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Resume

Les rythmes circadiens sont contrdlés par 1’horloge centrale située dans le noyau
suprachiasmatique de I’hypothalamus. Ils sont aussi imposés aux horloges
périphériques localisées dans chagque organe, comme le testicule.

L’objectif de notre travail est d’étudier D’activité testiculaire, d’analyser les
variations morpho structurales des gonades male de notre espéce a des différentes
saisons : photopériode standard 12L/12D simulant la photopériode du printemps,
photopériode longue 16L/8D relative a la photopériode d’été et la photopériode
courte de 8L/16D correspondant a la photopériode de I’hiver chez la gerbille
Gerbillus tarabuli, espece désertique nocturne.

Notre expérimentation consistera a exposé nos animaux a des photopériodes
artificielles différentes : une photopériode standard 12L/12D, une photopériode
longue 16L/8D et une photopériode courte 8L/16D et cela pendent 10 semaine.

Les résultats obtenu au cours de notre étude dévoilent des modifications
structurales corrélées a une activité fonctionnelles gonadiques sous le cycle de
12L/12D et le cycle de 16L/8D avec une augmentation de I’indice gonado-
somatique et une architecture trés développée du tissu testiculaire traduit par une
spermatogenese active ainsi que la présence de nombreux spermatozoides dans la
lumiere des tubes. Ces observations indiquent que le testicule est en activité
sexuelle au cours de ces deux photopériodes de 12L/12D et 16L/8D. Par ailleurs,
I’exposition de la gerbille a une photopériode courte de 8L/16D a noter une baisse
de I’indice gonado-somatique, la spermatogenése est régressée associe a une
atrophie de 1’épithélium séminifére, peu de spermatozoides ont été observés dans
lumiere des tubes. Ces changements structuraux attribués au testicule semblent étre
la conséquence d’une régression testiculaire induite par la photopériode courte.

En conclusion, I’étude de D’activité testiculaire est la premicére a fournir une
analyse morpho structurale du testicule chez Gerbillus tarabuli, révélant la
présence d’une reproduction au cours de la photopériode standard 12L/12D relative
au printemps et longue 16L/8D correspondant a la saison d’été et une régression de
I’activité testiculaire pendant la photopériode courte de 8L/16D

Mots clés : Gerbillus tarabuli, rythme circadien, photopériode, reproduction
testicule.




Abstract

The circadian rhythms are controlled by the central clock located in the
suprachiasmatic nucleus of the hypothalamus. They are also imposed on peripheral
clocks located in each organ, such as the testicle.

The objective of our work is to study testicular activity, to analyze the morpho-
structural variations of the male gonads of our species at different seasons: standard
photoperiod 12L/12D simulating the spring photoperiod, 16L/8D long photoperiod
relative to the summer photoperiod and the 8L/16D short photoperiod
corresponding to the winter photoperiod in the gerbillus tarabuli, nocturnal desert
species.

Our experiment will consist in exposing our animals to different artificial
photoperiods: a standard photoperiod 12L/12D, a long photoperiod 16L/8D and a
short photoperiod 8L/16D and this lasts 10 weeks.

The results obtained during our study reveal structural changes correlated with
gonadal functional activity under the 12L/12D and 16L/8D cycles with an increase
in gonad-somatic and highly developed testicular tissue architecture translated by
active spermatogenesis as well as the presence of numerous spermatozoa in the
light of the tubes. These observations indicate that the testis is in sexual activity
during these two photoperiods of 12L/12D and 16L/8D. Moreover, the exposure of
the gerbil to a short photoperiod of 8L/16D to note a decrease in the gonad-somatic
index, spermatogenesis is regressed associated with atrophy of the seminiferous
epithelium; few sperm were observed in light of the tubes. These structural changes
attributed to the testis appear to be the result of testicular regression induced by
short photoperiod.

In conclusion, the study of testicular activity is the first to provide a morpho-
structural analysis of the testis in Gerbillus tarabuli, showing reproduction during
the standard 12L/12D spring and long 16L/8D summer photoperiod and regression
of testicular activity during the short 8L/16D photoperiod.

Key words: Gebillus Tarabuli, circadian rhythm, photoperiod, testicular
reproduction.




Ués-[dj/
s OGS ALY (5688 gall 853 sa gall 43S yall de Ll ddass) 5 il sal) e gyl A oSl
Aaadll Jie Glea JS 853 9 sall 48 hal) cle Ll e Lyl (o i

23al) g A ylaa 58 ) sall Al YT Julat g ¢ dpaddl blii Al ja & (adlh llee (e caagd) )
¢ daay 1) A puall 5 yial) BlSLaa 912 Apalall 430 guall 5yl AGLALN Wl gnd 3 SA) (e Aol
/16D 5 yaemil 2yl 5 5l 5 ¢ Aol 2 sl 8l ) s s 5l el 5 SAIL/BD) 16
Al el b peadd g sl b i 5080 A0yl 5 il i)

3)};.412'_/12D MSM:&:LCL\LA\&gﬁ\ﬁﬂﬁd\&m%hﬂd\ﬁu@wﬁwm)ﬂu&uu;uj

bl 10138 et s ¢ yual dgign s 38 [ 6L/ 8D ¢ Jish A s 51 16 L/BD (ol 4 5un

3aall audn ol Lalally Aasi e 20 <y e Ui O L) Qo il 3 3 peilil) i
3y shaiall g i) 4y HlaSl) Aai1 sy 85305 ae «L/12D 16L/8D 12 oy sall Jdal b 4yl
o o Ay S 2381 (g dpaal) g5 e Sl ¢ Taskil g sial) a5 3y 5k (e Aansiall A4l
5L/12D 12 e oo sl e DA il Tl 8 Cpipadl o ) 50 Adaa Dl 028 calY)
L/8D16

G pan ALaSlal 8L/1BD (e 8mal 4 sua 5 ) saaa Bkl sl (e yad b ¢ b e 3 50e
Bangd 8y ¢ elaall 201l il Jasiyall 5 siall Jasadl 255 el s ¢ Aol askl) e b iabi
) A puaiall el il oda () saw s, 28RN il 8 4 sial) il gl e QB 230 35a
(sl el jual e Al duadd) jleadY dadh & iuadl)

& Ot ll L i 5 5 5o LISun Sl adi Al 53 J sl o8 Al Tl Al 2 b ¢ sl
Canall]16 L/8D alyshall 3 yidll 5 (s Laall [21/12D aall A AN jedayg ¢ sl U o sbo son
il 3 5alBL /16D D daadll LLES 3 315 Y1

"dpadll MLl ¢ AL gall 3 M M Al gl M sl 5 e sl " ¢ alidelf CilalSl




Figure 01:
Figure 02:

Figure 03:
Figure 04:
Figure 05:
Figure 06:
Figure 07:

Figure 08:
Figure 09:

Figure 10:
Figure 11:
Figure 12:
Figure 13:
Figure 14:
Figure 15:
Figure 16:
Figure 17:
Figure 18:
Figure 19:
Figure 20:
Figure 21:
Figure 22:
Figure 23:
Figure 24:
Figure 25:

Figure 26:

Figure 27:

Liste des figures

Schéma représentatif de 1’appareil reproducteur male chez la souris.

Organisation anatomique des vésicules séminales et des lobes

prostatique ou carrefour urogénital chez la souris

Schémas structurale de 1’épididyme du testicule chez Gerbillus

Tarabuli.

Schéma anatomique et structural du testicule chez les Mammaliens

Coupe transversale d’un tube séminifére d une souris adulte

Schéma histologique qui représente la gaine peéritubilaire de la paroi

de tube séminifére.

Schéma anatomique et structurel de la gaine péri-tubulaire et

I”épithélium

Dessins d’un spermatozoide de souris

Schémas anatomique et structurels de tissu interstitiel et cellule de

Leydig

Etape de la spermatogenese chez le Rat

Représente les différentes étapes de la spermatogenése

Régulation hormonale de la fonction de reproduction chez le male

Organisation génétique et principaux domaines fonctionnels du

récepteur aux androgenes

Anatomie des NSCs chez le rat et localisation histologique des

principaux neuropeptides.

La morphologie de Gerbillus tarabuli

Schéma représentant le protocole de conditionnement des animaux.

Confection des blocs par les barres de LEUCKART.

Station d’observation microscopique et de traitement d’images.

Mesure des épaisseurs de 1’épithélium et la lumicre de tube séminifere

a I’aide du logiciel Axio Vision Rel.4.8.

Variation de I’indice gonado-somatique (%).sous les trois

photopériodes étudiés.

Représentation graphique des variations du diametre des tubes

séminiferes sous les trois photopériodes.

Représentation graphique des modifications de I'espace inter-tubulaire

sous les trois photopériodes.

Représentation graphique des variations de 1'épaisseur de I’épithélium
séminifére sous les trios photopériodes.

Représentation graphique de la variation de la largeur des lumieres des

tubes séminiferes au cours des trois photopériodes.

Micrographies photoniques illustrant I’aspect structural du testicule

chez la gerbille ( gerbillus tarabuli) male adulte.

Micrographies photoniques illustrant I’aspect structural des

épithéliums séminiféeres chez la gerbille ( gerbillus tarabuli) male

adulte.

Micrographies photoniques représentant la cellule de leydig chez la

gerbille ( gerbillus tarabuli) male adulte.




Liste des Tableaux

Tableau | Différentes étapes de la prophase | de meiose chez les Mammaliens

Tableau Il Valeurs moyennes du diameétre tubulaire, de I’épaisseur de 1’épithélium

séminifére, du diametre de lumiére et espace inter-tubulaire du lotl chez
Gerbillus tarabuli

Tableau Il Valeurs moyennes du diamétre tubulaire, de I’épaisseur de 1’épithélium

seminifere, du diametre de lumiére et espace inter-tubulaire du lot2 chez

Gerbillus tarabuli

Tableau IV | Valeurs moyennes du diametre tubulaire, de 1’épaisseur de 1’épithélium

séminifére, du diametre de lumiére et espace inter-tubulaire du lot3 chez

Gerbillus tarabuli

Tableau V Intensité des mesures des poids testiculaires et I’indice gonadosomatique au

cours de la photopériode standard chez Gerbillus Tarabuli.

Tableau VI | Intensité des mesures des poids testiculaires et 1’indice gonadosomatique au

cours de la photopériode courte chez Gerbillus Tarabuli

Tableau VII | Intensité des mesures des poids testiculaires et I’indice gonadosomatique au

cours de la photopériode longue chez GerbillusTarabuli.




Liste des Abréviations

A : Spermatogonie A;

A, . Spermatogonie A,

As . Spermatogonie A

A4 : Spermatogonie A4

Ag : Spermatogonie A alignée

Ad : Spermatogonie A sombre
AP : Spermatogonie A Pale

AP : Cellule germinale apoptotique
Apr : Spermatogonie A Paire

B : Spermatogonie B.

CL : Cellule de Leydig.

CPG : cellules germinales primordiales
CS : Cellule Sertoli

C-terminal : Carboxyle-terminal.
ES : Epithélium séminifére.

ESM : erreur standard a la moyenne
FSH: hormone folliculo-stimulante
g: Gramme

G: Grossissement

GnRh: Gonadotropin-releasing hormone

IGS : Indice Gonado-Somatique
LH : hormone lutéinisante

LU : Lumiere.

MOY : Moyenne

NSC : Noyau suprachiasmatique
P: Student test

R: repos

SC: Spermatocyte.




SP I Spermatocyte I.

SP: Photopériode courte.

SPD: Spermatide.
SPG: Spermatogonie.
SPII: Spermatocyte 1.
SPZ: Spermatozoide.
TS: Tube séminifeére.
VS : Vaisseau sanguin.

pum : micrometre.




Sommaire

Introduction

Chapitre | : Rappel bibliographique

| Rappel anatomo-physiologique

I.1. Reproduction et abondance

[.2 Anatomie de I’appareil reproducteur male

I.2.A. Les glands annexes

1.2.B. Les vésicules seminales

I O - o] (0] - (SRR
1.2.D. Epididyme

[.3.Testicule

I.3.A. Tube séminifére

I.3.A.a. La gaine péri-tubulaire

I.3A.b. L'épithélium séminifere

I.3.A.c. Cellules germinales

I.3.A.d. Spermatogonie

1.3.A.€. SPEIMALOCYLES ...\ttt ettt e eee e et et ee e e aee e eane
I.3.A.f. Spermatides

I.3.A.g. Spermatozoides

I.3.A.h. Cellule de Sertoli

I.3.A.i. Tissu interstitiel et cellule de Leydig . ...,
I.3.A.j. Cellule péri-tubulaire

1.3.B.1. La spermatogenése

1.3.B.2. Les phases de la spermatogenese

1.3.C.1. La spermiogénese

1.3.C.2. Le cycle de la spermatogenése

O 0o N O I A D W W N N

1.3.C.3. Régulation neuroendocrinienne
1.4. Cycle de I’épithélium séminifere
1.5. Récepteurs aux androgenes .......c..co.eveevereenennnn.n.




I1. Historique et propriétés des rythmes circadiens

I1.2. Les rythmes biologiques
[1.3. La Rythmicité

I1.4. Le rythme circadien

I1.5. Les horloges circadien

I1.6. Les noyaux suprachiasmatique
I1l. La mélatonine

VI. Photopériode et la mélatonine

Chapitre Il : Mateériels et Méthodes

I-MATERIELS BIOLOGIQUE
I-1 Modele animale
I-2 La systématique de 1’animal

I-3 Mode de vie et reproduction

I-4 Conditionnement des animaux

Il. METHODES

I1.1. Technique histologique

I1.1.1. Anesthésie et perfusion du fixateur
11.1.2. Prélevement et post fixation

11.1.3. Préparation des tissus pour la coupe
a. Lavage et deshydratation des organes

b. Imprégnation a la paraffine

c. Inclusion et confection des blocs

d. Realisation des coupes

e. Déparaffinage et réhydratation

f. Coloration des coupes

g. Montage et observation au microscope photonique

I1.2 Etude morphométrique
I1.3 Analyse statistique




Chapitre 111 : Résultats et Discussions

I.RESULTATS
1. Indice gonadosomatique...

I1- Analyse morpho métrique du testlcule

1- Diametre du tube séminifere
2- Espace inter-tubulaire
3- Epaisseur de I’épithélium

4- Lumiére des tubes séminifeéres ..

