

cholestérol afin d’assurer une libération d’un taux adéquat du cholestérol au cours du

développement testiculaire et de l’activité spermatogénétique chez l’adulte. Il existerait

aussi une coordination entre la H$L et l’ACAT au niveau des Spz afin de permettre une

régulation du métabolisme du cholestérol nécessaire à leur maturation épididyrnaire.

5.2.2 Étude préliminaire de 1’HMG-CoA réductase

5.2.2.1 Analyse par îmmuno-buvardage de l’HMG-CoA réductase dans les STf de

vison

Nous avons utilisé le vison durant le développement testiculaire (115 et 200

jours) et le vison adulte aux mois de mars, avril et juin. Trente tg de STf ont été soumis

à une électrophorèse puis à un transfert. Nous avons utilisé l’anticorps polyclonal anti

HMG-CoA réductase du hamster syrien fait chez le lapin et qui reconnaît l’HMG-CoA

réductase humaine. Cet anticorps nous a été fourni gracieusement par Dr Simoni

(Department of Biological sciences, Stanford University, Stanford, California). Nous

avons utilisé l’anti-HMG-CoA réductase à la dilution de 1/1500.
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Figure 4: Analyse par immuno-buvardage de l’IIMG-CoA réductase dans

les STf de vison. Les STf ont été préparées à partir de testicules de vison au cours du

développement testiculaire (115 et 200 jours) et de testicule de vison adulte aux mois de

mats, avril et juin. Les STf ont été séparées des ITf selon la méthode décrite dans les

articles 1 et 2. Nous avons détecté une bande de 97-kfla correspondante à 1’HMG-CoA

réductase à tous les âges étudiés. Le taux de cette protéine était plus élevé à 200 jours

qu’aux autres âges étudiés. j jours).
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0 5.2.2.2 Résultats

Dans les STf de vison, nous avons détecté une seule bande de 97-kDa

correspondante à l’HMG-CoA réductase. L’HMG-CoA réductase a été détectée à tous

les âges étudiés. Le taux de l’HMG-CoA réductase était plus élevé à 200 jours que chez

l’adulte (figure 4).

5.2.2.3 Discussion

La MM de 1’HMG-CoA réductase de 97-kDa déterminée dans cette étude chez le

vison est en accord avec les autres études effectuées chez d’autres espèces (Liscum et

coil., 1983; Ness et coll., 1986). Nous avons montré pour la première fois que l’HMG

CoA réductase était présente dans les tubules séminifères du testicule de vison puisque

les autres études ont montré la présence de l’HMG-CoA réductase dans un hornogénat

de testicules entiers (Ness et Nazian, 1992; Ness, 1994). Nos résultats sont en accord

avec ceux de Ness et cou, en 1994 qui ont montré que l’expression de l’HMG-CoA

réductase augmentait durant le développement testiculaire puis diminuait chez le rat

adulte Ness, 1994). L’activité totale de l’HMG-CoA réductase augmentait aussi durant

le développement testiculaire jusqu’à l’âge de 26 jours chez le rat puis diminuait par la

suite cNess et Nazian, 1992). L’augmentation du taux de 1’HMG-CoA réductase que

nous avons observée durant la puberté pouffait être due à une expression de cette

enzyme par les ceiltiles germinales. En effet, Potter et coli. ont montré que l’HMG-CoA

réductase était active dans les cellules germinales â différents stages de développement

et que le maximum d’activité était observé dans les spermatocytes du stade pachytène

(Potter et eoll., 1981). L’activité de cette enzyme était plus élevée dans les

spermatocytes au stade pachytène de la prepuberté que dans les spermatocytes au stade

pachytène de l’adulte (Potter et coll., 1981). Le taux de synthèse du cholestérol
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augmente de 4 à 5 fois quand les spermatocytes se développaient du stade preÏeptotène

au stade pachytène, ce taux de synthèse diminuait dans les spermatozoïdes (Porter et

cou., 1981). Cette augmentation du taux de l’I-IMG-CoA réductase chez le vison durant

la puberté serait en rapport avec le besoins des cellules germinales en cholestérol durant

leur développement (Correli et Edwards, 1994).

La cellule de Sertoli in vitro est capable dc synthétiser le cholestérol à partir de

l’acétate (Wiebe et Tube, 1979), ce qui suppose que la cellule de Sertoli possède

l’HMG-CoA réductase. L’HMG-CoA réductase que nous avons détectée dans les STf du

vison pourrait être exprimée non seulement par les cellules germinales mais aussi par les

cellules de Sertoli, mais ceci reste à vérifier.
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6. CONCLUSION

La production cyclique d’un nombre considérable de spermatozoïdes par les

tubules séminifères et de la testostérone par les cellules de Leydig, nécessite un contrôle

rigoureux des enzymes clés du métabolisme dti cholestérol pour assurer l’homéostasie

de ce composé dans chacun des compartiments testiculaires. Dans cette étude, nous

avons montré que la HSL permettait la modulation de l’hydrolyse du cholestérol en

fonction de l’activité spermatogénétique. Cette modulation est différente dans les deux

compartiments testiculaires en fonction de leur besoin respectif en cholestérol.

La HSL que nous avons détectée dans les Tif était exprimée essentiellement par

les macrophages et elle pourrait être impliquée dans la synthèse de la testostérone. Dans

les STf nous avons montré que le taux et l’activité de la HSL augmentaient avec

l’apparition des cellules germinales et diminuaient avec leur disparition. La HSL était

exprimée par les cellules de Sertoli et aussi par les spermatides allongées. Nous avons

montré pour la première fois que la HSL était présente dans les lysosomes de la cellule

de Sertoli, ce qui suggère qu’une partie de cette enzyme pourrait provenir des cellules

germinales. Nous avons montré aussi que la HSL était présente et active dans les

spermatozoïdes épididymaires et éjaculés. Dans les spermatozoïdes, la HSL jouerait un

rôle dans la régulation de la proportion du cholestérol par rapport aux autres classes de

lipides nécessaire à leur fertilité. En plus, nous avons localisé la H$L dans le segment

équatorial des spermatozoïdes, ce qui suggère que cette enzyme jouerait un rôle aussi

dans 1 ‘interaction spermatozoïde-ovule.

La H$L testiculaire pourrait être régulée par des hormones hypophysaires

différentes dans chacun des deux compartiments testictilaires, ainsi la F$H permettrait la
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régulation du taux et de l’activité la HSL dans la cellule de Sertoli et la PRL agirait sur

l’activation de la HSL au niveau des macrophages.

En plus de la HSL, nous avons montré que l’ACAT et l’HMG-CoA rédtictase

étaient aussi présentes dans les $Tf de vison. Il existerait une coordination entre ces trois

enzymes pour la gestion du cholestérol dans les tubules séminifères en fonction de

l’activité spermatogénétique.

Enfin, je propose un diagramme représentant l’origine et la destination du

cholestérol dans la cellule de Sertoli (figure 6). Les corps résiduels qui se détachent des

spermatides matures seraient phagocytés par la cellule de Sertoli où les résidus

lipidiques fusionneraient avec les lysosomes et formeraient avec des vacuoles

hétérophagiques, des phagosomes ou des lysosomes secondaires. Le cholestérol ingéré

serait hydrolysé en cholestérol libre et en acide gras par la “cholestérol ester hydrolase”

acide lysosomiale. Ce cholestérol libre recyclé pouffait être utilisé par la cellule de

Sertoli dans la formation de membranes cellulaires. Lorsque la concentration en

cholestérol dans la cellule de Sertoli dépasserait la demande, le cholestérol serait

estérifié par 1’ACAT et stocké dans des gouttelettes lipidiques qui s’accumuleraient près

de la base de la cellule de Sertoli. En cas de besoin, le cholestérol estérifié serait

hydrolysé par la HSL. Le cholestérol estérifié contenu dans les gouttelettes lipidiques est

dans un état dynamique. Il est en état d’hydrolyse et de re-estérification continuel, c’est

ce que Brown et Goldstein ont appelé le cycle du cholestérol estérifié qui fait intervenir

1’ACAT et la HSL (Brown et Goldstein, 1983). De plus, la cellule de $ertoli in vitro a la

capacité de synthétiser le cholestérol à partir de l’acétate. L’enzyme limitante de cette

voie est l’HMG-CoA réductase si cette capacité est maintenue in vivo. Le cholestérol

pounait aussi être apporté à la cellule de Sertoli par les lipoprotéines plasmatiques en

faisant intervenir des récepteurs spécifiques, mais ceci reste à vérifier.

o



120

o

Figure 6 : Représentation schématique du métabolisme du cholestérol dans

la cellule de Sertoli. Dans ce diagramme, je propose une représentation schématique du

métabolisme du cholestérol dans la cellule de Sertoli. Le cholestérol libre utilisé pour la

formation de nouvelles membranes aurait plusieurs origines : 1) le cholestérol contenu

dans les corps résiduels et phagocytés par la cellule de Sertoli. Le cholestérol estérifié

ingéré serait hydrolysé en cholestérol libre dans les lysosomes. 2) La synthèse de flOVO

du cholestérol libre à partir de l’acétate en faisant intervenir 1’HMG-CoA réductase. 3)

L’hydrolyse du cholestérol estérifié contenu dans les gouttelettes lipidiques par la HSL.