Il - Analyse structurale du tissu testlculalre

1-Au niveau des tubes séminiféres
2-Au niveau de I’épithélium séminal
3-Au niveau du tissu interstitiel

I1. DISCUSSION

1 Poids du testicule

2 Structure testiculaire

A- tube séminifere

B-Epithélium séminal

C-Cellule de SertOli... ... .o vee oo e e e e e e e e e e e e e e
D- TIUSSU INLEISTILICT ... oo e e oo e e e e e e e e e e e e e

CONCLUSION
REFERENCE
ANNEXES




Introduction



Introduction

Les variations annuelles de la durée du jour, ou la photopériode, sont responsables de
I’alternance entre une saison sexuelle et une saison de repos dans la plupart des espéces
animales. Selon sa durée, la photopériode peut exercer une action stimulante ou inhibitrice
sur I’activité de reproduction.

Toutefois, en I’absence d’information photopériodique, I’animal exprime un rythme endogene
de reproduction et le rble principal de la photopériode dans les conditions naturelles
semblee étre de synchroniser ce rythme interne des animaux.

De plus, l’action de la photopériode sur I’activit¢ de reproduction est un modéle
d’interaction entre des rythmes endogenes de périodes différentes : un rythme circadien de
sécrétion de mélatonine qui permet de synchroniser un rythme circannuel de reproduction
dont les différentes phases se caractérisent par des fréquences variables de libération de
LHRH. (Malpaux et al .,1996).

Notre espece présente une reproduction saisonnie€re caractérisée par I’alternance d’une
période d’activité et d’une période de repos sexuel. Au fil de la période d’activité sexuelle,
I’appareil reproducteur subit des modifications structurales, ultra-structurales et hormonales,
comme chez plusieurs espéces de la famille des gerbillidés tel est le cas chez Gerbillus
gerbillus (Amirate et al., 1977).

L’objectif de la présente étude est d’évaluer I’effet de la photopériode artificielle sur la
variation saisonnic¢re de I’activité testiculaire chez la gerbille male Gerbillus tarabuli
rongeur déserticole de mceurs nocturne.

Cette étude est basée sur ’analyse morphométrique et structurale du testicule au cours de
trois photopériodes artificielle différentes :

= Photopériode standard de 12L/12D simule la saison de printemps, correspond a la
période de reproduction de 1’espece.
Photopériode courte de 8L/16D simule la saison d’hiver, en procédant une saison
inversée (printemps- hiver).
Photopériode longue de 16L/8D simule la saison d’été pour I’espece.

Le manuscrit s'articule autour de quatre grandes parties. La partie rappel bibliographique,
apporte les notions fondamentales nécessaires a la compréhension de ce travail. La seconde

partie présente I’ensemble des matériels et méthodes utilisés pour la réalisation de ce
mémoire.

La troisieme partie expose les résultats suivie par une discussion. Enfin, la quatrieme partie
conclusion et perspectives.




Rappel

bibliographique
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. RAPPEL ANATOMO-PHYSIOLOGIQUE

I.1. Reproduction et abondance
En biologie, la reproduction est un processus biologique qui permet la production de nouveaux

organismes d’une éspece a partir d’individus préexistants de cette espéce.

1.2. Anatomie de I’appareil reproducteur male
Se compose de deux gonades (testicules), des conduits excréteurs (Rete testis, canaux efférents,
épididymes, canaux déférents, et urétre) et des glandes annexes (vésicules séminales, prostate,
glandes bulbo-urétrales et préputiales ou glande de Tyson) (Figurel).

Ampullary glands
Vesicular gland

Coagulating gland

Vas deferens Urinary bladder

Wentral prostate Membranous urethra

Epididymis
Testis
Ischiocavernosus
muscle
Bulbourethral Bulbourethral gland
gland Diverticulum (bulb)
Bulbocavernosus
muscle Penis

Preputial gland

Glans penis

Preputial cavity

Figure 1: Schéma représentatif de I'appareil reproducteur méle chez la

souris (Roscoe etal, 1941).

1.2.A. Les glands annexes :
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Les sécrétions des glandes annexes participent a la formation du plasma séminal et représentent
50 a 95% du volume total du plasma séminal. Les glandes les plus actives sont les vésicules
séminales et la prostate.

1.2.B. Les vésicules séminales

Les vésicules séminales, sont deux sacs constitués de lobes multiples qui s’ouvrent soit dans
la partie terminale des canaux déférents soit dans 1'urétre. Ces glandes sont trés développées
chez certains singes mais réduites chez ’homme. Elles sont absentes chez les monotrémes,
marsupiaux, carnivores, cétacés, certains insectivores, chiroptéres et pratiguement inexistantes

chez les lagomorphes (Thibault et Levasseur, 2001).

Chez les rongeurs, ce sont les glandes annexes les plus évidentes par leur grand
développement et leur lobulation caractéristique. Elles se présentent sous forme de deux sacs
lobulés enroulés en cornes de bélier. La lobulation est due aux excroissances alvéolaires d’une

vaste cavité centrale (Beaumont et Cassier, 1998).

1.2.C. La prostate

Chez les rongeurs, la glande prostatique se présente sous forme d’une structure multilobée,
entourant I’urétre a la base de la vessie. On parle habituellement de complexe prostatique, coOmposé
de quatre lobes distincts selon leur disposition autour de la vessie (Figure 2).

La prostate antérieure ou glande coagulante (AP, Anterior Prostate), étroitement apposeée le long
de la courbure intérieure de la vésicule séminale la prostate ventrale (VP, Ventral Prostate), la
prostate dorsale (DP, Dorsal Prostate), la prostate latérale (LP, LatéralProstate). Le lobe dorsal et le
lobe latéral sont souvent réunis sous le terme de prostate dorso-latérale (DLP, Dorso-Latéral
Prostate) (Oliveira et al., 2016).
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= A -

Figure 2 : Organisation anatomique des vésicules séminales et des lobes prostatiques au
carrefour urogénital chez la souris (Oliveira et al., 2016).

Vues antérieure (Anterior view , A) et postérieure (Posterior view , C). Urétre (U), vésicules séminales
(SV); (B) et (D) montrentles mémes images avec des lignes et pointillés délimitant les lobes prostatiques
ventraux (VP), latéraux (LP), antérieurs (AP) et dorsaux (DP). Vue antérolatérale (E) (c6té gauche) des lobes

prostatiques par rapport a la vessie (bladder), I'urétéres (ureters).Barre d'échelle est de 1 cm.

1.2.D. Epididyme

L’¢épididyme coiffe le testicule et présente a partir du pole supérieur, trois parties anatomique et
fonctionnelles d’épaisseur décroissantes : la téte « caput », qui recoit les spermatozoides des canaux
efférents, est située a la face supérieure du testicule, le corps « corpus » et la queue « cauda » qui
reposent sur la face postéro-latérale du testicule (Figure 3). Il contient deux types de canaux : les
cones efférents. Ce canal occupe le corps et la queue et se prolonge hors de 1’épididyme par le canal
déférent. Chez les mammiferes, la durée de séjour le plus long correspond au temps de résidence

dans la queue de 1’épididyme (Aitken et De luiis, 2010).
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Figure 3 : shémas structurale de 1’épididyme du testicule chez Gerbillus Tarabuli.

1.3.Testicule

Le testicule est un organe a la consistance ferme, enveloppé par une membrane fibreuse lisse,
I'albuginée, qui forme une gaine protectrice autour du testicule, elle est doublée intérieurement
d’une tunique trés vascularisée et contient des fibres musculaires lisses (Heffnerand Schust, 2006).
Elle peut, chez certaines especes comme I’Homme émettre des cloisons qui divisent le testicule en
lobules (Setchell and Brooks, 1988). L'albuginée s’enfonce dans le testicule pour constituer le
corps de Highmore ou le meédiastinum testis perforé par desvaisseaux et le rete testis ou réseau
de Haller (Bourbon et al., 1993; Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014). Le tissu séminifere
est organisé en tubes séminiferes qui convergent vers le hile du testicule et entrent en relation avec
les tubes droits puis avec les tubes anastomoses du rete testis. L'ensemble constitue les voies
spermatiques intra-testiculaires (Bourbon et al., 1993). Les tubes séminiféres sont entourés du tissu
conjonctif ou tissu interstitiel contenant des cellules a fonction endocrine, les cellules interstitielles
ou de Leydig qui sécrétent principalement de la testostérone (Le Moigne and Foucrier, 2009).
Ainsi, le testicule présente deux compartiments, le compartiment tubulaire correspondant a

I’ensemble des tubes séminiféres et le compartiment interstitiel (Figure 4).
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Figure 4 : Schémas anatomique et structural du testicule chez les Mammaliens (Le Moigne

and Foucrier, 2009)

1.3.A. Tube séminifére

Les tubes séminiferes contiennent des cellules germinales a différents stades leur
développements ainsi que des cellules somatiques, les cellules de sertoli (Dadoune et
Demoulin, 1991 ; Brennan et al., 2003 ; Jeays-Ward et al., 2003), cette association de cellules

germinales et de cellules de sertoli forme 1’épithélium séminifere ( Figure 5).

Les cellules germinales sont hautement organisée dans 1’épithélium séminifére.les cellules
les moins différenciées sont situées du coté basal du tube séminifére (vers la lame basale) et les
cellules les plus matures sont situées du coté apical du tube séminifére vers lalumiére 1’épithélium

séminifeére.




Chapitre 1| Rappel bibliographique
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péritubutaires

Lumiére

Figure 5 : Coupe transversale d’un tube séminifére d’une souris adulte (Hote, 2009).

1.3.A.a. La gaine peri-tubulaire

Les tubes séminiferes sont de longues structures a l'intérieur des testicules, délimitées par une
gaine tubulaire mince (lamina propria) formée de la membrane basale, de fibroblastes, de fibres
de collagéne et de cellules myoides (Holstein, A.F., W. Schulzee et al., 2003). Ces derniéres
cellules, de par leur activité contractile, participent a I'évacuation des spermatozoides non

mobiles dans le testicule [167] (Figure 6).




Chapitre 1| Rappel bibliographique

la gaine péritubulaire

} Y
; . /e

- les cellules germinales a tous le ‘ :

stades de maturation :

- les cellules de Sertoli

Figure 6 : Shémas histologique qui represente la gaine péritubulaire de la paroi de tube

séminifere.

1.3A.b. L'épithélium séminifere

L'épithelium séminifere est formé par I'association de deux types de cellules majoritaires : les

cellules germinales a différents stades de leur développement qui participent au processus de

spermatogenese, et les cellules de Sertoli, cellules somatiques jouant le role de cellules de soutien

aux cellules germinales. Au niveau de I'épithélium séminifére, les cellules germinales logées dans

les invaginations des cellules de Sertoli, sont hautement organisées et suivent une maturation dite

"centripete". Les cellules les moins différenciées sont situées du coté basal, c’est-a-dire en

périphérie du tube séminifere ; tandis qu'au cours de leur maturation les cellules différenciées se

dirigent vers le co6té apical de ce tube, c’est-a-dire vers la lumiere (Holstein, A.F., W. Schulzee et al.,

2003) (Figure 7).
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Figure 7 : structure histologique de I’épithélium séminifére et du tissu interstiticl (anonyme 1)

1.3.A.c. Cellules germinales

L’épithélium séminifere présente des cellules germinales a différentes étapes de la
spermatogenese. Ce processus, centripete, est observé de la lame basale jusqu’a la lumiere du
tube. On y trouve les spermatogonies, les spermatocytes | et Il, les spermatides et enfin les

spermatozoides qui sont libérés dans la lumiére.

1.3.A.d. Spermatogonies
Il s’agit de cellules dipoidesse divisant par mitoses (Cellules de la phase de multiplication)
disposees en périphérie des tubes séminiféres, Ce sont des cellules arrondies ou ovalaires, avec un

cytoplasme clair et un noyau ovoide. il existe trois types cellulaires : spermatogonie Ad,

10
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spermatogonie Ap, spermatogonie B. (Holstein, A.F., W. Schulzee et al., 2003).

Chez I'Homme, il s’agit des spermatogonies A sombres ou A dark (Ad), spermatogonies A
pales (Ap) et spermatogonies B. Les Ad sont caractérisées par un noyau sphérique et dense avec
une chromatine finement granuleuse possédant une forte proportion d’hétérochromatine. Les Ap a
noyau ovoide contenant une chromatine granulaire diffuse et pale. Les B présentent un noyau
ovalaire clair contenant une chromatine en mottes et un nucléole bien visible (Johnsonand Everitt,
2002; Nihi et al., 2017).

Chez le Rat, la nomenclature est plus complexe et décrit selon (De Rooij and Russell, 2000;
Dettin et al., 2003; Aponte et al., 2005; Hermann et al., 2010; Jan et al., 2012).

Les spermatogonies As, Apr et Ag sont considérées indifférenciees et présentent des noyaux
avec une chromatine visible en motte.

-Les spermatogonies A single (As) sont situees au-dessus de la lame basale des tubes
séminiféres (Weber and Russell, 1987).

-Les spermatogonies A paired (Apr) disposées par paire avec cytokinése incomplete et
restant liées via des ponts intercellulaires.

-Les spermatogonies A Aligned (Aa) sont alignées en chaines. De ces spermatogonies,
dérivent 4 generations successives A; Az, Az et A4. Leur cyto-morpholgie est bien élucidée par
Chiarini-Garcia and Russell (2001) :

-Les spermatogonies A; possédent de gros noyaux ovalaires mais légerement plus

sphériques que ceux des cellules précédentes et jusqu'aux 3 nucléoles réticulaires sont présents.

-Les spermatogonies A, montrant des noyaux avec un peu d'hétérochromatine tapissant

I'enveloppe nucléaire. Les nucléoles sont plus allongeés.

-Les spermatogonies Az présentent des noyaux plus arrondis. L’1/4 de
I’enveloppe nucléaire est tapissé d’hétérochromatine. Les nucléoles sont réticulés et
s’étendent profondément dans le nucléoplasme.

-Les spermatogonies A4 possédent les noyaux les plus arrondis de la
séquence goniale développementale. Ces noyaux deviennent d’un aspect plus
marbré avec ’augmentation de la taille et du nombre des amas d'hétérochromatine

qui restent toujours attachés a I'enveloppe nucléaire.

————————
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-Les spermatogonies intermédiaires chez lesquelles I'hétérochromatine
recouvre presque la totalité du noyau, délimitant ainsi la frontiéere nucléo-
cytoplasmique. 1 a 2 nucléolescompacts sont retrouvés.

-Et enfin les spermatogonies B avec des noyaux plus sphériques, et une
euchromatine plus homogéne. L hétérochromatine, sous forme de petites mottes,

tapisse moins I'enveloppe nucléaire.

I.3.A.e. Spermatocytes
Cellules de phase méiose, il existe deux types :

Les spermatocytes | sont les premieres cellules a migrer vers le compartiment adluminal situé
a distance de la lame basale. Ils sont de grande taille (résultat de I’accroissement cytoplasmique)

et de forme sphérique a noyau arrondi.

Les spermatocytes Il ces cellules sont rarement visualisées sur les coupes histologiques du
testicule a cause de leurs durée de vie trés breve (1jour), elles se presentent comme des cellules
de petits de taille avec un noyau arrondi a chromatine en motte. Elles sont issues de Télophase |

(apres la 1ére division méiose) (Holstein and Roosen-Runge, 1981; Nihi et al., 2017).

I.3.A.f. Spermatides

Les spermatides rondes sont de taille réduite et de forme arrondie, a noyau sphérique etclair a
chromatine finement granuleuse et a cytoplasme peu abondant ayant un appareil de Golgi juxta-
nucléaire. Les spermatides allongées présentent un noyau ovalaire, triangulaire ou allongé. Elles
sont repoussées de plus en plus vers la lumiere du tube séminifere. Elles restenten contact étroit

avec la cellule de Sertoli (Holstein and Roosen-Runge, 1981; Nihi et al., 2017).
1.3.A.g. Spermatozoides

Ce sont des cellules hautement différenciées, allongées, avec tres peu du cytoplasme et
comprenant la téte, organe de pénétration, avec un noyau haploide, la piece intermédiaire et le

flagelle qui représentent 1’organe locomoteur. Les spermatozoides sont situés en bordure de la

12
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lumiere du tube, préts a quitter I’épithélium séminifere. Un spermatozoide mesure de 40 a 250pm
chez les Mammaliens (53 pm chez I’Homme). Sa structure définitive s’acquiert hors du testicule,
lors de son passage dans 1’épididyme (Kierszenbaum, 2006; Saint-Dizier and Chastant-
Maillard, 2014) (Figure 8).

ntermédiaire Piece Termnale

Figure 8 : Dessins d’un spermatozoide de souris (Toshimori et Ito, 2003).
1.3.A.h. Cellule de Sertoli

Une cellule de Sertoli soutient plusieurs cellules germinales a des stades de maturation
différents. Elles sont caractérisées par un cytoplasme allongé s’étend de la lame basale du tube,
ou la membrane de la cellule est en contact avec les populations preméiotiques, jusqu'a la lumiere
du tube, dans laquelle les spermatozoides sont libérés. A leur base, les cellules de Sertoli
établissent entre elles des contacts étanches formant la barriere hémato testiculaire. Celle-ci
protége les cellules germinales post-méiotiques de I’immunité somatique. Les cellules germinales
sont maintenues en contact avec la cellule de Sertoli par différentes structures cytosquelettiques

et jonctionnelles, dont la spécialisation ectoplasmique apicale (Vogl et al. 2000).

1.3.A.i. Tissu interstitiel et cellule de leydig

13
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Les espaces compris entre les tubes séminiferes sont occupés par : un tissu interstitiel de
nature conjonctif, des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs et des ilots de cellules
endocrines appeler cellule de leydig ou cellules interstitielles qui déversent leurs produits de
synthese dans le sang. Ces dernieres secrétent essentiellement des testostérones hormone

indispensable a la croissance et au fonctionnement de 1’appareil génital.

Les cellules de leydig sont caractérisées par une grande taille et de forme polygonale. Elles sont
soit isolées ou regroupées en amas autour des capillaires sanguins (Winnall and Hedger, 2013;
Smith and Walker, 2014). Le noyau est rond en position excentrée et le cytoplasme est riche en
réticulum endoplasmique lisse. Les enclaves lipidiques sont abondantes dans le cytoplasme des
cellules matures. Leur présence est considérée comme un signe d'activité fonctionnelle: synthese
et secrétion des hormones stéroides (Saez et al., 2011; Zirkin and Papadopoulos, 2018). Chez
les animaux a reproduction saisonniere, les cellules de Leydig ne présentent 1’aspect typiquement
fonctionnel que lors de la saison de reproduction. En dehors de cette période, elles apparaissent a
I’état de dédifférenciation (Le Moigne and Foucrier, 2009) (Figure 9).
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Figure 9 : Schémas anatomiques et structurales de tissu interstitiel et cellule de leydig

1.3.A.j. Cellule péritubulaire
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La cellule péritubulaire est une cellule myofibroblastique, c'est-a-dire un myocyte
relativement peu différencié, aplatie, étirée et dont la capacité a se contracter est a l'origine des
mouvements péristaltiques des tubes seminiféres. Les cellules péritubulaires sont organisées de
facon stratifiée chez I'Homme et concentrique et jointive chez les Rongeurs formant une seule

assise (Verhoeven and Hoeben, 1995).

1.3.B.1. La spermatogenése

La spermatogenése est un processus biologique complexe, qui a lieu dans les tubes
séminiféres des testicules. Elle consiste en la production des spermatozoides ou gameétes males
haploides a partir des spermatogonies, cellules souches germinales diploides (Tulsiani et al.,
1998) (Figure 10 et 11).
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Figure 10 : Etapes de la spermatogenése chez le Rat (Chocu,
2014).

In: intermédiaire, Pl préleptoténe, L: leptoténe, Z: zygoténe, P:

pachyténe, Di: diploténe, n:nombre de chromosomes.
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Figure 11 : Représente les différentes étapes de la spermatogenése

(Allais--Bonnet et P ailhoux, 2014).

1.3.B.2. Les phases de la spermatogenese

Prolifération des spermatogonies

Chez I’Homme, chaque spermatogonie Ad diploide se divise asymétriqguement en donnant
naissance a une spermatogonie Ad souche constituant le stock des spermatogonies souches de
réserve, et une spermatogonie Ap, cellule progénitrice active capable de s’auto- renouveler et
d’engendrer une Ap adressée a la spermatogenese. Ces derniers subits 3 a 4 cyclesmitotiques puis
se différencie en spermatogonie B qui donnera naissance au spermatocyte | aprés 8 divisions

successives (Amann, 2008).

Chez le Rat, la spermatogonie As représente la cellule diploide souche de réserve, elle se
divise en donnant naissance a une paire de spermatogonies Apr qui a son tour se divise pour
engendrer 4 spermatogonies A, (De Rooji and Russell, 2000; Dettin et al., 2003; Aponte et al.,
2005). Ces derniéres sont disposées en chaines de 4, 8, 16 et occasionnellement 32 cellules
indifférenciées (Huckins, 1971). La spermatogonie A; dérive uniqguement de la différenciationde

la derniére génération de Ay alors que les spermatogonies A,, Az et A4 naissent apres une série

——————
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de divisions mitotiques des spermatogonies A; (Aponte et al., 2005). La spermatogonie
intermédiaire résultant de la mitose d’A4 se divise et genere la spermatogonie B puis le
spermatocyte | (Dym and Fawcett, 1971). Au total, les cellules souches spermatogoniales (As a
Ay) ont 3 destinées possibles: 1’auto-renouvellement pour maintenir le pool de cellules souches
ou I’entrée en différenciation pour aboutir a la production de spermatozoides matures ou bien la

mort cellulaire par apoptose (Dym, 1994; de Rooji, 1998).

Accroissement et maturation méiotique

Avant I’entrée en méiose, le spermatocyte I subit ’interphase, générant une grande cellule
appelée auxocyte I. L’interphase comprend 1) la phase GAP 1 (G1), pendant laquelle, la cellule
s’accroit et synthétise les protéines et les organites nécessaires au fonctionnement normal de la
synthese d'Acide désoxyribo-nucléiqgue (ADN), en plus du centromere et des composants du
centrosome, ii) la phase de synthése (S), phase de réplication d’ADN et de la synthese des
proteines de sa compaction, les histones. Dans le cytoplasme, le centrosome est dupliqué,
formant les deux péles. Et iii) la phase G2, durant laquelle, la cellule reconstitue ses réserves
d'énergie et synthétise les protéines nécessaires a la mitose. La croissance cellulaire sepoursuit
(Rosenberg and Rosenberg, 2012; Touati, 2014). Ensuite, I’auxocyte | subit la prophase | (de la
mitose réductionnelle), duplique sa quantité d’ADN (4q ADN) a la phase préleptotene et passe
progressivement par les étapes suivantes: leptoténe, zygoténe, pachyténeet diplotene (Tabl) puis
poursuit sa premiere division en donnant naissance a 2 spermatocytesll, a n chromosomes et a 2q
ADN et de taille deux fois plus réduite, et qui subissent rapidementchacun la deuxieme division
de méiose (mitose équationnelle) avant de donner naissance a 4 spermatides rondes haploides, a

n chromosomes recombinés et a ¢ ADN (Heyting et al., 1988;Whitney and Suttie, 2018).

17



Chapitre 1 | Rappel bibliographique

Phase méiotique Ilustration Schéma Description

Wiy, Cellule sphérique a noyau rond contenant une
chromatine homogéne. Le cytoplasme contient
quelques petits organites. Ce stade correspond a la
phase S: Réplication de I’ADN.
Le noyau est plus grand montrant le début de la

Préleptoténe

. condensation de la chromatine : Individualisation
Leptotene ) . .
des chromosomes, qui se poursuit progressivement

2

de la phase zygoténe a la diacinése.

Les chromosomes s'apparient d'abord du cote de
I'enveloppe nucléaire puis sur toute la longueur Qu
Zygotene e | chromosome lors d'un phénoméne appelé synapsis.
ﬁ Chaque paire de chromosomes est maintenue par

le complexe synaptonémal.

Les paires de chromosomes se sont condensées et

enroulées. Les Crossing-over surviennent a cette
phase. La rupture du nucléole a commencé.

Prophase I

Pachyténe

Le complexe synaptonémal commence a
s'effondrer, les paires de  chromosomes
Diplotene homologues se séparent partiellement et ne
deviennent liés ensemble qu’aux points, appelés

chiasma.

Diacinése

La condensation des chromosomes est maximale.
m Ces derniers migrent vers la périphérie des noyaux.

al., 2014; Touati, 2014 modifié).

1.3.C.1. La spermiogenéese

C’est un processus complexe par lequel la spermatide ronde se différencie en spermatozoide
(Oatley and Brinster, 2008), cellule ayant pour réle le transfert du patrimoine génétique male vers
I’ovocyte II métaphasique (Hao et al., 2019). Il dure environ 3 semaines chez ’'Homme et 2-3
semaines chez le Rat et la Souris (O’Donelle, 2014). Ce processus implique des changements

majeurs:

La mise en place de I’acrosome contenant des enzymes protéolytiques a partir du complexe
golgien et qui sont impliquées dans la fécondation (lkawa et al., 2010; Isotani et al., 2017,
Khawar et al., 2019) telles que I’acrosine, la corona radiata penetrating enzyme et

I’hyaluronidase.
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La formation du flagelle qui permet la mobilité & partir du centrosome (centriole distal).
Le réarrangement mitochondrial fournissant la piéce intermédiaire du spermatozoide.
L’élimination de ’excés du cytoplasme grace a I’activité phagocytaire de la cellule de Sertoli.

La spermiogenese étudiée chez le Rat par la technique de coloration Periodic Acid- Fuchsin
Sulfurous Acid (PA-FSA) (Leblond and Clermont, 1952b) et par microscopie électronique
(Santos et al., 2014) indique I’existence de 4 phases principales qui sont subdivisées en 19
étapes (Adebayo et al., 2019; Khawar et al., 2019).
A) Phase Golgienne correspond a la formation du granule acrosomique et renferme les
étapes de 1 a 3.
L’étape 1 est caractérisée par la présence de 1’idiosome dans la zone de Golgi. Le corps
chromatoide et le complexe de Golgi sont étroitement liés. Les centrioles sont pres de la
membrane plasmique et les mitochondries sont dispersées dans le cytoplasme. Les microtubules

provenant du centriole distal, émergent du cytoplasme et forment ’axonémedu futur flagelle.

L’étape 2 est la synthése des granules proacrosomiques dans l'idiosome. Les centrioles sont
situés au voisinage du complexe de Golgi.
L’étape 3 représente la fusion des granules proacrosomiques en un large granule acrosomique

et le deplacement polaire des centrioles facilitant le développement del'axoneme.

B) Phase de formation de la cape a partir du granule acrosomique avec une orientation
aléatoire. Elle comprend les étapes de 4a 7.

L’étape 4 est I’aplatissement du granule acrosomique au-dessus du noyau.

L’étape 5 concerne I’expansion de la membrane du granule qui recouvre partiellement la surface
apicale du noyau.

L’étape 6 coincide avec la présence d’une cape bien formée, le rapprochement des deux
centrioles du noyau et la condensation et I’expansion de l'acrosome.

L’étape 7 ou la cape atteint sa taille maximale. Le noyau migre vers la membrane plasmique. Le
centriole proximal adhére au noyau, tandis que le flagelle reste attaché au centriole distal. Le
corps chromatoide flotte librement dans le cytoplasme.

C) Phase acrosomiale, elle est composée de 7 étapes, au cours desquelles la cape et le granule

19



Chapitre I | Rappel bibliographique

acrosomique s’orientent vers la membrane basale du tube séminifére et le flagelle devient bien

visible.

L’étape 8 ou le granule et la cape de I'acrosome s’orientent vers la membrane basale, tandisque le
cytoplasme migre vers le pole opposé. Le centriole proximal est attaché au noyau dans une zone
diamétralement opposée au granule acrosomique, le centriole distal reste proche du flagelle qui
s'étend hors du cytoplasme.

L’étape 9 ou se produit un léger aplatissement du noyau avec une saillie nucléaire recouverte par
la cape. La région saillante deviendra I'apex de la cellule. Le granule acrosomique s'allonge et,

dés lors, sera désigné comme un véritable acrosome.

L’étape 10 durant laquelle, la partie en saillie de la cape acquit un point plus net, I’apex.

L'extrémité opposée est la «région caudale» du noyau.