Ce cholestérol estérifié proviendrait de l’estérification par I’ACAT du cholestérol libre

lorsque celui-ci serait en excès dans la cellule par rapport à la demande. 4) Le

cholestérol pourrait aussi être apporté par les lipoprotéines plasmatiques en faisant

intervenir des récepteurs spécifiques. HMG-CoA réd: 3 -hydroxy-3 méthylglutaryl

coenzyme A réductase, ACAT: acyl CoA: cholestérol acyl transférase, CL: cholestérol

libre. CE: cholestérol estérifié, CR: corps résiduels, Lys: lysosomes, CEase: cholesterol

ester hydrolase. • représente les gouttelettes lipidiques.

La forme de la cellule de Sertoli est représentée à partir : Petrie, R. and Morales,

C.R. Receptors-mediated endocytosis oftesticular transfenin by germinal cells ofthe rat

testis. Ccli Tiss Res 267:45-55, 1992. (Petrie et Morales, 1992).
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7. PERSPECTIVES

Du fait de l’importance de la HSL dans la libération du cholestéroL nécessaire à

la formation des spermatozoïdes viables et fertiles, il serait très intéressant de poursuivre

l’étude la HSL, de déterminer la transcription de la H$L et la régulation de chacune de

ses isoformes dans chaque compartiment testiculaire. Les résultats de la présente étude,

ouvrent une nouvelle perspective en application clinique dans le traitement éventuel de

certains cas d’infertilité masculine liée à un défaut du métabolisme de cholestérol ou

encore dans le développement d’un contraceptif masculin.

Certes, la HSL est une enzyme clé dans le métabolisme du cholestérol tubulaire,

mais le taux du cholestérol dans la cellule de $ertoli est influencé par trois enzymes

principales : la HSL, 1’ACAT et l’HMG-CoA réductase (figure 6). Ces trois enzymes

doivent fonctionner d’une façon coordonnée afin d’assurer une régulation du taux du

cholestérol intracellulaire en fonction de l’activité spermatogénétique et en fonction des

stages du cycle de l’épithélium séminifère. Ces trois enzymes auraient une régulation,

simultanée en particulier une régulation par les hormones. La poursuite de l’étude de

l’expression et de l’activité de 1’ACAT et de l’HMG-CoA réductase dans les STf ainsi

que leur régulation, pourrait compléter le présent travail afin de mieux éclairer le

métabolisme du cholestérol dans les tubules séminifères, domaine non encore exploité.

L’activité de la HSL, de 1’ACAT et de l’HMG-CoA réductase serait influencée

par l’apport du cholestérol à partir des corps résiduels aux stages du cycle qui suivent la

libération des spermatides matures. L’activité de ces enzymes serait influencée aussi par

l’apport éventuel du cholestérol du sang via les récepteurs. La recherche du rôle des

récepteurs des lipoprotéines et en particulier les récepteurs scavengers (SR-31, SR-BII et

CD36) dans la captation du cholestérol du sang par la cellule de Sertoli serait très

intéressante afin d’identifier l’origine du cholestérol qui se trouve dans les tubules
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sérninifères et d’évaluer le rôle réef de la barrière hérnato-testiculaire dans te transport

du cholestérol.



124

8. BIBLIOGRAPHIE

Acton, S., Rigotti, A., Landschullz, K.T., Xu, S., Hobbs, H.H., and Krieger, M.

Identification of scavenger receptor $R-BI as a high density lipoprotein receptor.

Science 271:518-520, 1996.

Almahbobi, G., and Hall, P.f. The role of intermediate filaments in adrenal

steroidogenesis. J CeÏÏ Sci 97:679-687, 1990.

Alrnahbobi, G., Williams, L.J., and Hall, P.F. Attachment of mitochondria to

intermediate filament in adrenal cells: relevance to the regulation of steroid

synthesis. Exp Ceit Res 200:361-369, 1992.

Aoki, A., and Massa, E.M. $ubcellular compartrnentation of free and esterified

cholesterol in the interstitial celis of the mouse testis. Ccli Tiss Res 165:49-62,

1975.

Atshaves, B.P., Storey, S.M., Mclntosh, A.L., Petrescu, A.D., Lyuksyutova, 0.1.,

Greenberg, A.S., and Schroeder, f. Sterol carrier protein-2 expression modulates

protein and lipid composition of lipid droplets. J Biol Chem 276:25324-25335,

2001.

Balasubramaniam, S., Venkatesan, S., Mitropoulos, K., and Peters, T.J. The microsomal

localization of acylcoenzyrne A: cholesterol acyltransferase and its substrate, and

ofcholesterol esters in rat liver. Biochem J 174:863-872, 1972.

Bartke, A., Prolactin changes cholesterol stores in the mouse testis. Nature 224:700-

701, 1969.



125

O
Bartke, A. Effect ofprolactin ami luteinizing hormone on cholesterol stores in the mouse

testis. JEndocrinol 49:317-324, 1971 a.

Bartke, A. Effects of prolactin on spermatogenesis in hypophysectornized mice. J

EndocrinoÏ 49:311-319, 1971b.

Basu, S.K., Goldstein, J.L., and Brown, M.S. Characterization of the low density

lipoprotein in membranes prepared from human fibroblasts. J BioÏ Chem

253:38-52, 1978.

Behrman, H.R., Orczyk, G.P., Macdonald, G.J., and Greep R.O. Prolactin induction of

enzymes controlling luteal cholesterol ester turnover. EndocrinoÏogy 87:1251-

1256, 1970.

Beins, D.M., Vining, R., and Balasubrarnaniam. S. Regulation of neutral cholesterol

esterase and acyl CoA: cholesterol acyltransferase in the rat adrenal gland.

Biochem J202:631-637, 1982.

Beisiegel, U. Receptor for triglyceride-rich lipoproteins and their role in lipoprotein

metabolism. Curr Opin LtpidoÏ 6:117-122, 1995.

Beisiegel, U. Lipoprotein metabolism. Eztr HeartJ 19:A20-A23, 1998.

Beilvé, A.R., Cavicchia, J.C., Millette, C.F., OBrien, D.A., Bhatnagar, Y.M., and Dym,

M. Spermatogenic cells of the prepuberal mouse. Isolation and morphological

characterization. J Ccli Biol 74:68-85, 1977.

Benahmed, M., Dellarnonica, C., Haour, F., and Saez, J.M. Specific low density

lipoprotein receptors in pig Leydig cel1s. Role of this lipoprotein in cultured

Leydig celis steroidogenesis. Biochem Biophys Res Commun 99:1 1231 130,

1981.



126

Benahmed, M., Reventos, J., and Saez, J.M. Rôle des lipoprotéines plasmatiques dans la

fonction des tissus stéroidogènes. Ami Enclocrinol 44:43-50, 1983.

Bergh, A. Effet of cryptorchidism on the morphology of testicular macrophages:

evidence for a Leydig celi-macrophage interaction in the rat testis. Int J AndroÏ

8:86-96, 1985.

Bergh, A., Damber, J.-E., and Van Rooijen, N. Liposome-mediated macrophage

depletion: an experimental approach to study the role of testicular macrophages.

JEndocr 136:407-413, 1986.

Beucler, I., Salmon, S., Petit, E., Ayrault-Jarrier, M., and Polonovski, J. Structure et

métabolisme des lipoprotéines. Ann BioÏ Clin 44:53 1-535, 1986.

Beucler, I., Sairnon, S., and Polonovski, J. Rôle des lipoprotéines dans le transport et le

métabolisme des lipides. Cah Nzttr Diet 22:277-286, 1987.

Black, V.H. Gonocytes in fetal Guinea pig testes: phagocytosis of degenerating

gonocytes by Sertoli cells. AmJAnat 131:415-426, 1971.

Biaise, R., Grober, J., Rouet, P., Tavernier, G., Daegeien, D., and Langin, D. Testis

expression of hormone-sensitive lipase is conferred by a specific promoter that

contains four regions binding testicular nuclear proteins. JBioÏ Chem 274:9327-

9334, 1999.

Blaise, R., Guillaudeux, T., Tavernier, G., Daegelen, D., Evrard, B., Mairal, A., 1-loim,

C., Jégou, B., and Langin, D. Testis hormone-sensitive lipase expression in

spermatids is governed by a short promoter in transgenic mice. J Bio! Chem

276:5109-5115, 2001.

• Boissin-Agasse, L. and Boissin, J. Variations saisonnières du volume testiculaire et de la

testosteronérnje chez deux mustélidés : le furet (MttsteÏa fiiro L.) et le vison

(Mustela vison 5. JFhysioÏ 75:227-232, 1979.

Q



127

Boissin-Agasse, L., Jacquet, J.M., Lacroix, A., and Boissin, J. Long-terrn effects of

pinealectomy on testicular ftinction, luteinizing hormone-releasing hormone

hypothalamic system, and plasma prolactin levels in the mink, a short-day

breeder. J FineaÏ Research 5:385-396, 1988.

Botham, K.M. Cyclic AMP and the regulation of cholesterol metaboÏism. Biochem Soc

Trans 20:454-459, 1992.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L. Familial hypercholesterolemia: detective binding of

lipoproteins to cultured fibroblasts associated with irnpaired regulation of 3-

hydroxy-3-methylgluyaryl coenzyme A reductase activity. Froc NatÏ Acad Sci

USA 71:788-792, 1974.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L. Lipoprotein metabolism in the macrophage:

Implications for cholesterol deposition in atherosclerosis. Ann Review Biochem

52:223-261, 1983.

Brown, M.S. and Goldstein, J.L. A receptor-mediated pathway for cholesterol

homeostasis. Science 232:34-47, 1986.

Burgos, M.H. and Gutienez, L.$. The Golgi complex of the early spermatid in Guinea

pig. AnatRec2l6:139-145, 1986.

Caillol, M., Mondain-Monval, M., Rossano, B., Solari, A., and Martinet, L. Annual

variations of in vitro GNRH release by hypothalamic explants in intact and

castrated male mink: relations with LH, FSH and testosterone circulating serum

levels. JNeuroendocrinot 7:681-627, 1995.

Cao, G., Zhao, L.S.R, Hasegawa, T., Richardson, J.A., Parker, K.L., and Hobbs, H.H.

Developmental and hormonal regulation of murine scavenger receptor, class B,

type I. Mol Endocrinol 13:1460-1463, 1999.

o



12$

O
Carreau, S., Foucault, P., and Drosdowsky, M.A. La cellule de Sertoli: Aspects

fonctionnels comparés chez le rat, le porc et l’homme. Ann EndocrinoÏ 55:203-

220, 1994.

Chang, C.C.Y., Chen, J., Thomas, M.A., Cheng, D., De! Priore, V.A., Newton, R.S.,

Pape, M.E., and Chang, T.-Y. Regulation and immunoÏocalization of acyl

Coenzyme A: Cholesterol acyltransferase in mammalian cells as studied with

specific antibodies. JBioÏ Chem 270:29532-29540, 1995.

Chang, T.Y., Chang, C.C.Y., and Cheng, D. Acyl-coenzyrne A: cholesterol

acyltransferase. Ann Review Biochem 66:613-638, 1997.

Chaneau, E.H., Calvo, J.C., Nosu, K., Pignataro, O., Catt, K.J., and Dufau, M.L.

Hormonal modulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase

activity in gonadotropin-stirnulated and -desensitized testicular Leydig cells. J

BioÏ Chem 256:12719-12724, 1981.

Cheng, D., Chang, C.C.Y., Qu, X.M., and Chang, T.-Y. Activation of acyl

CoA:cholesterol acyltransferase by cholesterol or by oxysterol in a cell-fiee

system. JB10Ï Chem 270:685-695, 1995.

Christensen, A.K. Leydig ceils. In: Handbook ofphysioÏogy, edited by Greep R.O.

Baltimore: 1975, p. 335-37$.

Chung, K.W. and Harnilton, J.3. Testicular lipids in mice with testicular feminization.

Ccli Tiss Res 160:69-$0, 1975.

Chung, S., Wang, S.P., Pan, L., Mitchell, G., Trasler, J., and Hermo, L. Infertility and

testicular defects in hormone-sensitive lipase-deficient mice. EncÏocrinoÏogy

142:4272-4281, 2001.

Clark, B.J., Wells, J., King, $.R., and Stocco, D.M. The purification, cloning and

expression of a novel luteinizing hormone-induced mitochondrial protein in MA

o



129

O
10 mouse Leydig tumor ceils: characterization of the steroidogenic acute

regulatoryprotein (StAR). JBi01 Chem 269:28314-28322, 1994.

Clermont, Y. Cycle of the seminiferous epithelium of the Guinea pig: a method for

identification ofthe stages. fertiÏ SteriÏ 11:563-573, 1960.

Clermont, Y. Differenciation et evolution des cellules sexuelles 1° La lignée mâle. Arch

Anat Mie 56:7-60, 1967.

Clifford, G.M., Londos, C., Kraemer, F.B., Vernon, R.G., and Yearnan, S.J.

Transiocation of hormone-sensitive lipase and perilipin upon lipolytic

stimulation of rat adipocytes. JBiol Chem 275:5011-5015, 2000.

Clifford, G.M., McCormick, D.K., Vernon, R.G., and Yeaman, S.J. Translocation of

perilipin and hormone-sensitive lipase in response to lipolytic hormones.

Biochem Soc Trans 25:$672, 1997.

Cohen, P.E., Chishoim, O., Arceci, R.J., Stanley, E.R., and Pollard, J.W. Absence of

colony-stimulating factor-1 in ostcopetrotic (csfmop/csfmop) mice results in

male fertility defects. BioÏ Reprod 55:310-317, 1996.

Contreras, J.A., Karlsson, M., Osterlund, T., Laurell, H., Svensson, A., and Hoim, C.

Hormone-sensitive lipase is structurally related to acetylcholinesterase, bile salt

stimulated lipase, and several ftmgal lipases building of a three-dimentional

model for the catalytic domain of hormone-sensitive lipase. J Biol Chein

271:31426-31430, 1996.

Cook, K.G., Colbran, R.J., Snee, J., and Yeaman, $.J. Cytosolic cholesterol ester

hydrolase from bovine corpus luteum. Its purification, identification, and

relationship to hormone-sensitive lipase. Biochim Biophys Acta 752:46-53,

1983.

o



130

Cook, K.G., Yeaman, S.J., Straïfors, P., and Beifrage, P. Direct evidence that cholesteryl

ester hydrolase from adrenal cortex is the same enzyme as hormone-sensitive

lipase from adipose tissue. Eztr JBiochem 125:245-249, 1982.

Cordie, S.R., Colbran, R.J., and Yeaman, SJ. Hormone-sensitive lipase from bovine

adipose tissue. Biochim Biophys Acta 887:51-57, 1986.

Correli, C.C. and Edwards, P.A. Mevalonic acid-dependant degradation of 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-coenzyme A reductase in vivo and in vitro. J Biol Chem

269:633-638, 1994.

Corvilain, B. Métabolisme des lipoprotéines. Rev Me’dBrux 18:3-9, 1997.

Cross N.L. Role of cholesterol in sperm capacitation. Biol Reprod 59:7-11, 1998.

Davis, B.K. Interaction of lipids with the plasma membrane of sperrn cells. T. The

antifertilization action ofcholesterol. Arch Androl 5:249-254, 1980.

Davis, B.K., Byme, R., and Hangund, B. Studies on the mechanism of capacitation: II.

Evidence for lipid transfert between plasma membrane of rat sperm and serum

albumin during capacitation in vitro. Biochim Biophys Acta 558:257-266, 1979.

Davis, J.T., Bridges, R.B., and Coniglio, J.G. Changes in lipid composition of the

maturing rat testis. Biochem J 98:342-346, 1966.

De Grella, R.F. and Simoni, R.D. Intracellular transport of cholesterol to the plasma

membrane. JBioÏ Chem 257:14256-14262, 1982.

de Villiers, W.J.S. and Smart, E.J. Macrophage scavenger receptors and foam cdl

formation. JLeukoc Biol 66:740-746, 1999.

o



131

Dernoraes, M.C.L., Touraine, P., Gagnerault, M.C., Savino, W., kelly, P.A., and

Dardenne, M. Prolactin receptors and the immune system. Ànn EndocrinoÏ

56:567-570, 1995.

Dietert, S.E. Fine structure of the formation and fate of the residual bodies of mouse

spermatozoa with evidence for the participation of lysosomes. J MorphoÏ

120:317-346, 1966.

Dombrowicz, D., Sente, B., Reiter, E., Closser, J., and Heirnen, G. Control of

proliferation and differentiation of Leydig cells and their putative precursors in

immature hypophysectomised rat testis. JAndroÏ 17:6501996.

Ducobu, J. Les recepteurs des lipoprotéines. Vieilles connaissances et nouveaux venus.

RevMéd3rux 18:10-15, 1997.

Durham, L.A. and Grogan, W.M. Temperature sensitivity of cholesteryl ester hydrolases

in the rat testis. Lipids 17:970-975, 1982.

Durham, L.A. and Grogan, W.M. Characterization of multiple forms of cholesteryl ester

hydrolase in the rat testis. JBioÏ Chem 259:7433-7438, 1984.