L’étape 11 représente 1’élongation du noyau et d’acrosome. L’apex devient rond.

L’étape 12 ou le noyau atteint sa longueur maximale. Au début de cette étape, 1’acrosome
recouvre seulement 1/3 du noyau alors qu’a la fin, les 2/3 sont tapissés. Le sommet de I'acrosome

a une forme de coin ().

L’étape 13 ou le noyau devient plus mince, avec un sommet pointu. Le cytoplasme se

condense le long de la queue. Le matériel acrosomique glisse vers le bas.

L’étape 14, le noyau se rétrécit a environ 2/3 de sa longueur et devient plus incurvé.

D) Phase de maturation durant laquelle les spermatides allongées sont souvent appelées
spermatozoides immatures. Aprés leur spermiation, ces cellules seront nommeées:

spermatozoides libres (Fig.12H). Cette phase comprend 5 étapes.

L’étape 15 implique l'apparition d'une membrane fine entre l'acrosome et le flagelle, et la

formation de la piece intermédiaire.

L’étape 16 ou la membrane fine disparait, tandis que l'acrosome s‘étend caudalementjusqu'a

I'angle dorsal de la cellule.

L’étape 17 indique le déplacement de I'acrosome et de la cape en amant du noyau.
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L’étape 18 durant laquelle le cytoplasme, précédemment situé le long de la piece intermédiaire,
glisse vers l'avant pour s'accumuler dans la concavité de la téte. Le cytoplasme n’est pas contigu
a la téte mais semble en continuité avec elle. Le cytoplasme se séparera de la cellule sous forme
de corps résiduel.

L’étape 19 montre que les spermatozoides immatures sont maintenant sur le point de quitter

I'épithélium séminifere.

1.3.C.2. Le cycle de la spermatogenese

La spermatogenése proprement dite est 1’étape de prolifération des cellules souches
(spermatogonies) par mitose pour conserver un stock constant de cellules, jusqu’a leur
différenciation en spermatides. Les spermatogonies sont disposées en périphérie de I’épithélium
séminal et entre les cellules de Sertoli avec lesquelles elles ont un contact étroit. Réguliérement,
des spermatogonies rentrent en phase de différenciation pour donner des spermatocytes de

premier ordre (spermatocytes ).

Les spermatocytes I répliquent leur ADN avant de rentrer en méiose. C’est au cours de cette
étape que le phénomene de crossing-over se produit, permettant 1’échange de portions de
chromosomes entre les chromosomes homologues paternels et maternels. Cela concourt au
brassage des génes caractéristique de la reproduction sexuée. La premiere division de méiose
réduit le nombre de chromosomes et donne des spermatocytes de deuxieme ordre (spermatocytes
I1). lls subissent rapidement la deuxieme division de méiose qui sépare les deux chromatides de

chaque chromosome pour donner des cellules haploides : les spermatides.

1.3.C.3. Régulaion neuro-endocriniénne

Les principales hormones impliquées dans la régulation de la fonction sexuelle chez le rat ont
plusieurs origines : testiculaire, hypothalamo-hypophysaire et épiphysaire. La testostérone est
synthétisée par les cellules de Leydig. Elle contréle les caracteres sexuels spécifiques du male.

La spermatogenese, les sécrétions des glandes annexes et le comportement sexuel sont
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directement sous son influence. Elle régule également les caractéres sexuels secondaires
(développement musculaire, odeurs ...). Les cellules de Sertoli produisent I’inhibine et I’ABP
(Androgen Binding Protein) qui se lie & la testostérone et la transporte vers I’épididyme. Le role
de ’ABP n’est pas encore totalement ¢lucidé. La GnRH est produite par 1’hypothalamus sous
I’action des facteurs environnementaux, en particulier la photopériode. L’épiphyse synthétise et
sécréte la mélatonine pendant les périodes d’obscurité. La sécrétion de mélatonine influe sur la
libération de LH (stimulée en jours courts et inhibée en jours longs) (Chemineau et Delgadillo,
1994). La GnRH stimule la synthése et la libération de FSH et de LH par ’hypophyse. Ces
derniéeres agissent au niveau du testicule : FSH active la spermatogenése et la production par Les
cellules de Sertoli, d’inhibine et d’ABP. LH stimule la synthése d’androgenes par les cellules de
Leydig (Derivaux et Ectors, 1985). L’antéhypophyse, sous le contrdle de I’hypothalamus,
produit la prolactine (PRL) qui exerce son action sur Les cellules de Leydig en augmentant la
synthese de testostérone, en augmentant le nombre de récepteur a LH et en favorisant la fixation
de LH sur ses récepteurs (Dadoune et Demoulin, 2001). De nombreuses autres hormones
comme les hormones thyroidiennes, surrénaliennes, pancreatiques interviennent aussi dans la
régulation des fonctions testiculaires directement ou indirectement (Dadoune et Demoulin,
2001). Deux rétrocontrbles négatifs au niveau du cortex et de I’hypothalamus, via la testosterone

et I’inhibine régulent la fonction sexuelle (Derivaux et Ectors, 1985) (Figure 12).
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Figure 12: Régulation hormonale de la fonction de reproduction chez
1.4. le male

La superposition de ces générations germinales successives, citées précedemment, désigne
des associations cellulaires constantes et de durée déterminée (Amann, 1962; Courot et al., 1970;
Ortavant et al., 1977) et qui sont définies par les étapes de la spermiogénese. Chacune de ces
associations définit un stade (Leblond and Clermont, 1952) dont la durée dépend de laduréee de
développement des catégories germinales. Elles se répetent a des distances regulierestout le long
du tube séminifere (Clermont, 1963; Chocu, 2014). La succession chronologique d’une série
complete d’associations en un point donné du tube séminifere, jusqu’a la réapparition de la
premicre, constitue un cycle de 1’épithélium séminifere. La durée de ce dernier correspond a
I’intervalle de temps qui sépare les deux vagues mitotiques des spermatogonies. Le cycle
d’épithélium séminifére est de 12 stades chez la Souris (Oakberg, 1956) et 14 chez le Rat
(Leblond and Clermont, 1952). Chez I’'Homme, les données sont conflictuelles puisque 6
(Clermont, 1963; Amann, 2008; Nihi et al., 2017) ou parfois 12 (Muciaccia et al., 2013) stades

sont définis.
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Dans le sens longitudinal, les associations cellulaires qui se succédent selon 1’ordre
numérique des stades du cycle se font selon une onde linéaire chez la plupart des Mammaliens
étudiés. Chez les Rongeurs, cette disposition successive le long du tube séminifere permet
I’observation d’un seul stade sur une coupe transversale contrairement a leur organisation
hélicoidale chez I'Homme qui permet de distinguer plusieurs stades sur une coupe transversale
(Kierszenbaum, 2006; Chocu, 2014; Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014).

I.5. Récepteurs aux androgenes

Le récepteur aux androgenes (ARs) fut cloné et localisé & la fin des années 1980chez I’homme et
le rat (Chang et al.,1988; Tan et al., 1988; Trapman et al., 1988). Le récepteur aux androgenes
est codé par un géne localisé sur le chromosome X, en position ql1-g12. Il comporte 8 exons
codants et son organisation structurale estsimilaire a celle des autres récepteurs aux hormones
stéroidiennes (Brinkmann et al., 1989). C’est un récepteur nucléaire ligand inductible de 110
kDa, responsable de la régulation de génes cibles en se liant a des éléments de réponse
spécifiques, elément de réponse aux androgénes (ARE), en réponse a un ligand spécifique. Des
mutationsde récepteur aux androgenes, modifiant sa capacité de liaison aux androgénes ou son
activité transcriptionnelle, peuvent aboutir a une infertilité masculine ainsi qu’a une insensibilité
partielle ou complete, aux androgenes (Quigley et al. 1995; Gottlieb et al. 2001). Chez I’homme
plusieurs isoformes d’ARNm ont été décrites. Le récepteur AR est largement distribué dans
I’organisme (Quigley et al. 1995) et il est exprimé en grande quantité dans les organes

sexuels (testicules, prostate, vésicules séminales,épididyme) (Figure 13).
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Figure 13: Organisation génique et principaux domaines fonctionnels du récepteur aux

androgenes (Quero et al., 2015)

25



Chapitre I | Rappel bibliographique

Il. Les rythmes :

I1.1. Les rythmes biologiques

Les rythmes biologiques font partie des propriétés fondamentales du vivant. lls peuvent étre
ajustés a 24 heures par divers facteurs, dont I’alternance jour/nuit. Toutefois, en 1’absence de
repére temporel, les rythmes perdurent avec une trés grande précision, indiquant que 1’organisme
possede un systeme endogene de mesure du temps. Chez les mammiferes, 1’horloge centrale est
située dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) de ’hypothalamus. Nous nous proposons ici de
faire le point sur les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la rythmicité et la remise a
I’heure de cette horloge, en mettant I’accent sur son organisation cellulaire et fonctionnelle.
Effectivement, des données récentes ameénent a repenser I’horloge non pas comme une entité
uniforme, mais comme un ensemble cohérent d’unités fonctionnelles distinctes et
interconnectées. Le role des NSC comme générateur fondamental de la rythmicité sera également
discuté a la lumiere de résultats recents. (Hugues Dardente French National Institute for
Agriculture, Food, and Environment (INRAE) (Nicolas Cermakian McGill University,
January2005).

11.2. La Rhytmicité

Tous les organismes vivants sont caractérisés par une rythmicité¢ endogéne et cyclique d’une
grande variété de processus biologiques et comportementaux. La rythmicité cyclique d’un
processus moléculaire ou biologique donné est produite par un oscillateur ou un systeme de

composants qui interagissent pour produire une sortie rythmique (Bell-Pedersen et al., 2005).

Il s’agit d’une variation périodique ou cyclique d’une fonction d’ordre physiologique,

biochimique ou comportemental particuliére d’un étre vivant (Amdaoud, 2007).

Les rythmes biologiques sont souvent désignés par rapport a leur période (Boissin et

Canguilhem, 1998). On distingue ainsi les rythmes :
- ultradiens : période inférieure a 20 h,

- circadiens : période de 24 + 4 h,
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- infradien : période supérieure a 28 h.

Par ailleurs, quatre rythmes sont couramment nommés « circa- ». Il s’agit de rythmes qui, en

conditions naturelles, sont synchronisés par des facteurs environnementaux (Aschoff, 1981).

Les rythmes qui se rapprochent du cycle de 24 heures de lumiere sombre sont appelés rythmes
circadiens (a partir de circa diem), tandis que les cycles qui sont plus courts ou plus longs que le
cycle de 24 heures sont référés a la rythmicité ultradienne et infradienne, respectivement
(Aschoff, 1967; Aschoff and Wever, 1976; Mills, 1964; Mills et al., 1974).

11.3.Le rythme circadien

Le terme circadien renvoie a I’observation selon laquelle, dans des conditions extérieures
constantes (sans indication de temps), les rythmes fonctionnent librement avec une période

endogéne proche de 24 heures (Ikonomov et al., 1998)

Le terme circadien (circa : autour et diest : jour) est utilisé pour décrire un phénomene qui se
répete de facon cyclique, avec une période Tau proche de 24 h (comprise entre 20 et 28 h). Les
24 heures sont divisées en un jour subjectif qui correspond a la période du rythme circadien ou
I’animal se comporte comme s’il faisait jour (phase de repos pour un animal nocturne, phase
d’activité pour les espéces diurnes) et en une nuit subjective correspondant a la période du rythme
circadien ou I’animal se comporte comme s’il faisait nuit. La période endogéne Tau est alors
divisée en 24 heures circadiennes et chaque heure circadienne a une durée d’un vingt-quatriéme
de Tau. Par convention, I’arrivée du jour définit le ZT 0 (Zeitgeber Time 0) et CT 12 (temps
circadien 12) correspond au début de la nuit subjective. Si les animaux sont placés en conditions
d’alternance jour/nuit (Light-Dark 12:12, 12 heures de lumiere et 12 heures d’obscurité), la
période du rythme d’activité est égale a exactement 24 heures, I’horloge endogeéne est donc
capable de se synchroniser avec le monde extérieur pour étre totalement en phase avec celui-ci.
Les rythmes ayant une période inférieure a 20 h (allant jusqu’a la milliseconde), sont qualifiés
d’ultradiens et les rythmes ayant une période supérieure & 28 h sont infradiens (TOUATTI
Hanane., 2010).
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I1.4. L horloges circadien

Chez les mammifeéres I’horloge circadienne est un systeme de régulation qui signifie un
ensemble de structures neuronales apparentées dont la fonction est de créer une organisation

temporelle des processus et des comportements (Moore, 1995).

Constitué principalement de trois composants majeurs : le tractus rétino-hypothalamique, les
oscillateurs localisés dans le SNC (pacemaker) et les projections efférentes du SNC (Moore,

1991, 1995)

Il est généralement accepté que les noyaux suprachiasmatiques (SCN) sont la seule région du
cerveau sans équivoque impliqué dans la regulation des rythmes circadiens. Cependant,
contrairement a la neurobiologie détaillée de RHT et SCN, la régulation du rythme circadien par
SCN est mal comprise (Miller et al., 1996).

Par la suite, des horloges secondaires ont été identifiés dans d’autres régions du cerveau et
dans la majorité des tissus périphériques (Schibler et al., 2003 ; Lowrey et Takahashi, 2004 ;
Hastings et al.,2007 ).

11.5. Les noyaux suprachiasmatiques

Chez les mammiféres, I’horloge circadienne principale est localisée dans les noyaux

suprachiasmatiques de 1’hypothalamus (J. Soc, 2007).

Les NSC sont une structure paire a I’aplomb du chiasma optique. Chez le rat, ils contiennent
environ 10 500 neurones chacun, organisés en un réseau trés dense de petits neurones, et mesurent
400 um de haut, 425 pm de large et 900 um de longueur rostro-caudale (Van den Pol, 1980). Les
NSC n’ont pas une structure homogene et peuvent étre subdivisés morphologiquement en plusieurs
parties en fonction du contenu en neuropeptides, une partie dorso-médiane (neurones a « Arginine
vasopressin », AVP) appelée dmNSC ou « shell» et une partie ventro-latérale (neurones a «
Vasoactive intestinal peptide », VIP) appelée VINSC ou « core» (Leak et al., 1999).D’autres

neuropeptides sont exprimés comme le GRP (« Gastrin releasing peptide » dont les neurones se

————————
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situent dans le SCN ventrolatéral; les neurones a somatostatine se situent entre le SCN ventrolatéral
et le SCN dorsomédian. Des enregistrements d’activité électrique ont montré que ’activité

spontanée des neurones du SCN est circadienne (Véronique Gayrard ) (Figure).