Ewards, P.A. Effet of adrenalectomy and hypophysectomy on the circadian rhythm on

I hydroxyl-methylglutaryl CoA reductase activity in rat liver. J BioÏ Chem

248:2912-2917, 1973.

Egan, J.J., Greenberg, A.S., Chang, M.-K., Wek, S.A., Moos, M.C., and Londos, C.

Mechanism of hormone-stirnulated lipolysis in adipocytes: transiocation of

hormone-sensitive lipase to the lipid storage droplet. Froc Nati Acctd Sci USA

89:8537-8541, 1992.

Einarsson, K., Benthin, L., Ewerth, S., Hellers, G., Stahlberg, D., and Angelin, B.

Studies on acylcoenzyme A: cholesterol acyltransferase activity in human liver

microsomes. JLipid Res 30:739-746, 1989.

o



132

Q
Escary, J-L., Choy, HA., Reue, K., and Schotz, M.C. Hormone-sensitive lipase

overexpression increases cholesteryl ester hydrolysis in macrophage foam celis.

Arierioscler Thomb Vase BioÏ 18:991-998, 199$.

Faust, J.R., Trzaskos, J.M., and Gaylor, J.L. Cholesterol biosynthesis. In: Biology oJ

choÏesteroÏ, edited by P.L. Yeagle. Boca Raton,FL: CRC press, 198$, p. 19-3$.

Fawcett, D.W. In Male Fertility and $terility. $erono symposium: 1973.

Fawcett, D.W. Ultrastructure and ftinction of the Sertoli ccli. In: Handbook of

physioÏogy, section 7 EndocrinoÏogy, edited by D.W. 1-lamilton and Greep R.O.

1975, p. 21

Field, F.J., Kam, N.T.P., and Mathur, S.N. Regulation of cholesterol metabolism in the

intestine. GastroenteroÏogy 99:539-551, 1990.

Fielding, C.J. and Fielding, P.E. Molecular physiology of reverse cholesterol transport.

JLpidRes 36:211-228, 1995.

Fielding, P.E. and Fielding, C.J. Intracellular transport of low density lipoproteins

derived ftee cholesterol begins at clathrin-coated pits and terminates at ceil

surface caveolaes. Biochernistry 35:14932-1493$, 1996.

Flint, A.P.F., Grinwich, D.L., and Armstrong, D.T. Control of ovarian cholesterol ester

biosynthesis. Biochem 1132:313-321, 1973.

Fofana, M., Maboundou, J.C., Bocquet, J., and Le Goff, D. Transfer of cholesterol

between high density lipoproteins and cultured rat Sertoli ceils. Biochem Ccli

BioÏ 74:681-686, 1996.

Fofana, M., Travert, C., Carreau, C., and LeGoff, D. Evaluation of cholesteryl ester

transfer in the seminiferous tubule ceils of immature rats in vivo and in vitro. J

Reprodfertit 118:79-83, 2000.



1
133

O
Fong, T.H., Wang, S.M., and Lin, H.S. Trnrnunocytochemical demonstration of a lipid

droplet-specific capsule in cultures Leydig celis of the golden hamsters. J CeÏÏ

Biochem 63:366-373, 1996.

Freeman, M., Ashkenas, J., Rees, DI., Kingsley, D.M., Copeland, N.G., Jenkins, N.A.,

and Krieger, M. An ancient, highly conserved farnily of cysteine-rich protein

domains revealed by cloning type I and type II murine macrophage scavenger

receptors. Froc Nati Acad Sci USA 88:4931-4935, 1991.

Fujirnoto, T., Kogo, K., Ishiguro, K., Tauchi, K., and Nomura, R. Caveolin-2 is targeted

to lipid droplets, a new ‘membrane dornain’ in the cell T. J Ccli BioÏ 152:1079-

1086, 2001.

Garton, A.J. and Yeaman, S.J. Identification and role of the basal phosphorylation site

on hormone-sensitive lipase. Eur J Biochem 191:245-250, 1990.

Gasnier, F. Stéroïdogenèse dans les cellules de Leydig. Dans: Médecine et biologie de Ïct

reproduction, édité par S. Hamarnah, E. Saliba, M. Benahmed et F. Gold. Paris:

Masson, 1999, p. 70-85.

Gaytan, F., Romero, J.L., bellido, C., Morales, C., Reymundo, C., and Aguilar, E.

Effects of growth hormone and prolactin on testicular macrophages in long-terrn

hypophysectomized rats. J Reprod ImmunoÏ 27:73-84, 1994.

Gerard, A., Nya, A.E., Egloff, M., Dorningo, M., Degrelle, H., and Gerard, H.

Endocytosis of human sex steroid-binding protein in rnonkey germ celis. Ann

NYAcadSci 637:258-276, 1991.

Go, K.J. and Wolf, D. The role of sterols in sperrn capacitation. Adv Lipid Res 20:317-

330, 1983.

Goldstein, J.L. and Brown, M.S. Regulation of the mevalonate pathway. Nature

343:425-429, 1990.

C



134

Goidstein, J.L., Ho, Y.K., Basu, S.K., and Brown, M.S. Binding site on macrophages

that mediates uptake and degradation of acetylated low density lipoprotein,

producing massive cholesterol deposition. Proc NatÏ Acad Sel USA 76:333-337,

1979.

Greenwait, D.E., Lipsky, R.H., Ockenhouse, C.F., Ikeda, H., Tandon, N.M., and

Jamieson, G.A. Membrane glycoprotein CD36: A Review of its roles in

adherence, signal transduction, and transfusion medicine. Blood 80:11 05-1 115,

1992.

Griffiths, G., Warren, G., Stuhlfauth, I., and Jockusch, B.M. The foie of ciathrin-coated

vesicies in acrosome formation. Eur J CeÏÏ Biol 26:52-60, 1981.

Griswold, MD. Actions off8H on mammalian Sertoii celis. In: The Sertoti ccli, edited

by Russel and Griswoid. Clearwater,FL.: Cache River Press, 1993, p. 493-508.

Grizard, G., Sion, B., Jouanel, P., Benoit, P., and Boucher, D. Cholesterol, phospholipids

and rnarkers of the function of the accessory sex glands in the semen of men with

hypercholesteroiaemia. Int JAndrol 1 8:151-156, 1995.

Grober, J., Laureil, H., Biaise, R., fabry, B., Schaak. S., Hoim, C., and Lanin, D.

Characterization of the promoter of human adipocyte hormone-sensitive lipase.

Biochem J 328:453-461, 1997.

Gunasegaram, R., Peh, K.L., Loganath, A., Chew, P.C.T., and Ratnarn, S.$. In vitro

formation of [‘4C]-choiesteroi from 2-[4C]-acetate in hurnan spermatozoa. Mcd

Sel Res 23:315-316, 1995.

Gunasekar, P.G., Kumaran, B., and Govindarajulu, P. Role of prolactin on Leydig,

Sertoli and gel-m cellular neutral lipids in bonnet monkeys, Macaca rctdiata.

Endocrinol Japon 38:1-8, 1991.

.



135

O
Gwynne, J.T. and Strauss, J.F. The role of lipoproteins in steroidogenesis and

cholesterol rnetabolism in steroidogenic glands. Endocrine Rev 3:299-328, 1982.

1-lafiez, A.A. and Bartke, A. Effect of hypophysectomy on cholesterol metabolism in the

testes of rat and mice. JEndocrinol 52:32 1-326, 1972.

Haidi, G. and Opper, C. Changes in lipids and membrane anisotropy in human

spermatozoa during epididyrnal maturation. Hum Reprod 12:2720-2723, 1997.

Hall, J.C., Had!ey, J., and Doman, T. Conelation between changes in rat sperm

membrane lipids, protein and the membrane physical state during epididymal

maturation. JAndrol 12:76-87, 1991.

Hall, P.f. The roles of calmodulin, actin, and vimentin in steroid synthesis by adrenal

celis. $teroids 62:185-189, 1997.

Hall, P.F. and Almahbobi, G. Roles of microfilaments and intermediate filaments in

adrenal steroidogenesis. Microsc Res Tech 36:463-479, 1997.

Hardie, D.G., Carling, D., and $im, A.T.R. The AMP-activated protein kinase: a

multisubstrate regulator of lipid metabolism. TI3S 14:20-23, 1989.

Heid, H.W., Mol!, R., Schwetlick, I., Rackwitz, H.R., and Keenan, T.W. Adipophilin is

a specific marker of lipid accumulation in diverse ce!! types and diseases. Ccli

Tiss Res 294:309-321, 1998.

Hermo, L., 0ko, R., and Morales, C.R. Secretion and endocytosis in the male

reproductive tract: a role in sperm maturation. Int Dcv CytoÏ 154:106-189, 1994.

Heshmati, H.M., Taleb, M., and Turpin, G. La banière hémato-testiculaire. Ann

EndocrinoÏ45:115-117, 1984.

Q



136

Hoffrnann, A.M., Bergh, A., and Olivecrona, T. Changes of testicular cholesteryl ester

hydrolase activity in experimentally cryptorchid rats. JReprod FertiÏ 86:11-1$,

1989.

Hoim, C., Beifrage, P., and fredrikson, G. Immunological evidence for the presence of

hormone-sensitive lipase in rat tissues other than adipose tissue. Biochem

Biophys Res Commun 148:99-105, 1987.

Holm, C., Belfrage, P., and Fredrikson, G. Human adipose tissue hormone-sensitive

lipase: identification and comparison with other species. Biochim Biophys Acta

1006:193-197, 1989.

Hoim, C., Kirchgessner, T.G., Svenson, K.L., fredrikson, G., Nilsson, O., Miller, C.G.,

Shively, J.E., Heinzmaim, C., Sparkes, R.S., Mohandas, T., Lusis, A.J., Beifrage,

P., and Schotz, M.C. Hormone-sensitive lipase: sequence, expression, and

chromosomal localization to 19 cent-q13.3. Science 241:1503-1506, 1988.

Huacuja, L., Delgado, N.M., Calzada, L., Wens, A., Reyes, R., Pedron, N., and Rosado,

A. Exchange of lipid between spermatozoa and seminal plasma in normal and

pathological human sernen. ArchAndroÏ 7:343-349, 1981.

Hutson, J.C. Changes in the concentration and size of testicular macrophages during

development. Bio! Reprod 43:885-$90, 1990.

Hutson, J.C., Caipenter, A.M., Hardy, D.M., and Lukyanenko, Y.O. Physiological

relevance of macrophage-Leydig cell interactions. Bio! Reprod 60 (suppl):170,

1 999.(Abstract).

Igdoura, S.A., Argraves, W.S., and Morales, C.R. Low density lipoprotein receptor

related protein-1 expression in the testis: regulated expression in Sertoli celis. J

Androl 18:400-4 10, 1997.

o



7—,
13

Johnson, A.D. Testicular lipids. In: The testis, edited by A.D. Johnson, W.R. Gomes and

N.L. Vandemark. New YorLNY: 1970, p. 194-258.

Jolmson, A.D., Vera Cruz N.C., and Gornes, W.R. Synthesis and utilisation of

cholesterol by sperrn. JAnimal Sci 26:946-952, 1967.

Jobnson, W.J., Phillips, M.C., and Rothblat, G.H. Lipoproteins and cellular cholesterol

homeostasis. In: Sztbcellztlar Biochemistiy, volume 28. cholesterol: its fztnctions

and metabolism in bioÏo’ and medicine, edited by R. Bittrnan. New York: 1997,

p. 235-276.

Josso, N. and Rey, R. La cellule de Sertoli, une cellule endocrine. Med/$ci 11:537-546,

1995.

Kaplan, M.R. and Simoni, R.D. Transport of choiesterol from the endoplasmic reticulum

to the plasma membrane. JCeÏÏBiol 101 :446-453, 1985.

Ke;i. J.B. and De Kretser, D.M. Cyclic variations in Sertoli ccli lipid content throughout

the spermatogenic cycle in the rat. JReprodfertil 43:1-8, 1975.

Klerncke, H.G. and Brinkley, H.J. Endegenous rythms on luteal and adrenal cholesterol

ester hydrolase and serum PRL, LH and progesterone in mature pseudopregnant

rats. Biol Reprod 22:1022-1028, 1980.

Koshiand, D.E.Jr. and Neet, K.E. The catalytic and regulatory properties of enzymes.

Ann Reviei’ Biochem 37:359-410, 1968.

Kraerner, F.B., Patel, S., $aedi, M.S., and Sztalryd, C. Detection of hormone-sensitive

lipase in various tissues. I. Expression of an HSL/bacterial fusion protein and

generation of anti-HSL antibodies. JLtpidRes 34:663-671, 1993a.



138

Kraemer, F.B., Patel, S., Singh-Bist, A., Gholami, S.S., $aedi, M.S., and Sztalryd, C.

Detection of hormone-sensitive lipase in various tissues.II. Regulation in the rat

testis by hurnan chorionic gonadotropin. JLipid I?es 34:609-6 16, 1993b.

Kraerner, F3., Tavangar, K., and Hoffman, A.R. Developrnental regulation of hormone-

sensitive lipase rnRNA in the rat: changes in steroidogenic tissues. J Lipid Res

32:1303-1310, 1991.

Krieger, M. The other side of scavenger receptors: pattern recognition for host defence.

Curr Opin LipidoÏ 8:275-280, 1997.

Kuniyasu, A., Hayashi, S., and Nakayama, H. Adipocytes recognize and degrade

oxidized low density lipoprotein through CD36. Biochem Biophys ltes Commun

295:319-323, 2002.

Lacroix, M., Parvinen, M., and fritz, 1.3. Localization of testicular plasminogen

activator in discrete portions (stages VII-VIII) of the serniniferous tubule. BioÏ

Reprod25:143-146, 1981.

Lacy, D. Certain aspects oftestis structure and function. Br lied BttÏÏ 18:205-208, 1962.

Lacy, D. The seminiferous tubule in mammals. Endeavoiir 26:101-1 09, 1967.

Lacy, D. and Pettitt, A.J. Sites of hormone production in the mammalian testis, and their

significance in the control of male fertility. Br lied BztÏÏ 26:87-91, 1970.

Langin, D., Laureil, H., Stenson Holst, L., Belfrage, P., and Holrn, C. Gene organization

and primary structure of human hormone-sensitive lipase: possible signfficance

of a sequence homology with a lipase of Moraxella TA144 an antarctic

bacterium. Froc NatÏAcadSci USA 90:4897-490 1, 1993.

Le Goff, D. follicular fluid lipoproteins in the mare: evaluation of HDL transfer from

plasma to follicular fluid. Biochim Biophys Acta 1210:226-232, 1995.

G



o

139

Leblond, C.P. and Clermont, Y. A definïtion of the stages of the cycles oC the

serniniferous epithelium in the NYACad Sel 55:548-573, 1952.

Lee, O., Chang, C.C.Y., Lee, W., and Chang, T.-Y. Immunodepletion experirnents

suggest that acyÏ-coenzyme A: cholesterol acyltransferase-1 (ACAT-1) protein

plays a major catalytic role in aduit human liver, adrenal gland, macrophages,

and kidney, but flot in intestines. JLlpidRes 39:1722-1727, 1998.

Lin, H.$., Sugawara, T., $trauss, J.f., Clark, B.J., Stocco, D.M., Saenger, P., Rogol, A.,

and Miller, W.L. Role of steroidogenic acute regulatory protein in adrenal and

gonadal steroidogenesis. Science 267:1 $2$-1831, 1995.

Liscum, L., Cummings, R.D., Anderson, R.G.W., DeMartino, G.N., Goldstein, JL, and

Brown, M. S. 3 -hydroxy-3 -rnethylglutaryl-CoA reductase: A transmembrane

glycoprotein of the endoplasmic reticulum with N-linked ‘high-mannose’

oligosaccharides. Froc Natt Acad Sci USA 80:7 1 65-7169, 1983.

Liscum, L. and Murm. N.J. Intracellular cholesterol transport. Biochim Biophys Acta

1432:19-37, 1999.

Loisel, G. Les graisses du testicule chez quelques mammifères. Cornpt Rend Soc BioÏ

55:1009-1015, 1903.

Londos, C., Braseamie, D.L., Gruia-Gray, J., Servetnick, D.A., Schultz, C.J., Levin,

D.M., and Kimmel, A.R. Perilipin: unique proteins associated with intracellular

neutral lipid droplets in adipocytes and steroidogenic celis. Biochein Soc Trans

23:611-615, 1995.

Londos, C., Braseamie, D.L., Schultz, C.J., Segrest, J.P., and Kimmel, A.R. Perilipins,

ADRP, and other proteins that associate with intracellular neutral lipid droplets

in animal celis. Ccli Dcv BioÏ 10:51-58, 1999.



Q

140

Lukyanenko, Y.O., Chen, J.J., and Hutson, J.C. Production of 25-hydroxycholesterol by

testicular macrophages and its effects on Leydig celis. Biol Reprod 64:790-796,

2001.

Maboundou, J.C., Fofana, M., Fresnel, J., Bocquet, J., and Le Goff, D. Effect of

lipoproteins on cholesterol synthesis in rat Sertoli ceils. Biochem CeÏl Biot

73:67-72, 1995.

Mahmoud, I.Y., Cyrus, R.V., Bennett, T.M., Woller, M.J., and Montag, D.M.

Ultrastructural changes in testes of the snapping turtie, Chelydra serpentina in

relation to plasma testosterone, D 5-3 B-hydroxysteroide deshydrogenase, and

cholesterol. Gen Comp EndocrinoÏ 57:454, 1985.