.. paraventriculaire

corps
mamillaires

Figure 15 : Anatomie des NSCs chez le rat et localisation histologique des principaux

neuropeptides.

AVP : arginine vasopressine; GRP : gastrin releasing peptide ; OC : chiasma optique ; Som :
somatostatine ; VIP : vasoactive intestinal peptide ; I11 : troisieme ventricule (adapté de Romijn

et al., 1997, Brainmaps).
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AVP : arginine vasopressine; GRP : gastrin releasing peptide ; OC : chiasma optique ; Som :
somatostatine ; VIP : vasoactive intestinal peptide ; Il : troisiéme ventricule (adapté de Romijn

et al., 1997, Brainmaps).

Ces deux parties se distinguent par des marquages immunoréactifs différents pour les
neuropeptides dont I’arginine vasopressine (AVP) ou le peptide intestinal vasoactif (PIV).
Cependant, la grande majorité des neurones exprime un neurotransmetteur commun : ’acidey-
amino-butirique (GABA) qui est ainsi co-localisé avec 1’ensemble des neuropeptides présents
dans les NSC (Moore et Speh, 1993). Chez le rat, la plupart des neurones du dmNSC synthétisent
I’AVP alors que les neurones du VINSC synthétisent le PIV, le peptide histidineisoleucine et/ou
le gastrin releasing peptide (GRP) (Swaab et al., 1975). Une petite proportion de neurones
produisant la somatostatine (SOM) est trouvée dans ces deux populations (Card et al., 1981). Par
ailleurs, la preésence de quelques neurones glutamatergiques chez le rat, a été montrée dans les
NSC (Hermes et al., 1996).Ces neurones projettent essentiellement sur les noyaux
paraventriculaires de I’hypothalamus (NPV) (Csaki et al., 2000).

Enfin, cette régionalisation est également retrouvee au niveau de la localisation des récepteurs
de la mélatonine qui seraient préférentiellement exprimés dans les zones vasopressinergiques de

la partie dorso-médiale des NSC (Maywood et al., 1995).

I11. La mélatonine

MEL est une hormone de la glande pinéale synthétisée et secrétée la nuit en réponse a des
signaux transmis par 1’horloge circadienne. La durée de sa sécrétion est proportionnelle a celle de
la nuit. La MEL transmet donc a ’organisme un signal temporel journalier (la nuit) et saisonnier
(la longueur de la nuit). Chez les mammiferes, c’est 1’interaction complexe entre les signaux
nerveux, endocriniens ou comportementaux eff érents de 1’horloge circadienne située dans les
noyaux suprachiasmatiques de I’hypothalamus (NSC) qui permet I’organisation temporelle des
fonctions, et ce soit par une action directe, soit indirectement, par une coordination de la phase
des diff érents oscillateurs périphériques. La MEL est un signal hormonal eff érent de I’horloge

qui défi nit la “nuit biologique”. De ce fait, elle est un synchroniseur endogeéne capable d’imposer
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un rythme circadien a certaines structures, ou encore de synchroniser le fonctionnement
rythmique de certaines autres, et elle joue un role majeur dans 1’homéostasie temporelle des
fonctions. La présence de récepteurs de la MEL dans les NSC indique que I’hormone rétroagit
sur I’horloge eclle-méme. Elle implique également que la MEL exogéne puisse aff ecter
directement le systéme circadien (eff et chronobiotique). Les récepteurs de la MEL sont des
récepteurs membranaires couplés a une protéine G. Tous les agonistes des récepteurs MT1 ou
MT?2 sont donc potentiellement des drogues chronobiotiques.(P.Pévet, La Lettre du Psychiatre -

Vol. IV - n°1 - janvier-février 2008).

V1. Photopériode et la mélatonine

Chez les mammiferes, les voies de transmission de I’information photopériodique, de I’ceil a la
glande pinéale, sont maintenant bien connues (voir I’article de Malpaux et al dans ce numéro), et
c’est par un rythme circadien de sécrétion nocturne de la melatonine, par la glande pinéale, que
s’établit, via les modifications de la fréquence des décharges pulsatiles de GnRH (Gonadotrophin
Releasing Hormone ou Facteur de décharge des hormones gonadotropes), le rythme circannuel de
reproduction aussi bien chez les petits ruminants (Karsch et al 1984) que chez les équins. Il est
curieux de noter qu'une méme durée de sécrétion de mélatonine peut avoir des effets compleétement
opposés suivant 1’espéce (un signal inducteur de P’activité de reproduction chez les brebis est
inhibiteur chez la jument) ou suivant le passé photopériodique au sein de la méme espéce (Robinson
et Karsch 1987). De méme, il est intéressant d’indiquer que les états réfractaires a une photopériode
constante inductrice ou inhibitrice de 1’activité sexuelle s’établissent sans que la durée de sécrétion
de la mélatonine soit modifiée.

Enfin, il faut signaler que I’interruption de la phase obscure par la lumicre (qui peut étre lue
physiologiquement comme un jour long) induit ’arrét de sécrétion de la mélatonine qui peut de
nouveau étre sécrétée durant la deuxiéme période d’obscurité (Thimonier 1989, Palmer et
Guillaume 1992). Il faut supposer que la deuxiéme phase de sécrétion de la mélatonine est sans
signification physiologique pour 1’animal.Il reste qu’il est possible de mimer des jours courts par

administration de mélatonine, que ce soit par injection, ingestion ou systéme de libération constante
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(implants, dispositifs intra-ruminaux, éponges vaginales, etc), chez tous les mammiféres. (J.

Thimonier ensa.m-inra Productions Animales, février 1996).
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I-MATERIELS BIOLOGIQUE

I-1 Modele animale

Le model animal choisi pour réaliser cette étude est un rongeur nocturne déserticole, la gerbille
(Gerbillus tarabuli) appartenant a la famille des Muridae.

Ces animaux ont été captures a la station de Béni-Abbeés dans le Sahara Algérien (Sud-est de Bechar) le
mois de janvier 2019 dans la hamada du Guire, a cinquante kilométres a I'ouest de 1’oasis de Béni
Abbés.

En Algérie, la localité¢ de Béni Abbés qui représente le biotope de cette espece, est une région
caractérisée par un climat désertique de type méditerranéen avec des saisons pluvieuses au printemps et
en automne. La température moyenne annuelle est voisine de 22°C. Les animaux ont été transportés
puis gardés en captivité au niveau de ’animalerie de L FSB/ USTHB.

-2 La systématique de I’animal : (GRAY, 1825)
Regne : Animalia
Sous-régne : Metazoa

Super embranchement : Deuterostomia
Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Classe : Mammalia

Sous-classe : Theria

Infra-classe : Eutheria

Ordre : Rodenta

Sous-ordre : Myomorpha

Famille : Muridae

Sous-famille : Gerbillidae

Genre : Gerbillus Figure 15 : la morphologie de Gerbillus tarabuli

Espéce: Tarabuli
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I-3 Mode de vie et reproduction

Gerbillus tarabuli est une espéce nocturne, restant tous les jours dans leurs terrier ou I’air
est saturé en humidité, elle sort pendant la nuit, quand le degré hygrométrique extérieur est le
plus élevé (POULET, 2004).

Une grande homogénéité morphologique est observée chez cette espéce (Gerbillus tarabuli),
caractérisé par une grande taille, un pelage dorsal de couleur sable a brun-orange clair, un pelage
ventral blanchatre a blanc pur, de gros yeux noir et des pattes longues a soles plantaire couvertes
de poils, ainsi qu’une queue longue se terminant par un pinceau de poils sombres généralement
bien visible.

Chez ce rongeur la période principale de reproduction s’étale du printemps jusqu’au début de
I’automne avec une moyenne de quatre portées successives. Chaque portée comporte de 3 a 6
embryons par femelles, la durée de la gestation est de 22 a 28 jours (PETTER, 1961) et le repos
sexuel est en janvier-février (Klein et al., 1975) .L’éspéce tarabuli se distingue des autres
gerbilles par un caryotype de 2n = 40 (Grangeon 2002 ; Chevret et Dobigny, 2005).

I-4 Conditionnement des animaux

Dés leur arrivée a Alger, les gerbilles ont été pesées, sexées et placées dans des cages
individuelles (35 cm longueur, 22cm largeur et 15 cm hauteur) et logées au niveau de

I’animalerie FSB/USTHB pour une période d’adaptation de 2 semaines sous un cycle artificiel
de 12 Lumiére /12 Obscurité (12L/12D).

e Constitution des lots expérimentaux

Au terme des 2 semaines, nous avons procédé a la constitution des groupes expérimentaux
pour ce, Neuf Gerbilles males d’un poids corporel compris entre (30 g-60g) ont été transférés
dans 3 chambres chronobiotiques :

- Lot 1 (n=3) est gardé sous le cycle de (12L /12D) simulant la photopériode du printemps,
saison de reproduction de I’espéce dans son biotope. Dans cette chambre, le début de I’éclairage

est 10h00 matin et définit le zeitgeber time ZT 0= et la fin de 1’éclairage est a 22h00 (ZT 12).
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- Lot 2 (n= 3) est placé sous un cycle de 8L/16D correspondant a la photopériode courte de la
saison d’hiver. Dans le but d’effectuer une évolution saisonniere inversée (printemps-hiver),

avec un début de I’éclairage ZT 0 = 10h00 matin et la fin de I’éclairage ZT 8=18h00.

- Lot 3 (n= 3) est placé sous un cycle de 16L/8D correspondant a la photopériode longue de la
saison d’été avec un début de I’éclairage ZT 0 = 10h00 matin et la fin de I’éclairage

ZT16=02h00.

La photopériode choisit a été¢ réglée a 1’aide d’une minuterie et I’éclairage est donné, par

I’utilisation deux ampoules blanches Néon a 50 watts.

Tous les animaux regoivent une nourriture constituée de grains d’orge et une source

d’hydratation (carottes) ad libitum et sont suivis pendant 10 semaines.
Capturées
en Février

Période _
d’adaptation 2 Semaines
(12L/12D)
10 Semaines 10 Semaines 10 Semaines
Lot 1 Lot 2 Lot 3
(12L/12D) (8L/16D) (16L/8D)
(3 individus) (3 individus) (3 individus)
Figure 16 : Schéma représentant le protocole de conditionnement des
animaux.
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Il. METHODES

Dans le but de rechercher les variations structurales des testicules en photopériode standard
(12L/12D), en photopériode courte (8L/16D) et en photopériode longue (16L/8D) nos
échantillons ont été traités par la technique histologique.

I1.1. Technique histologique
La technique histologique comporte un certain nombre de manipulations aboutissant a la
confection de coupes histologiques de 3-5 um d’épaisseurs prétes a l’observation au
microscopique photonique aprés coloration.

11.1.1. Anestheésie et perfusion du fixateur

Les gerbilles ont été anesthésiées par une injection intra péritonéale d’uréthane a 25%
(1ml/100g de poids corporel) suivie d’'une fixation par perfusion intracardiaque qui débute par
une solution d’héparine (1250UI1100g) suivi du liquide fixateur fraichement préparé PAF a 4%
(para formaldehyde a 4% dans du tampon phosphate a 0.1M). Cette étape est réalisée par
I’introduction d’une aiguille du systéeme de perfusion au niveau du ventricule gauche, 1’oreillette
droite étant simultanément perforée pour éviter 1’éclatement des organes par la surcharge du
fixateur.

La perfusion a été réalisée avec un volume total de fixateur d’environ 150ml/ animal et a un

débit d’une gouttes /seconde pendant 15 minutes.

11.1.2. Prélevement et post fixation

Aprés dissection, les testicules sont immeédiatement prélevés, dégraissés et peses puis post
fixés dans le méme liquide fixateur. Pendant 48h. La fixation consiste a préparer le tissu de
maniére a le préserver dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant. Le volume du

fixateur doit représenter 10 fois le volume de la piéce.

11.1.3. Préparation des tissus pour la coupe

a. Lavage et déshydratation des organes
Le rincage des testicules a pour intérét d’éliminé 1’exceés du fixateur, et se fait avec un

tampon Phosphate de 5 bains de 5 minutes pour chaque lavage (Annexes I1).
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La déshydratation a pour but de substituer progressivement I’eau contenue dans les cellules. Elle
se déroule dans des bains d’alcool éthylique a concentration croissante (70°.96°.100°).
o 2 bains d’éthanol a70° pendant 10 minutes chacun.
o 2 bains d’éthanol a 96° pendant 10 minutes chacun.
o 3 bains d’éthanol & 100° pendant 15 minutes chacun.
Apres la déshydratation, les testicules séjournent dans 3 bains successifs de butanol 8 heures

chacun. Le butanol est un solvant miscible a a la paraffine qui sert a I’éclaircissement les piéces.

b. Imprégnation a la paraffine

Cette étape assure aux tissus une structure ferme nécessaire a la réalisation des coupes. Pour
ce, les testicules ont été placés dans deux bains de paraffine pure fondue a 60°C dans I’étuve
pendant 2h chacun (Annexes II).

c. Inclusion et confection des blocs

Les testicules ont été ensuite orientés de facon a obtenir des coupes transversales, dans un
moule formé par les barres de LEUCKART et rempli de paraffine pure. Aprés étiquetage, les
blocs sont laissés a température ambiante jusqu'a ce qu'ils refroidissent (Annexes I1).

Figure 17 : Confection des blocs par les barres de LEUCKART
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d. Réalisation des coupes

Les blocs ainsi formés ont été débités en coupes transversales de 3um d'épaisseur a l'aide d'un
microtome de type " AMIRICAN OPTICAL ". Les rubans de coupes obtenus ont été étalés a
I'aide d'une solution d'eau gélatinée a 0.4 % sur des lames en verre numérotées. Ces dernieres

sont ensuite mises & sécher pendant 48 heures a I'étuve a 37°C (Annexes II).
e. Deparaffinage et rehydratation

Le deparaffinage se fait dans deux bains de xyléne 10 minutes chacun, puis une
réhydratation des coupes dans des bains d'alcools a degré décroissant (3 bains de 2 minutes
chacun), et un rincage a I'eau distillée assurant la réhydratation finale des coupes (Annexes I1).

f. Coloration des coupes

La coloration au VVan Gieson consiste en une coloration nucléaire a I'nématoxyline de Groat
(5min), suivie d'une coloration de fond a la picrofuschine (5min), le passage d’un colorant a

’autre se fait aprés ringage par un filet d'eau courante.