Iviairal, A., Melaine, N., Laurefl, I-I., Grober, J., Holst, L.S., Guillaudeux, T., 1-loim, C.,

Jégou, B., and Langin, D. Characterization of a novel testicular forrn of hurnan

hormone -sensitive lipase. Biochem Biophys Res Commun 291 :2 86-290, 2002.

Martinet, L., Mondain-Monval, M., and Monneric, R. Endogenous circanual rhythrns

and photoreftactoriness of testis activity, moult and prolactin concentrations in

mink (MusteÏa vison). JReprodFertil 95:325-338, 1992.

Mathé, D. and Lutton, C. Le cholestérol: aspects dynamiques et métaboliques. ,JPhysiol

79:41-97, 1984.

Matsuda, H., Hakamata, H., Miyazaki, A., Sakai, M., Chang, C.C.Y., Chang, T.Y.,

Kobori, S., $hichiri, M., and Horiuchi, S. Activation of acyl CoA: cholesterol

acyltransferase by cholesterol is flot due to altered mRNA levels in HepG2 ceils.

Biochim Biophys Acta 1301:76-87, 1996.

McEnery, W.B. and Nelson, W.O. Cytochemical studies on testicular lipids. Anat Rec

106:221-227, 1950.



141

Meigs, I.E. and Simoni, R.D. Farnesol as a regulator of HMG-CoA reductase

degradation: characterization and role of farnesyl pyropliosphatase. Arcli

Biochem Biophys 345:1-9, 1997.

Meiner, V., Cases, S., Myers, H.M., $ande, E.R., Bellosta, S., $chambelan, M., Pitas,

R.E., McGuire, J., Herz, J., and Fareze, RV. Disruption of the acyl-CoA:

cholesterol acyltransferase gene in mice: evidence suggesting multiple

cholesterol esterification enzymes in mammals. Froc Nati Acad Sel USA

93:14041-14046, 1996.

Meiner, V., Tam, C., Guim, M.D., Dong, L.M., and Weisgraber, K.H. Tissue expression

studies on the mouse acyl-CoA: cholesterol acyltransferase gene (Acact):

findings supporting the existence of multiple cholesterol esterification enzymes

in mice. JLtpidRes 38:1928-1933, 1997.

Miller, S.C., Bowman, B.M., and Rowland, H.G. Structure, cytochernistry, endocytic

activity and inimunoglobulin (Fc) receptors of rat testicular interstitial tisstie

macrophages. Am JAnat 168:1-13, 1983.

Milis, N.C. Androgen effects on Sertoli celis. IntJAndroÏ 13:123-134, 1990.

Monod, J. From enzymatic adaptation to allosteric transitions. Science 154:475-423,

1966.

Montagna, W. and Hamilton, J.B. Histological studies of human testes. I. The

distribution oflipids. AnatRec 109:635-640, 1951.

Moi-ris, M.D. and Chaikoff I.L. The origin of cholesterol in liver, srnall intestines,

adrenal gland and testis of the rat: dietary versus endogenous contributions. J

BioÏ Chem 234:1095-1097, 1959.

o



142

O
Moyle, W.R., Jungas, R.L., and Greep R.O. Influence of luteinising hormone and

adenosine 3:5’-cyclic monophosphate on the rnetabolism of free and esterified

cholesterol in mouse Leydig-cell turnors. Biochem J 134:407-413, 1973.

Murphy, D.J. and Vance, J. Mechanism of iipid-body formation. Trends Biochem Sel

24:109-115, 1999.

Nazian, $.J., Brewer, L.D., and Ness, G.C. Pituitary regulation of the expression of the

famesyl pyrophosphate synthetase gene in the testes ofthe sexually maturing rat.

JAndroÏ 12:264-272, 1991.

Nes, W.D., Lukyanenko, Y.O., Jia, Z.H., Quideau, S., Howald, W.N., Pratum, T.K.,

West, R.R., and Hutson, J.C. Identification of the lipophilic factor produced by

macrophages that stimulates steroidogenesis. Endocrinology 141:953-958, 2000.

Ness, G.C. Developmental regulation of the expression of genes encoding proteins

involved in cholesterol horneostasis. Am JMed Gen 50:355-357, 1994.

Ness, G.C. and Nazian, S.J. Developmental expression of multiple forms of 3-hydroxy-

3-methylgiutaryl coenzyme A reductase mRNA in rat testis. JAndrol 13:3 18-

322, 1992.

Ness, G.C., Sample, C.E., Smith, M., Pendleton, L.C., and Eichler, D.C. Characteristics

of rat liver microsomal 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase.

BiochernJ233:167-172, 1986.

Niemi, M. and Kormano, M. Cyclical changes in and significance of lipids and acid

phosphatase activity in the seminiferous tubules of the rat testis. Anat Rec

151:159-170, 1965.

Niemi, M., Sharpe, R.M., and Brown, W.R. Macrophages in the interstitial tissue of the

rat testis. Celi Tiss Res 243:337-344, 1986.

o



143

Nikolopoulou, M., Soucek, D.A., and Vary, J.C. Changes in the lipid content of boar

sperm plasma membranes during epididymal maturation. Biochim Biophys Acta

815:486-498, 1985.

Nouer, D.W., flickinger, C.J., and Howards, S.S. Duration of the cycle of the

seminiferous epithelium in the guinea pig deterrnined by tritiated thymidine

autoradiography. Bio! Reprod 17:532-534, 1977.

Olsson, H. and Beifrage, P. Phosphorylation and dephosphorylation of hormone-

sensitive lipase. Interactions between the regulatory and basal phosphorylation

sites. fEB$Lett232:78-82, 1988.

Onstad, O. Studies on postnatal testicular changes, semen quality, and anomalies of

reproductive organs in the mink. Acta Endocr Copenh Suppi. 117:1-117, 1967.

Orgebin-Christ, M.C. and Djiane, J. Proprieties of a prolactin receptor from the rabbit

epididymis. Bio! Reprod 21:135-140, 1979.

Osterlund, T., Danielsson, B., Degerman, E., Contreras, J.A., Edgren, G., Davis, R.C.,

Schotz, M.C., and Hoim, C. Domain-structure analysis of recombinant rat

hormone-sensitive lipase. Biochem J319:41 1-420, 1996.

Osuga, J., Ishibashi, S., Oka, T., Yagyu, H., Tozawa, R., Fujimoto, A., $hionoiri, F.,

Yahagi, N., Kraemer, f.B., Tsutsumi, O., and Yamada, N. Targeted disruption of

hormone-sensitive lipase results in male sterility and adipocyte hypertrophy, but

not in obesity. Froc NatlAcadSci USA 97:787-792, 2000.

Paniagua, R., Rodriguez, M.C., Nistal, M., Fraile, B., and Amat, P. Changes in the lipid

inclusion/Sertoli cell cytoplasm area ratio during the cycle of the human

seminiferous epithelium. J Reprod Fertit 80:335-341, 1927.

Parks, J.E. and Hammerstedt, R.H. Developmental changes occurring in the lipids of

ram epididymal spermatozoa plasma membrane. Biol Reprod 32:653-668, 1985.

e



144

Parvinen, M. Regulation of the seminiferous epithelium. Endocrine Rev 3:404-4 17,

1982.

Pelletier, R.-M. Cyclic formation and decay of the blood-testis balTier in the mink

(MztsteÏa vison), a seasonal breeder. Ain JAnat 175:91-117, 1986.

Pelletier, R.-M. Cyclic modulation of Sertoli celi junctional complexes in a seasona!

breeder: the mink (A’htsteÏct vison). Am JAnat 183:68-102, 1988.

Pelletier, R-M. Blood-balTiers of the epididymis and vas deferens act asynchronous!y

with the blood balTier of the testis in the rnink ( Mustetct vison). Microsc Res

Tech 27:333-349, 1994.

Pelletier, R.-M. A freeze-fracture study of ccli junctions in the epididyrnis and vas

deferens of a seasonal breeder: the mink (Mustela vison). Microsc Res Tech

30:1-17, 1995a.

Pelletier, R-M. The distribution of connexin 43 is associated with the germ ce!!

differentiation and with the modulation of the Sertoli cdl junctional barrier in

continua! (Guinea pig) and seasonal breeders’ (mink) testes J Androl 16:400-

409, 1995b.

Pelletier, R-M. The tight junctions in the testis, epididymis and vas deferens. In: Tight

Jiinctions, edited by J.M. Anderson and M. Cereijido. London: CRC Press Boca

Raton, Aim Arbor, 2001, p. 183-197.

Pelletier, R.-M. and Byers, S.W. The blood-testis barrier and Sertoli cdl junctions:

structural considerations. Microsc Res Tech 20:3-3 3, 1992.

Pelletier, R.-M. and Friend, D.S. Developrnent of membrane differentiations in the

guinea pig sperrnatid during spermiogenesis. Am JAnat 167:119-141, 1983a.

o



145

Q
Pelletier, R.-M. and Friend, D.S. The Sertoli ceil junctional complex: Structure and

permeability to lupin in the neonatal and aduit guinea pig. Ani JAnctt 168:213-

228, 1983b.

Pelletier, R.-M., Okawara, Y., Vitale, M.L.. and Anderson, J.M. Differential distribution

of the tight-junction-associated protein ZO-1 isoforms a+ and a- in Guinea pig

Sertoli celis: a possible association with f-actin and g-actin. Biol Reprod 5 7:367-

376, 1997.

Pelletier, R-M. and Shivers, R.R. Filipin-sterol complexes in breeding and non-breeding

mink (MusteÏa vison) Sertoli celi junctional membranes. J Ceit BioÏ 103:365-

372, 1986.

Pelletier, R.-M. and Vitale, M.L. Filipin vs enzymatic localization of cholesterol in

Guinea pig, Mink, and Mallard duck testicular cells. J Histochem Cytochem

42:1539-1554, 1994.

Perryman, P.L. and Thorner, M.O. The effects of hyperprolactinaemia in sexual and

reproductive function in men. JAnclroÏ2:233-242, 1981.

Petrie, R. and Morales, C.R. Receptors-mediated endocytosis of testicular transferrin by

germinal cells ofthe rat testis. Ccli Tiss Res 267:45-55, 1992.

Pokel, J.D., Moyle, W.R., and Greep, R.O. Depletion of esterified cholesterol in mouse

testes and Leydig celi tumors by luteinizing hormone. Endocrinology 91:323-

325, 1972.

Pol, A., Luetterforst, R., Lindsay, M., Heino, S., Ikonen, E., and Parton, RG. A caveolin

dominant negative mutant associates with lipid bodies and induces intracellular

cholesterol imbalance. J Ccii Bioi 152:1057-1070, 2001.



146

Q
Potter, J.E.R.. Millette, C.f., and Kandustch, A.A. Elevated cholesterol and dolichol

synthesis in mouse pachytene spermatocytes. JBioÏ Ciiem 256:7150-7154, 1981.

Prattes, S., Hori, G., Hammer, A., BÏaschits, A., Graier, W.F., Sattier, W., ZecÏrner, R.,

and Steyrer, E. Intracellular distribution and mobilization of unesterified

cholesterol in adipocytes: triglyceride droplets are sunounded by cholesterol-rich

ER-like surface layer structures. J Ccli Sci 113:2977-2989, 2000.

Purvis, K., Clausen, O.P.F., Olsen, A., Harog, E., and Hanson, V. Prolactin and Leydig

ceil responsiveness to LHIhCG in the rat. Arch Androl 3:219-230, 1979.

Rana, A.P.S., Majumder, G.C., Misra, S., and Ghosh, A. Lipid changes of goat sperm

plasma membrane during epididyrnal maturation. Biochim Biophys Acta

1061:185-196, 1991.

Reaven, E., Lua, Y., Nornoto, A., Temel, R., Williams, D.L., van der Westhuyzen, D.R.,

and Azhar, S. The selective pathway and a high-density lipoprotein receptor tSR-

BI) in ovarian granulosa celis of the mouse. Biochim Biophys Acta 1436:565-

576, 1999.

Reaven, E., Zhan, L., Nomoto, A., Leers-Sucheta. S., and Azhar, S. Expression and

microvillar localisation of scavenger receptor class B, type I tSR-BI) and

selective cholesteryl ester uptake in Leydig celis from rat testis. J LipkÏ Res

41:343-356, 2000.

Reinhart, M.P. Intracellular sterol trafficking. Experientia 46:599-611, 1990.

Renston, J.P.. Ihrig, T.J., Renston, R.H., Gondos, B., and Morin, R.J. Cholesterol ester

hydrolysis by hornogenates of whole testis, seminiferous tubules and interstitial

ceils of mature rats. JEndocr 75:235-243, 1977.

Q



147

Renston, RI-L, Ihrig, T.J., Renston, J.P., and Gondos, B. Concentrations of free and

esterified cholesterol in the testes of maturing rabbits. JReprocl FertiÏ 43:91-95,

1975.

Rigotti, A., Trigatti, B.L., Penrnan, M., Rayburn, H., Herz, J., and Krieger, M. A

targeted mutation in the murine gene encoding the high density lipoprotein

(HDL) receptor scavenger receptor class B type I reveals its key role in HDL

metabolism. Froc NailAcadSci USA 94:12610-12615, 1997.

Robaire, B. and Hermo, L. Efferent ducts, epididymis, and vas deferents: structure,

functions, and their regulation. In: The physiology ofreprodttction, edited by E.

Knobil and J.D. Neili. New York: 198$, p. 999-1080.

Roïtelman, J., Olender, E.H., Bar-Nun, S., Duim, W.A., and Simoni, R.D.

Immunological evidence for eight spans in the membrane dornain of 3-hydroxy-

3-methylgiutaryl coenzyme A reductase: Implications for enzyme degradation in

the endoplasmic reticulum. JCeÏÏ Biol 117:959-973, 1992.

Russeil, L.D. Sertoli-gerrn ccli interrelations: A review. Gamete Res 3:179-202, 1980.

Saez, J.M., Lejeune, H., Avalet, O., Habert, R., and Durand, P. Le contrôle des fonctions

differenciées des cellules de Leydig. Me’d/Sci 11:547-553, 1985.

Saltiel, A.R. Another hormone-sensitive triglyceride lipase in fat celis? Froc NcttÏ Acaci

Sel USA 97:535-537, 2000.

Sanbom, B.M., Steinberger, A., and Lec, A. Subcellular distribution of androgen

binding sites in cuÏtured Sertoli ceils before and afier exposure to androgen. J

$teroidBiochern 14:133-340, 1981.

Sato, R., Goldstein, J.L., and Brown, M.S. Replacement of serine-871 of hamster 3-

hydroxy-3-methylglutaryl-Co A reductase prevent phosphorylation by AMP

Q



o

148

activated kinase and blocks inhibition of sterol synthesis induced by ATP

depletion. Froc NatÏAcad Sci USA 90:9261-9265, 1993.

Scbreiber, J.R., Weinstein, D.B., and Hsueh, A.J.H. Lipoproteins stirnulate androgen

production by cultured rat testis ceils. J$teroidBiochem 16:39-43, 1982.

Schuler, L.A., Toaff, M.E., and Strauss, J.F. Regulation of ovarian cholesterol

metabolism: control of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase and

acyl coenzyme A : cholesterol acyltransferase. Endocrinology 108:1476-1486,

1981.

Scott, T.W., Vogimayr, J.K., and $etchell, B.P. Lipid composition and metabolisrn in

testicular and ejaculated ram spermatozoa. Biochem J 102:456-461, 1967.

Seki, N., Toyarna, Y., and Nagano, T. Changes in the distribution of Filipin-sterol

complexes in the boar sperm head plasma membrane during epididymal

maturation and in the uterus. Anat Rec 232:221-230, 1992.

Servetnick, D.A., Braseamle, Di., Gruia-Gray, J., Kimmel, A.R., Wolff, J., and

Londos, C. Perilipins are associated with cholesteryl ester droplets in

steroidogenis adrenal cortical and Leydig cells. JBioÏ Chem 270:16970-16973,

1995.

Setchell, B.P. and Waites, G.M.H. The blood-testis banier. In: Handbook ofphysiology,

edited by K.W. Harnihon and R.O. Greep. Washington: American Physiological

$ociery, DC., 1975, p. 143-172.

Shand, J.H. and West, D.W. Acyl-CoA:cholesterol acyltransferase activity in the rat

rnammary gland: variation during pregnancy and lactation. Lipids 26:150-154,

1991.

Sheriff, D.S. Effect of prolactin on testicular lipid rnetabolism in pubertal rats. Horrn

Res 23:60-63, 1986.



149

Q
Shiratsuchi, A., Kawasaki, Y., Ikemoto, M., Arai, H., and Nakanishi, Y. Role of class B

scavenger receptor type I in phagocytosis of apoptotic rat spermatogenic celis by

Sertoli celis. JBioÏ Chem 274:5901-5908. 1999.

Shiratsuchi, A., Urneda, M., Ohba, Y., and Nakanishi, Y. Recognition of

phosphatidylserine on the surface of apoptotic spermatogenic ceils and

subsequent phagocytosis by Sertoli ceils ofthe rat. JBioÏ CÏwm 272:2354-235$,

1997.

$ilverstein, S.C., Stehminn, R.M., and Colin, Z.A. Endocytosis. Ann Rev Biochem

46:669-722, 1977.

5mai!, C.A., Goodacre, J.A., and Yeaman, S.J. Hormone-sensitive lipase is responsible

for the neutral cholesterol ester hydrolase activity in macrophages. FEBS Lett

247:205-208, 1989.

Small, C.A., Yeaman, S.J.. West, D.W., and Clegg, R.A. Cholesterol ester hydrolysis

and hormone-sensitive lipase in lactating rat rnammary tissue. Biochim Biophys

Acta 1082:251-254, 1991.