Les coupes sont par la suite déshydratées par des passages dans des bains d'alcool a

concentration croissante (70°, 96°, 100°) puis dans le xylene.

La coloration au Van Gieson consiste a une coloration nucléaire a I'hématoxyline de Groat
(5min), suivie d'une coloration de fond a la picrofuschine (5min), le passage d’un colorant a

I’autre se fait apres ringage par un filet d'eau courante.

Les coupes sont par la suite déshydratées par des passages dans des bains d'alcool a

concentration croissante (70°, 96°, 100°) puis dans le xylene (Annexes I1).
g. Montage et observation au microscope photonique

Les lames colorées et déshydratées sont ensuite montées entre lame et lamelle par le dép6t d’une

goutte d’Eukitt (Annexes I1).

35



Chapitre II | Matériels et Méthodes

L'observation des coupes a été effectué au microscope photonique (Zeiss-axio-plan) et les photos

ont été prises au grossissement x20, x40, x100 a l'aide d'un appareil numeérique (Figurel8).
] v '/ 7 ’

Figure 18: Station d’observation microscopique et de traitement d’images

11.2 Etude morphométrique

Cette étude est réalisée en effectuant, sur les photos prises, des mesures répétées sur 8 coupes
(4 mesures/coupe) du diamétre des tubes séminiféres, de la largeur de 1’espace inter-tubulaire, de

la largeur de la lumicre des tubes séminiféres et de 1’épaisseur de 1’épithélium séminiféres en
utilisant le logiciel Axio Vision (Figure 19).
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Figure 19 : Mesure des épaisseurs de ’épithéluim et la lumiére de tube séminifére a I’aide du
logiciel AXio Vision Rel. 4.8

11.3 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne plus ou moins erreur standard a la
moyenne (SEM). La signification statistique des différences entre les groupes expérimentaux est
évaluée par le test t de Fisher-Student a un seuil de 0.05. La différence entre deux moyennes
comparées est statistiquement significative (*) si la probabilité p, lu en fonction du nombre de
degrés de liberté (ddl=n1+n2-2) est égale ou inférieur a 5%.

Sip > 0.05, la différence est non significative (NS).
S10.001 <p <0.01: la différence est tres significative (**).

Sip < 0.001, la différence est hautement significative (**%*).
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.  RESULTATS

Dans cette partie nous allons présenter les résultats de nos expérimentations qui sont répartis en
trois parties : - Etude de la masse reproductive de 1’animal,

-Analyse morpho métrique du testicule

- Analyse structurale du tissu testiculaire
Dans le but d’effectuer une mise en évidence des variations saisonniéres du testicule au cours
de trois photopériodes différentes ; (12L/12D) (correspondant a leur période d’activité sexuelle
a son biotope) et (16L/8D) correspondant a la photopériode longue de la saison d’étéet (8L/16
D) correspondant a la photopériode courte de la saison d’hiver en effectuant une évolution

saisonniere inversée (printemps- hiver). Chez la gerbille Gerbillus Tarabuli.

I.1. Indicegonado-somatique (1GS)

L’indice gonadosomatique de la gerbille en photopériode de 12L/12D, correspondant a la phase
d’activité sexuelle de I’espeéce, est de 0,77 £0,07% et celui de la gerbille exposé a une
photopériode longue (16L/8D) est de0,68+ 0,05 %g. Cependant chez la gerbille exposée a une
photopériode de 8 L/16D exprime une valeur de 0,50+ 0,03%.

L’analyse statistique indique que la différence de I’indice gonado-somatique chez les deux lots
est significative en faveur de la gerbille en période d’activité sexuelle (photopériode 12L/12D)
en comparaison avec la gerbille en photopériode courte (8L/16D) conduisant a I’inactivité
sexuelle, avec P=0,05.

Par ailleurs, le test statistique révéle une différence d’une fagon significative entre les deux lots :
d’une photopériode longue (16L/8D) et celui de la gerbille en photopériode courte
(8L/16D).avec un P=0,04.

Une différence non significative a été noté chez les deux lots de :12L/12D et 16L/8D avec un
P=0, 38
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Le test Student indique qu’il n’existe pas une différence significative entre 1’indice gonado-

somatique du testicule gauche et droit, testé chez les trois lots.

Indice Gonado-Somatique (1GS)
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Figure 20: Variation de I’indice gonado-somatique (%).sous les trois photopeériodes étudiés.
Les données sont exprimées en moyenne £ SEM. * représente une différence significative entre les deux
lots (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D) (P< 0,05).

I1- Analyse morpho métrique du testicule

1) Diametre du tube séminifére

L’analyse statistique de la morphométrie réalisée sur le diametre des tubes séminifeéres dévoile
des valeurs significativement hautement supérieures chez le lot en photopériode 12L/12D
(activité sexuelle) avec (239.91+£3.50um), contre(227.11+£1.39um) retrouvee chez le lot de la
photopériode (8L/16D).Variation de diamétre est de 5,33% et un P=0,0009.

Cependant, la valeur moyenne du diametre des tubes séminiferes mesuré chez le lot en
photopériode de 16L/8D et hautement significative de (237,98 + 1,76um),par rapport au lot en
photopériode de 8L/16D, avec une moyenne de (227.11+1.39um), avec une variation de
diamétre estimée de 4,57%. P=2,5 10 .

Une diminution d’une maniére non significative du diameétre des tubes séminiferes a été analysé

chez le lot en photopériode de 16L/8D, (237,98 + 1,76uum),envers a des mesures effectuées sur
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le lot en photopériode de 12L/12D, (239.91+3.50um),avec une variation de diametre estimée de
0,80 %. P=0,94.

Diametre des tubes séminiferes

245
240

M 12L/12D
235

i 16L/8D
230 14 8L/16D

225

220

Diametre tubes sémimiféeres (um)

215

Figure 21: Représentation graphique des variations du diaméetre des tubes séminiféres sous les
trois photopériodes.Les données sont exprimées en moyenne+ SEM. * représente une différence
significative entre les trois lots (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D) (P< 0,05).

2) Espace inter-tubulaire

L’analyse des données illustrées dans I’histogramme ci-dessous de I’espace inter-tubulaire,
montre une légere diminution non significative de celui-ci chez la gerbille soumise a une
photopériode longue (16L/8D) d’une moyenne de 13,71+ 0,65 pum ; a I’ opposé, chez la gerbille
maintenue en photopériode (12L/12D) (activité reproductive), la valeur moyenne de cet espace
est de 14,59+0,79 my avec une variation de 6,03 % et P=0,67.

Les données statistiques révele une augmentation hautement significative de celui-ci chez la

gerbille en photopériode courte (8L/16D) d’une moyenne de 29,83 £ 1,58 mpL en comparaison
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avec la gerbille en activité sexuelle (photopériode 12L/12D) la valeur moyenne de cet espace
est de 14,59+0,79 my, avec une variation de 51,09 % et P <0,0001.

En revanche, La comparaison des données statistiques de I’espace inter-tubulaire affiche un
élargissement d’une significativité hautement supérieure de 29,83 + 1,58 mu montré chez la
gerbille en photopériode courte (8L/16D), contre 13,71+ 0,65 um observé chez la gerbille
soumise a une photopériode longue (16L/8D). avec une variation de 54,03 % et P <0,0001.

Espace inter-tubes
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Figure 22: Représentation graphique des modifications de l'espace inter-tubulaire sous les
trois photopériodes.Les données sont exprimées en moyenne+ SEM. * représente une différence
significative entre les trois lots (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D) (P< 0,05).

3) Epaisseur de I’épithélium séminifére

L’étude morpho métrique de I’épaisseur d’épithélium séminifere, dévoile que celui-ci subit
une régression hautement significative au cours de la photopériode courte (8L/16D) Les
valeurs moyennes passent de 80,40+1,19 um en photopériode 12L/12D a 69,64+ 4,78um.

avec une variation de 13,38 %. P<0,0001.
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Néanmoins, une régression hautement significative de I’épaisseur d’épithélium séminifére,a
été analysée entre les lots: de laphotopériode longue (16L/8D) et la photopériode courte
(8L/16D) Les valeurs moyennes passent de 78,96+ 1uma69,64+ 4,78um respectivement,avec
une variation de 10,80 %. P<0,0001.

Les mesures morpho métrique de I’épaisseur d’épithélium séminifére démontre une faible

régression non significative de ce dernier chez le lot soumis a une photopériode longue (16L/8D)

De 78,96+ 1pma 80,40+1,19 um en photopériode standard de 12L/12D.Lavariation est de 1,79
%. P=0,07.

Epaisseur de l'epithelium séminiféere

%k %k %k

H12L/12D
i 16L/8D
4 8L/16D

Epaisseur de I'epithelium séminifere

Figure 23 : Représentation graphique des variations de 1'épaisseur de I’épithélium séminifere
Sous les trios photopériodes.Les données sont exprimées en moyenne+ SEM. * représente une
différence significative entre les trois lots (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D) (P< 0,05).

4) Lumiere des tubes séminiféeres

L’analyse des mesures effectuées sur la lumicre des tubes est illustrée dans la figure 24.

Ces résultats montrent des lumieres plus larges en photopériode courte (8L/16D) avec un
diametre de 99,86+ 9,55um contre 73,15 + 1,95 um en photopériode (12 L/12D).
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Cette analyse montre une différence hautement significative entre les deux lots, estiméee de
26,75%. P=10,007.
Les résultats statistiques montrent des lumieres plus larges en photopériode courte (8L/16D)
avec un diametre de 99,86+ 9,55um contre 81,61 + 1,71 um en photopériode longue (16 L/8D).
Montre une augmentation hautement significative, Toutefois cette différence estimée a 18,27 %.
P=0,001.

Le lot soumis a une photopériode longue (16 L/8D) présente une lumiére large d’un diamétre de
81,61 + 1,71 um, par rapport a la valeur mesuré chez le lot de la photopériode (12 L/12D) noté
73,15 + 1,95 um. cette différence est n’est pas significative. Avec un P= 0,07 est une variation

de 10,37%.

Lumiere des tubes séminiferes
120 - 3k %k %k

100
H12L/12D

i 16L/8D
14 8L/16D

80

60

40

20

Lumiere des tubes séminiféres (um)

Figure 24 : Représentation graphique de la variation de la largeur des lumiéres des tubes
séminiferes au cours des trois photopériodes.Les données sont exprimées en moyenne+ SEM. *
représente une différence significative entre les trois lots (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D) (P< 0,05).

I11 - Analyse structurale du tissu testiculaire

L’histologie du testicule de notre animal a été observé sur des sections transversales a I’aide

d’un microscopique photonique, a des différents grossissements (Gx 10, 20 et 40), montrant des
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différents aspects du tube séminifere, en fonction de la photopériode notamment en activité
sexuelle ou au repos.

Les tubules séminiféres ont subit des modifications morphologiques pendant les trois périodes
(activité sexuelle 12L/12D, 16L/8D et repos sexuel 8L/16D) ou les testicules de ces animaux
ont été analysés

Sur les coupes transversales de testicule, nous pouvons reconnaitre les sections des tubes
séminiféres séparés par de fines travées de tissu conjonctif qui se dilatent par endroit en espaces

interstitiels fibrocellulaires. Nous présenterons nos analyses sur ces deux composants.
1-Au niveau des tubes séminiferes

L’analyse des résultats obtenus indique chez la gerbille soumise a une photopériode standard
(12 L/12D) que les tubes séminiféres sont de sections circulaires ou ovoides, de contours bien
réguliers et délimités par une lame basale bordée extérieurement par une couche de cellules
myoides (Fig.25.A). Dans la lumiere de la plupart des tubes, de nombreux flagelles de
spermatozoides sont observés. (Fig.25.A). Comparativement sous la photopériode longue
(16L/8D), plus les sections des tubes sont de contours légerement irréguliers et de diametre plus
petit. lls apparaissent serrés les uns aux autres (Fig. 25.B). Un contenu d’aspect colloidal occupe

le centre des tubes et de flagelles des spermatozoides y sont observés (Fig.25.B).

Pour le lot en photopériode courte (8L/16D), plus les sections des tubes sont de contours
irréguliers et de diamétre plus petit. (Fig. 25.C ). Un contenu d’aspect colloidal occupe le centre

des tubes et tres peu e flagelles y sont observes (Fig.25.C).

12L/12D




Chapitre III | Résultats et Descussion

16L/8D

8L/16D

Figure 25 : Micrographies photoniques illustrant I’aspect structural du testicule chez la

gerbille (_gerbillus tarabuli) male adulte soumis a une photopériode standard (période de

reproduction), une photopériode longue (16L/8D) et une photopériode courte (8L/16D)

Les photographies A, B, C représentent une vue d’ensemble du testicule en coupe transversale
chez la gerbille a des photopériodes différentes (12L/12D, 16L/8D et 8L/16D).

45



Chapitre III | Résultats et Descussion

La photographie A en période de reproduction (photopériode 12L/12D) montrant le testicule
qui est organisé en plusieurs tube séminifere entouré par une lame basale (LB) et séparés les uns
des autres par un tissu interstitiel (Ti) (A).

La photographie B représente L’architecture d’une coupe transversale au niveau de tube
séminifére de la gerbille exposée a une photopériode longue (16 L/8D) ou les tubes séminiferes
serrés entouré par une lame basale (LB). Et sont séparés les une des autres par un tissu
interstitiel (B).

La photographie C représente une coupe transversale de testicule Chez la gerbille exposée a
une photopériode courte (8L/16D) conduisant a I’inactivité reproductive, Montrant des tubes
séminiféres régressés, 1’espace inter-tubulaire plus large, peu de tissu interstitiel (Ti) et les
tubes sont séparés les uns des autres.une lumiére de tube est tres large chez la gerbille exposée
a une photopériode courte (8L/16D) en comparaison avec celle qui est en photopeériode standard
(12 L/12D)

SPZ : spermatozoide/lu : lumiére/SPI : spermatocyte | /VS : vaisseaux sanguin /CL : cellule leydig/TI :
tissu interstitiel /CS : cellule sertoli /EP : épithélium /SPD : spermatide/ES : espace séminifére / SPG :

spermartogonie /AP : cellule germinale supposée apoptotique.