Steinberg, D. A docking receptor for HDL cholesterol esters. Science 271:460-261,

1996.

Stenson Holst, L., Hoffrnan, A.R., Mulder, H., Sundler, F., Holrn, C., Bergh, A., and

Fredrikson, G. Localization of hormone-sensitive lipase to rat Sertoli cells and its

expression in developing and degenerating testes. FEBSLett 355:125-130, 1994.

Stenson Holst, L., Langin, D., Mulder, H., Laure!!, H., Grober, J., Bergh, A.,

Mohrenweiser, H.W., Edgren, G., and Hoim, C. Molecular cloning, genomic

organization, and expression of a testicular isoforrn of hormone-sensitive lipase.

Genomics 35:441-447, 1996.

o



150

O
StraÏfors, P., Olsson, H., and Beifrage, P. Hormone-sensitive lipase. In: The Enzymes,

edited by P.D. Boyer and E.G. Krebs. New York: 1987, p. 147-177.

$trauss, J.F., $chuler, L.A., Rosenblum, M.F., and Tanaka, T. Cholesterol rnetabolism

by ovarian tisstie. AdvLipidRes 18:99-157, 1981.

Suckiing, K.E. and Stange, E.F. Role ofacyl-CoA: cholesterol acyltransferase in cellular

cholesterol metabolism. J Lipid Res 26:647-671, 1985.

Suckiing, K.E.. Stange, E.F., and Dietschy. J.M. Dual modulation of hepatic and

intestinal acylCoA: cholesterol acyltransferase activity by (de-) phosphoryl ation

and substrate suppiy in vitro. FEBSLett 151:111-116, 1983a.

Suckiing, K.E., Tocher, D.R., Smellie, C.G., and Boyd, G.S. In vitro regulation of

bovine adrenal cortical acylCoA: cholesterol acyl transferase and comparison

with the rat liver enzyme. Biochim BiophysActct 753:422-429, 1983b.

Sugawara, T., Hoit. J.A., Driscoli, D., Strauss III, J.f., Lin, D., Miller, W.L., Patterson,

D., Clancy, K.?., Hart, I.M., Clark, B.J., and Stocco, D.M. Human steroidogenic

acute regulatory protein: ftinctional activity in COS-1 ceits, tissue-specific

expression and mapping of the gene to 8pl 1.2 and a pseudogene to chromosome

13. Froc NatÏAcad $ci USA 92:477814782, 1995.

Sugkraroek, P., Kates, M., Leader, A., and Tanphaichitr, N. Level of cholesterol and

phospholipids in freshly ejaculated sperm and Percoll-gradient-pelletted speum

from fertile and unexplained infertile men. FertilSteriÏ 55:820-827, 1991.

Sundqvist, C., Fuis, Le.C., and Bartke, A. Reproductive endocrinoÏogy of the rnink

(Mztsteta vison). Endocrine Rev 9:247-266, 1988.

Svensson, P.-A., Johnson, M.S.C., Ling, C., Carisson, L.M.S., Billig, H., and Carisson,

B. Scavenger receptor class B type I in the rat ovary: possible role in high



151

density lipoprotein choiesterol uptake and in the recognition of apoptotic

granulosa celis. Endocrinology 140:2494-2500, 1999.

Sviridov, D. Intraceilular cholesterol trafficking. HistoÏ HistopathoÏ 14:305-3 19, 1999.

Tabas, I., Rosoff, W.J., and Boykow, G.C. Acyl coenzyme A: cholesterol acyl

transferase in macrophages utilizes a cellular pool of cholesterol oxidase

accessible cholesterol as substrate. JBioÏ Chem 263:1266-1272, 1988.

Trigatti, B., Raybum, H., Vinais, M., Braun, A., Miettinen, H., Penman, M., Hertz, M.,

Schrenzel, M., Arnigo, L., Rigotti, A., and Krieger, M. Infitience of the high

density lipoprotein receptor SR-3I on reproductive and cardiovascular

pathophysioiogy. Froc Nat? Acad Sel USA 96:9322-9327, 1999.

Trzeciak, W.H. and Boyd, G.$. The effect of stress induced by ether anaesthesia on

choiesterol content and cholesteryl-esterase activity in rat-adrenal cortex. Eur J

Biochem 37:327-333, 1973.

Uelrnen, P.J., Oka, K., Sullivan, M., Chang, C.C.Y., Chang, T.Y., and Chan, L. Tissue

specific expression and cholesterol regulation of acylcoenzyme A: cholesterol

acyltransferase (ACAT) in mice. JBiol Chem 270:26192-26201, 1995.

Vahouny, G.V., Chandebhan, R., and Kharroubi, A. Sterol and lipid transfer proteins.

AdvLpidRes22:83-113, 1987.

VanMeer, G. Caveolin, cholesterol, and lipid droplets? JCe1l Bio? 152:f29-34, 2001.

Venkatesan, S., Mitropoulos, K.A., Balasubramaniam, S., and Peters, T.J. Biochernical

evidence for the heterogeneity of membranes from rat liver endoplasmic

reticulum. Studies on the localisation of acyl-CoA: cholesterol acyl transferase.

Fur JCeÏÏ Bio? 21:167-174, 1980.



.

152

Wang, N., Arai, T., Riirninger, F., and Tau, A.R. Liver-specific overexpression ofSR-Bt

decreases levels of VLDL lipoprotein apo B, LDL lipoprotein apo B and HDL

lipoprotein in transgenic mices. J BioÏ Chem 273:32920-32926, 1998.

Wang, S.M. and Fong, T.H. A lipid droplets-specific capsule is present in rat adrenal

cells:evidence from a monoclonal antibody. Biochem Biophys Res Commun

217:81-8$, 1995.

Warner, G.P., Stoudt, G., Bamberger, M., Jolrnson, W.J., and Rothblat, G.H. Celi

toxicity induced by inhibition of acyl coenzyme A: cholesterol acyltransferase

and accumulation ofunesterified cholesterol. JBiol Chem 270:5772-5778, 1995.

Webb, N.R., Conneli, P.M., Graf, G.A., $mart, E.J., de Villiers, W.J.S., de Beer, f.C.,

and van der Westhuyzen, D.R. SR-3II, an isoform ofthe Scavenger Receptor BI

containing an alternate cytoplasmic tait, mediates lipid transfer between high

density lipoprotein and ceils. JBioÏ Chem 273:15241-15248, 1998.

Webb, N.R.. de Villiers, W.J.S., Coimeil, P.M., de Beer, F.C., and van der Westhnyzen,

D.R. Alternative forms of the scavenger receptor BI (SR-B1). J Lipid Res

38:1490-1495, 1997.

Wee, S.F. and McLean Grogan, W. Testicular temperature-labile cholesteryl ester

hydrolase. JBioÏ Chem 268:8158-8163, 1993.

Werbin, H. and Chaikoff I.L. Utilization of adrenal gland cholesterol for synthesis of

cortisol by the intact normal and ACTH-treated guinea pig. Arch Biochem

Biophys 93 :476-482, 1961.

Wiebe, J.P. and Tube, K.$. De novo synthesis of steroids (from acetate) by isolated rat

Sertoli celis. Biochem Biophys Res Commun 89:1107-1113, 1979.



153

Wood, S.L., Emmison, N., Boilhwick, A.C., and Yeaman, S.J. The protein phosphatases

responsible for dephosphorylation of hormone-sensitive lipase in isolated rat

adipocytes. Biochem J 295:53 1-535, 1993.

Wright, W.W., Parvinen, M., Musto, N.A., Gunsalus, G.L., Phillips, D.M., Mather, J.?.,

and Bardin, C.W. Identification oC stage-specific proteins synthetized by rat

serniniferous tubules. BioÏ Reprod 29:257-270, 1981.

Yago, N., Kobayashi, S., Sekiyarna, S., Kurkawa, H., and Iwai, Y. Further studies on

the subrnitochondrial localization of cholesterol side-chain cleavage enzyme. J

Biochem 68:775-780, 1970.

Yeagle, P.L. Cholesterol and the ce!! membrane. Biochim Biophys Acta 822:267-287,

1985.

Yeagle, P.L. Lipid regulation of cd membrane structure and ftinction. FA$EB J

3:1833-1842, 1989.

Yeaman, S.J. 1-lormone-sensitive lipase - a multipurpose enzyme in lipid rnetabo!ism.

Biochim Biophs Acta 1052:128-132, 1990.

Zibara, K., Malaud, E., and McGregor, J.L. CD36 mRNA and protein expression levels

are significantly increased in the heart and testis of apoE deficient mice in

comparison to wild type (C573L/6). JBiornedBiotechnoÏ 2:14-2 1, 2002.

Zipf, W.B., Payne, A.H., and Kolch, R.P. Pro!actin, growth hormone and !uteinizing

hormone in the maintenance of testicular luteinizing hormone receptors.

EndocrinoÏogy 103:595-600, 1978.

C)



C