2-Au niveau de I’épithélium séminal

Les testicules du gerbillus tarabuli (12L/12D), en pleine d’activité sexuelle présentent une
structure trés développée. L’épithélium séminifere est trés actif, cela se traduit par la présence de
toutes les lignés de cellules germinales en abondance, les spermatogonies, spermatocytes,
spermatides arrondies et allongeés. Les spermatozoides sont bien visibles. Ils remplissent la
lumiere des tubes séminiferes de fagcon abondante dans la plupart des sections observées (Figue

26.A”).les cellules sertoli devient facilement reconnaissables.

Les cellules de Leydig en amas ou dispersées sont bien visibles aussi, elles occupent les espaces
inter-tubulaires dans lesquels des vaisseaux sanguins sont souvent apparent.et tissus interstitiel

trés développée.

Au cours de la photopériode longue de 16L/8D, L’épithélium séminifére est légérement

différencié. Nous observons tous les types de cellules de la lignée germinale. De nombreuses

——
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spermatogonies, occupent la périphérie des tubes séminiféres, puis viennent les spermatocytes de
type | et les spermatides arrondies dont la densité témoigne d’une spermatogenése active. Et des
spermatozoides a forte densité qui s’accumulent dans la lumiére centrale des tubes séminiféres.
(Figure 26.B”).

Le tissu interstitiel bien développée et richement vascularisée, contient de grandes cellules de
Leydig isolées ou disposee en amas.

Pour le lot en photopériode courte de 8L/16D, nous avons observé une tres remarquable

régression dans la structure des tubes séminiféres par rapport a ceux du sujet en activité sexuelle.

L’épithélium séminifére est constitué de spermatogonies alignées a la périphérie des tubes, des
spermatocytes | pachytene et des spermatides arrondies qui deviennent rares. Nous n’avons pas
observé de spermatides allongées et quasiment pas détecté de spermatozoides dans les lumieres
des tubes séminiféres, devenues réduites, les cellules de Sertoli est en toujours en position basale.

Une atrophie du tissu interstitiel a été nettement observé, il est peu développé et les cellules de
Leydig expriment un rapport nucléo-cytoplasmique plus réduit (Figure 26.C>).

12L.12D
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8L/16D |

Figure 26: Micrographies photoniques illustrant D’aspect  structural des ¢épithéliums

séminiferes chez la gerbille (_gerbillus tarabuli) male adulte soumis a une photopériode

standard (période de reproduction), une photopériode longue (16L/8D) et une photopériode
courte (8L/16D)

Au fort grossissement (A’/A”’, B’/B*’, C’/C**) illustrant D’architecture de 1’épithélium

séminifere (EP) pendant les trois photopériodes.
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Nous observons en A’/A”* , les spermatogonies (Sg), quisont : les spermatogonies types B
(Sg B), et Intermédiaire (Sg in) a la périphérie de tube, les spermatocytes de stade pachyténe
(P), leptotene (SI), déploténe (D) et zygoténe (Sz) de la prophase distingués en position
avancée dans 1’épithélium, des spermatides arrondis (Sd) et allonges ( Sdl), un nombre
important des spermatozoides (Spz). chez la gerbille en période de reproduction photopériode
(12L/12D).

Les photographies B’/B’’, Chez la gerbille en photopériode longue (16L/8D) montre :les
spermatogonies (Sg) qui sont les spermatogonies types B (Sg B), et Intermédiaire (Sg in) a la
périphérie de tube, les spermatocytes de stade pachyténe (P), leptoténe (SI), zygotene (Sz) de
la prophase, quelques spermatides arrondis (Sd) et allonges ( Sdl), et des spermatozoides (Spz).

Les photographies C’/C’’enphotopériode 8L/16D, analyse une régression de I’épithélium
séminifere (EP), spermatogenése incompléte marquée par la présence de quelques stades de son
cycle: les spermatogonies indifférencies (Sg und), les spermatogonies B (Sg B), des
spermatocytes | au stade pachytene (P) et diplotene (D) des spermatides arrondies(Sd) et
allongés (Sdl) a proximités de la lumiere et peu de spermatozoides (Spz) qui n’atteignent pas

la lumiére de tube.

Ts : Tube séminifere, Ti : Tissu interstitiel, Cs: Cellule de sertoli, M : cellule myoide

3-Au niveau du tissu interstitiel

En dehors des tubes séminiféres, notre analyse montre chez les gerbilles en période de
reproduction  (photopériode 12L/12D) des espaces interstitiels dilates de tissu conjonctif
richement vascularisé et de cellules de Leydig. Celles-ci se distinguent des fibroblastes par leur
forme arrondie et leurs noyaux ovoide proéminent. Elles sont souvent regroupées en amas
adossés aux parois des capillaires sanguins (Fig.27.D.D”).

En photopériode longue (16L/8D) les cellules de leydig sont en amas et prennent une forme

Iégerement allongée et un noyau clair (Fig 27.E.E’)
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En période de I’inactivité reproductive, photopériode courte (8L/16D), ces cellules sont isolées

et prennent une forme allongée et un noyau clair (Fig 27. F. F?).

12L/12D

16L/8D

8L/16D
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Figure 27: Micrographies photoniques représentant la cellule de leydig chez la gerbille
(_gerbillus tarabuli) male adulte soumis a une photopériode standard (période de

reproduction), et en photopériode longue (16L/8D)

Au fort grossissement (D’, E’, F?) nous avons observés ’aspect des cellules de leydig pendant

les trois photopériodes.

Nous observons en D’, les cellules de Leydig, groupées en amas, a proximités des tubes. Cette
cellule est distinguée par un noyau ovoide proéminent chez la gerbille en période de

reproduction photopériode standard (12L/12D).

La photographie E’ Les cellules de Leydig sont présentent dans le tissu interstitiel avec une

forme légérement allongée, regroupées en amas.

En revanche, la photographie F* montre les cellules de Leydig qui sont isolées et prennent

une forme allongée et un noyau clair.

TS : Tube séminifere, Ti : Tissu interstitiel, CL : Cellule de leydig, M : cellule myoide.
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1. DISCUSSION

Gerbillus tarabuli est un rongeur déserticole de meeurs nocturnes, il se reproduit selon un
mode saisonnier caractérisé par une période de pleine activité testiculaire au printemps
correspond & la photopériode 12L/12D et une période de régression et repos gonadique aux
autres saisons (Keddache et al., 2017).

Les résultats rapportés dans cette étude concernent I’activité testiculaire saisonniére
chez la gerbille méle Gerbillus tarabuli soumis & une photopériode de 12L/12D
simulant la photopériode du printemps (correspondant a la période reproductive de cette
espece a son biotope ) comparé a celui exposé a une photopériode courte imposé de
8hL/16hD (saison d’hiver), et une photopériode longue 16L/8D (Saison d’été) pendant 10
semaines pour chaque lot dont le but d’effectuer une évolution saisonniere inversée

(printemps-hiver).

1 Poids du testicule

La gerbille en activité sexuelle (12L/12D) a un poids testiculaire supérieur a celui de la
photopériode courte (8L/16D). Nos résultats rejoignent ceux obtenus dans de nombreux
autres laboratoires (Kheddache. A et al., 2017), (Seco-Rovira et al., 2015) et (Sinha Hikim
et al., 1988).

Selon Olayaki., 2008, I’effet de la photopériode courte provoque une suppression sur le

poids testiculaire, chez le rat Sprague-Dawley.

Dans d’autre Travaux antérieurs sur les rats jeunes males de la souche F344 et BN ont
indiqué que les masses reproductives ont été réduites exposé a une photopériode courte
(Lorincz et al., 2001; Heideman et Sylvester., 1997).

52



Chapitre III | Résultat et Discussion

En effet, plusieurs auteurs rapportent sur la reproduction saisonniére dépendant de la
photopériode chez les mammiferes ont décrit une forte diminution de poids testicules
(Lincoln, 1981).

Par ailleurs, I'exposition des rongeurs de 6-14 semaines de photopériodes courte typiques
de I'hiver ou de la saison non reproductrice induit une régression testiculaire (Furuta et al.,
1994; Young et al., 1999) provoquer par la mort cellulaire apoptotique chez les hamsters
djungariens, L'incidence de I'apoptose augmente plus de trois fois aprés 6, 8 et 10 semaines
d'exposition a cette photopériode (Young et al., 2001).

2 Structure testiculaire

Chez la gerbille, l'aspect histologique du testicule présente d'importantes variations

saisonnieres qui confirment les résultats morphométriques obtenus dans notre étude.

A- tube séminifere

Des coupes transversales de testicule nous a permis d’établir des modifications dans les
tubes séminiferes chez les trois lots étudiés (photopériode courte de 8L/16D inactivité

sexuelle, photopériode longue 16L/8D et standard d’activité sexuelle 12L/12D).

Pendant la période de I’activité sexuelle chez la gerbille (photopériode de 12L/12D et en
photopériode de 16L/8D), le testicule apparait tres actif, caractérisé par des tubes séminiferes

de grand diameétre et une large lumiere contenant de nombreux spermatozoides.

En revanche, le diamétre des tubes séminiferes réduit avec une lumiére pauvre en
spermatozoides ce qui traduit la régression testiculaire induite par la photopériode courte
imposée 8L/16D. Nos résultats corroborent avec les travaux de (Boufermes et al ., 2019)
chez Meriones libycus, (Seco-Rovira et al., 2015) chez Hamster Syrien (Mesocricetus

auratus), et (Khammar et al., 1987) chez Gerbillus gerbillus.
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Nous avons également révélé un contour des tubes séminiféres d’aspect régulier chez la
gerbille en période reproductive (12L/12D) et en photopériode longue (16L/8D) comparé a
celle en photopériode courte 8L/16D, qui montre un contour des tube d’aspect irrégulier, ce

résultats est en accord avec 1’étude de (Boufermes et al ., 2019).

B- Epithélium séminal

D’aprés les résultats obtenus nous révélons une activité testiculaire chez la gerbille en
photopériode 12L/12D se caractérisent par un épithélium séminal épais, stratifié et une
spermatogenese compléte (différents stades de la spermatogenese), une lumiére de tube large

remplie de nombreux spermatozoides.

Par opposition, chez le la gerbille en expose a une photopériode courte (8L/16D)
(inactivité sexuelle) nous observons, un rétrécissement de 1’épaisseur de 1’épithélium
séminal, non stratifiés traduit par la forte régression de la spermatogenese. Cette derniére
est liée aux modifications abordant les spermatogonies, spermatocytes et les spermatides
induite par la photopériode courte 8L/16D. Le nombre de ces cellules est plus faible
(spermatocytes leptotene, pachytene, zygoténe et les spermatides arrondies). De plus, les
spermatozoides restent peu nombreux et n’atteignent pas la lumiéres. Ces résultats sont en
accord avec les travaux (Seco-Rovira et al., 2015) , (Godoy Pierib et al., 2014), (Do
Nascimento et al., 2009) et (Young et al., 2001).

Par analogue, le travail de Do Nascimento et ces collaborateurs ., 2009, démontrent que
I’exposition de le hamster doré a une photopériode courte conduisant a l'inactivité sexuelle

traduite par la forte régression de la spermatogenése.

Des études antérieures ont montré que la régression de la spermatogenése conduisant a la
régression testiculaire traduite par 1’augmentation du taux de la mort cellulaire, chez le

hamster doré expose a une photopériode courte. (Young et al., 2001).
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C- Cellule de Sertoli

Au cours de la photopériode courte 12L/12D (activité sexuelle de I’espece) Les cellules de
Sertoli sont nombreuses comparés  a celles observés pendant la photopériode 12L/12D
(repos). Nos résultats obtenus sont en concordance avec les travaux de (Boufermes et al .,
2019) (Martinez-Hernéndez et al., 2019) et (Seco-Rovira et al., 2014).

Les processus de régression testiculaire apres exposition a une photopériode courte
entrainent une augmentation de l'activité proliférative des cellules de Sertoli afin de rétablir la
population normale. (Martinez-Hernandez et al., 2019).

Les travaux de Martinez-Hernandez et ces collaborateurs, 2019 chez le hamster syrien,
expriment des modifications importantes de la population des cellules de Sertoli qui sont
produites par l'équilibre entre l'apoptose et la prolifération pendant les changements

testiculaires provoqués par la photopériode courte.

Les Altérations de la cellule de Sertoli induites par la photopériode courte 8L/16D chez la
gerbille comprennent ces modifications : une réduction de la taille cellulaire par rapport a

la gerbille gonadiquement active (12L/12D).

Cette cellule présente un noyau sphérique plus petit, en comparaison avec un noyau de la
gerbille en 12L/12D. Ce qui corrobore le résultat de (Sinha Hikim et al. 1988), (Hodgson
etal., 1979) et (Irby et al., 1984).

D- Tissu interstitiel

L’analyse des coupes histologiques du testicule dévoile chez la gerbille en activité
sexuelle  (12L/12D), une quantité abondante du tissu interstitiel richement vascularisé et
des cellules de Leydig observé a proximités des tubes séminiferes. ce résultat est similaire a
I’étude de (Boufermes et al ., 2019).
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En effet, nous avons remarqué une diminution de volume de I’intérstitium testiculaire
ainsi que le nombre des cellules de leydig est limité chez la gerbille exposée a une
photopériode courte (8L/16D). Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Boufermes
etal ., 2019) et (Seco-Rovira et al., 2015).

Une étude de Beltr-an-Frutos et ces collaborateurs. 2016, indique que la diminution du
volume du tissu interstitiel et le nombre des cellules de Leydig sont probablement liés aux

faibles activités synthétiques des cellules de Leydig.

Denduchis et al. 1996, ont démontré I'influence mutuelle entre la matrice extracellulaire et
la cellule de Leydig interstitielle productrice d'androgene.

D’autres travaux suggerent que les protéines de la matrice extracellulaire sont capables de

moduler la steroidogenése des cellules de Leydig. (Duaz et al., 2002)

Les travaux de Boufermes et ces collaborateurs ., 2019 chez Meriones libycus, ont
remarqué que Les cellules de Leydig productrices de testostérone sont petites et d’un
nombre limitées. Ces caracteristiques morphologiques reflétent I'inhibition des activités de la
spermatogénese et stéroidogénése du testicule correlé avec les changements des taux

androgeénes testiculaires et les niveaux de testostérone plasmatique.

Chez les animaux a reproduction saisonniére, la diminution du taux de testostérone dans
certaines saisons (photopériode courte) sont accompagnées d’une atrophie apparente des
cellules de Leydig, qui affecte leur morphologie et leurs organites cytoplasmiques (Wing et
Lin 1977 ; Sinha Hikim et al. 1988).
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CONCLUSION

La gerbille (gerbillus tarabuli) se reproduit selon un cycle saisonnier caractérisé par une
période d’activité sexuelle au printemps et une période de repos sexuel aux autres saisons.

Notre travail porte Dans le but de rechercher les variations structurales des testicules en
photopériode standard (12L/12D), en photopériode courte (8L/16D) et en photopériode
longue (16L/8D).Au cours de notre étude, nous avons mesuré différentes variables dont la
masse des gonades, puis nous avons réalisés une étude histologique et histo-morphométrique
des tubes séminiféeres durant la période de développement saisonnieres du testicule sur
laquelle s’étend notre étude.

Nos résultats démontrés lors d’une photopériode standard de 12L /12D et photopériode
longue 16L/8D, une ¢€lévation du poids gonadique. Par ailleurs, I’exposition de la gerbille a
photopériode courte de 8L/16D, a noté une baisse du poids gonadique, le diametre des tubes
séminiféres dévoile des valeurs significativement hautement supérieures chez le lot en
photopériode 12L/12D et 16L/8D par rapport au lot en photopériode de 8L/16D.

L’étude morphométrique de I’épaisseur d’épithélium séminifére, dévoile que celui-Ci
subit une régression hautement significative au cours de la photopériode courte (8L/16D)
Les valeurs moyennes passent de 80,40+1,19 um en photopériode 12L/12D a 69,64+ 4,78
pm. avec une variation de 13,38 %. P<0,0001.

Néanmoins, une régression  hautement significative de D’épaisseur d’épithélium
séminifere, a été analysée entre les lots : de la photopériode longue (16L/8D) et la
photopériode courte (8L/16D) Les valeurs moyennes passent de 78,96+ 1 um a 69,64+
4,78 pum respectivement, avec une variation de 10,80 %. P< 0,0001.Les mesures morpho
métrique de D’épaisseur d’épithélium séminifére démontre une faible régression non
significative de ce dernier chez le lot soumis a une photopériode longue (16L/8D) de 78,96+ 1
pm a 80,40+1,19 um en photopériode standard de 12L/12D, la variation est de 1,79 %.
P=0,07, la lumieres du tubes séminiféres plus larges en photopériode courte (8L/16D) par
contre en photopériode longue (16L/8D) et photopériode standard (12L/12D).

Les testicules du gerbillus tarabuli (12L /12D), en pleine d’activité sexuelle présentent une
structure tres développée, la plupart des tubes séminifeéres sont tres larges, L’épithélium est
trés actif comprend des spermatogonies souvent en division, des spermatocytes | diploténes,
de nombreuses spermatides rondes et allongées et de SPZS. Les cellules de Sertoli deviennent
facilement reconnaissables, le tissu interstitiel richement vascularisé, contient de grandes
cellules de Leydig isolées ou disposées en amas.

Au cours de la photoperiode 16L/8D, L’épithélium séminifére est légérement différencié.
Nous observons tous les types de cellules de la lignée germinale. De nombreuses
spermatogonies, occupent la périphérie des tubes séminiferes, puis viennent les spermatocytes
de type I et les spermatides arrondies dont la densité témoigne d’une spermatogenése active.
Et des spermatozoides a forte densité et s’accumulent dans la lumiere centrale des tubes
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séminiféres, le tissu interstitiel bien développée et richement vascularisée, contient de
grandes cellules de leydig isolées ou disposee en amas. L’épithélium séminifére est constitué
de spermatogonies alignées a la périphérie des tubes, des spermatocytes | pachyténe et des
spermatides arrondies qui deviennent rares. Nous n’avons pas observé de spermatides
allongées et quasiment pas détecté de spermatozoides dans les lumiéres des tubes séminifeéres,
devenues réduites, les cellules de Sertoli est en toujours en position basale. Dans le tissu
interstitiel, toujours peu développé ; atrophie du tissu interstitiel. Les cellules de Leydig
expriment un rapport nucléo-cytoplasmique plus réduit.

Par ailleurs, I’exposition de la gerbille a photopériode courte de 8L/16D, a noté une baisse
du poids gonadique. Néanmoins, nos résultats histologiques montrent une architecture
différente a celle observé durant la photopériode courte 8L/16D. Les tubes séminiféeres sont
significativement plus grands. Cette augmentation est justifiée par une augmentation non
significative de L’épaisseur de 1’épithélium séminiféres mais surtout par I’apparition d’une
nette lumiere. Dans 1’épithélium séminifére, les cellules de Sertoli restent toujours en position
basale, la lignée germinale est représentée par les mms cellules. Le nombre des spermatocytes
| pachyténes considérés apoptotiques augmente significativement. Dans le tissu interstitiel,
toujours peu developpé, les cellules de leydig expriment un rapport nucléo-cytoplasmique
plus réduit, d’une maniére significative.

L’ensemble de nos résultats dévoilent la variation saisonniere des 1’activité testiculaire qui
dépend de I’espece de la photopériode, qui est le signal environnemental le plus important
pour synchroniser les changements physiologiques et reproductifs de 1’espéce. En perspective,
cette étude mérite d’étre approfondie par une analyse histomorphométrique des différents
stades du cycle de I’épithélium séminal au cours des trois photopériodes étudiés.

Une étude cytologique complémentaire sera souhaitable, sur des coupes semi-fines pour
évoquer 1’évaluation des changements qui se produisent dans les cellules de leydig et Sertoli
pendant la régression testiculaire.

En conclusion, I’étude de I’activité testiculaire au cours des saisons différentes (inversé et
reproduction) chez la Gerbille Gerbillus tarabuli démontre la présence d’une reproduction au
cours de la photopériode standard 12L/12D relative au printemps et longue 16L/8D
correspondant a la saison d’été et une régression de I’activité testiculaire pendant la
photopériode courte de 8L/16D.
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Tableau Il : Valeurs moyennes du diamétre tubulaire, de 1’épaisseur de 1’épithélium
seminifére, du diametre de lumieére et espace inter-tubulairedu lot 1 (12L/12D)
chezGerbillustarabuli

Epaiss- epithelé Espace inter
Gerbilles Diameétre tube semi Lumiere tube

246.44 79.58 92.32 19.88

259.62 75.15 75.42 15.62

71.37
250.61 88.21 33.43
76.99
260.54 73.18 97.24
267.47 78.08 94.36
262.05 70.32 91.39 21.08
26.99 90.4 82.11 25.14
G45CL 7C2X20 260.31 96.2 74.71
231.6 96.55 54.85
247.54 86.67 91.87
246.02 79.37 84.34
84.36
236.15 77.4
77.4
264.75 81.37 95.08

261.15 91.74

82.08
255.99 72.01

G45CL 7 C1X10

13.44

12.64

G 45 CL ''X40

G 45 CL9 C1 X10

258.58 70.28 97.28
269.18 77.67 85.53
249.67 78.67 90.11
82.27
245.03 70.71 87.3
242.05 74.86
239.28 83.94 82.53
215.84 87.3
248.28 77.83

248.02 74.3

G 45 CL 9 C1 X20

G45CL7CX10

G45CL7'Xa40




G45CL7" X40

G 45 C1 X10 az

T1

G 45 c2 X20

G45CL1C1X20T1

G 45 CL1 C1 X40"

G 45 CL1 C2 X20




G 45 C3 x20

G 47 CL9 C1 X20

T1

G 45 CL1 C2 X20

T1




Tableau I11: Valeurs moyennes du diamétre tubulaire, de I’épaisseur de 1’épithélium
seminifére, du diametre de lumiere et espace inter-tubulairedu lot 2 (8L/16D)
chezGerbillustarabuli

espace inter
tube
260.87 64.89 97.52 16.98
264.7 71.28 91.46
GML2AC2X102-57T1 32.37
234.07 68.7
111.29
254.22 67.52 15.55
223.08 85.89 42.03 29.83
228.28 80.04 75.79 27.27
83.72
225.92 63.82 10.03
68.1
221.63 74.56 62.74 15.85
232.77 71.75 81.43 17.8
82
231.18 41.68 16.84
76.68
204.35 54.88 106.56 41.03

233.24 55.26 94.9 45.98

Diametre tube epaiss- epithelé semi Lumiere

Gerbilles

GML2 A C2X40Z -59

GML2 A C3X10Z -60
242.09 57.94 118.97 76

233.6 80.97 81.12
237.42 79.05 77.85
248.56 79.92
225.27 89.25
243.58 63.9 113.65
248.42 61.46 99.68
247.26 69.78

250.9 56.09

243.9 68.91 55.8
219.68 56.94 65.09
242.16 86.62 53.77
214.98 59.04 94.31
221.07 55.8 78.61
206.49 >4.42 97.64
68.37
218.24 49.59 128

GML2 A C3X10Z-61

75.25

GML2AC5 X10Z-56 T1

110.9

GML2 B C5 X10'Z -65




GML2 C4 X10 Z-54

GML2 C3 X10 v

T2

GML2 X10

T1

GML2A C2X10Z-57T1

GML2 A C3X10Z -60

T2




GML2 A C5 X10Z-56

GML2 B C5 X10'Z -65

GML2 C4 X10 Z-54

T1

GML2 C3 X10 v

T1

T2

G ML1 C1 X10 HE

T1

GML1T1

GML1C3X20HET1




GML1 C2 X 20 HE

Tableau IV : Valeurs moyennes du diamétre tubulaire, de I’épaisseur de 1’épithélium
séminifére, du diamétre de lumiére et espace inter-tubulairedu lot 3 (16L/8D)
chezGerbillustarabuli

epaiss- epithelé espace inter
Gerbilles Diametre tube semi Lumiere tube
267.51 100 94.51 13.85
G 12 CO 12 X40 263.57 105.27 81.49 6.97
244.48 98 78.69 5.04
251.44 84.14 56.7 10
G N 1C5 X20' AZ 244.8 82.38 8.14
54.54
238.46 64.66 7.71
225.62 102.32 57.51 15.53
G N 1C2X20 Az 224.31 54.59 8.83
215.65 95.03 45.52 8.25
G N 1C2X20 252.77 78.44 106.24 12.05
T3 239.86 73.75 114.27 10.84
238.84 72.19 111.41 6.41
228.37 101.11 12.75
246.42 66.64 87.33 4.56
245.21 98.22 12.07
251.02 80.86 74.1 13.6
GN1C1X20 az 228.39 70.83 87 13.86
226.71 73.02 11.06
225.37 58.95 . 10.09
257.86 91.54 20.09
251.58 75.04 13.46

GN1C2X40T1VG

T1

T2




GN1X10'T1

GN1 X 20 AZ

GN1C5X20Az

GN1C6X20T1

G19 b2 C1 X 10 HE
T1

GI19C3X10HET1




G19C1X20'HET1

G19C2HEX20T1

G19X10"VT1

G19X20 VT1

G12C3X10HET1

G12C1X10HET1




G12C2X10'VT1

G12X10VT1

MoOY

ECT

Tableau V : Intensité des mesures des poids testiculaires et 1’indice gonadosomatique au

cours de la photopériode standard chez Gerbillus Tarabuli

Photopériode 12L/12D

Testicu G

Testicu D

Poids Final

0.3038

0.3021

52.8

0.3387

0.3371

50.3

0.3632

0.36

39.9

0.34

0.33

47.67

0.02

0.02

5.59

0.01

0.01

3.23

Tableau VI : Intensité des mesures des poids testiculaires et 1’indice gonadosomatique au
cours de la photopériode courte chez Gerbillus Tarabuli




Photopériode 8L/16D

Testicu G

testicu D

Poids Final

GM L1

0.2387

0.2376

54.7

GM L2

0.2218

0.2244

43.6

G10

0.1936

0.1972

35.3

MOY

0.22

0.22

44.53

ECT

0.02

0.02

7.95

ESM

0.01

0.01

4.59

P 8/16-
16/8

Tableau VII : Intensité des mesures des poids testiculaires et 1’indice gonadosomatique au
cours de la photopériode longue chez Gerbillus Tarabuli

Photopériode 16L/8D

Testicu G

testicu D

Poids Final

0.2818

0.2801

37.2

0.2882

0.289

48.7

0.2621

0.2612

38.6

0.28

0.28

41.50

0.01

0.01

5.12

0.005

0.005

2.95
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FICHE TECHNIQUE N°1: Lavage et déshydratation

Ringage par tampon Phosphate .....5 Bain 5 minute chacun.

N° Degreé des bains
d’éthanol

Bain d’alcool 70°
Bain d’alcool 96°
Bain d’alcool 100°

Apres la déshydratation:
3 bains de butanol 8 heures chacun
FICHE TECHNIQUE N°2: Imprégnation a la paraffine
2 Bain de paraffine pure fondue a 60°C 2h chacun
FICHE TECHNIQUE N°3: Déparaffinage et réhydratation
Déparaffinage 10 minutes chacun

Réhydratation
chacun.

FICHE TECHNIQUE N°4: La coloration au Van Gieson
Réactifs:

1.1- Hématoxyline de Groat: (préparation a froid)
Hématoxyline

Alcool 70° 96° et 100°

Laisser reposer pendant une heure et filtrer

2 minutes




- Mode opératoire.

Colorer par Hématoxyline de Goat 1 min 5min; Laver a I’eau courante pendant ;
Colorer par le mélange picrofuchsine pendant 5 min environ ; Rincer par un fulet
d’eau courante. Déshydrater par des passages dans des bains d'alcool a
concentration croissante (70°, 96°, 100°) puis dans le xyléne, et monter a I’Eukit.
ET observer par microscopique photonique.

3 - Résultat:

Noyaux cellulaires marron noir
Fibres élastiques noir
Cytoplasme rouge

Muscle jaune

MATERIEL NECESSAIRE POUR LA METHODE HISTOLOGIQUE

Microtome de marque LEIKA Bain marine de marque SLEE




Cassette en plastique Moule de métal

Paraffine solide Alcool Ethanol




Déparaffinage Observation microscopique et prise des photos

Coloration topographique de violet de crisyl




