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Chapitre I Rappels bibliographique

Chez tous les mammiferes et en particulier chez les ovins, caprins, porcins et lapins,
I’organisation des appareils reproducteurs est la méme, avec néanmoins des différences
concernant la taille, le poids et la forme des organes (Hamon et al., 1999).Les organes
reproducteurs males possédent trois principales fonctions dont la production des
spermatozoides dans le testicule, la maturation, le stockage et le transport des spermatozoides
dans le canal déférent et enfin le dépdt de la semence dans le tractus génital femelle via le

pénis.
1. Anatomie et histologie du testicule

Le testicule est une glande amphicrine dont la fonction exocrine permet la production
de gametes males par le processus de spermatogénese et dont la fonction endocrine concerne
la production des hormones stéroides masculines (cestrogeénes, essentiellement la
testostérone). Chez les mammiferes, le testicule est I’un des organes les plus complexes, tant

d’un point de vue structural que fonctionnel (Sophie Chocu, 2014).
1.1. Anatomie

Les testicules sont des organes pairs dotés d’une double structure, compartiment
tubulaire et compartiment interstitiel (Muller et Clos, 1997). Situés de part et d’autre de la
ligne médiane inguinale, protégé et soutenu par une enveloppe appelée scrotum, constituée
d’une fine couche de peau recouvrant divers couches fibro-élastiques et musculaires, dont la

plus importante est le dartos (Barone, 2001).

Les testicules chez le lapin adulte sont de forme ovoide, amincis aux extrémités avec
un pole caudal plus pointu, mesurant 3 a 3,5 cm de longueur, 1 a 1,5 cm de largeur, 1 a 1,3 cm

d’épaisseur et pesant 1,5 a 2 g (Boussit, 1989 ; Barone, 2001).
1.2. Histologie

L’organisation interne du testicule est semblable chez les différents mammiferes
¢tudiés (Figure 1). Les testicules sont délimités par une enveloppe dense appelée albuginée
(tunica albuginea) dont la surface interne est constituée d’un tissu conjonctif qui s’étend vers
une région du testicule, appelée mediastinum testis, a I’'intérieur de laquelle se situe un réseau

de conduits anastomosés dénommeé rete testis. Le tissu conjonctif qui constitue 1’albuginée est



Chapitre I Rappels bibliographique

trés vascularisé et contient des fibres musculaires lisses ce qui confére a cette structure

enveloppant le parenchyme testiculaire, la capacité de se contracter (Jégou et al., 2014).
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Figure 1 : Organisation interne du testicule (Senger, 2012)

Le parenchyme testiculaire est composé de nombreux lobules et chaque lobule
comporte de trés nombreux conduits, appelés les tubes séminiféres, qui constituent le lieu
d’¢élaboration des gametes méales. Chez le chat, ce tissu constitue 88 % du testicule, ce qui est

¢levé par rapport aux autres mammiferes (environ 70-80 % en général) (Jégou et al., 2014).

La structure du tube séminifére comprend un épithélium séminal composé des cellules
de Sertoli et des cellules germinales ainsi qu’un tissu de soutien, la lamina propria, formée de

fibres de collageéne et de couches de cellules myoides (Barone, 2001).

1.2.1. Tissu interstitiel

Le tissu interstitiel testiculaire se compose de nombreux éléments : vaisseaux sanguins
et canaux lymphatiques, fibrocytes, macrophages, parfois mastocytes et cellules endocrine
appelées cellules de Leydig retenues par des fibres de collageéne. Ces cellules sont groupées en

amas autour de petits vaisseaux sanguins, sont intimement liées les unes au autres (Figure 2)
(Christensen, 1970).
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1.2.2 Tube séminifére

Les spermatozoides sont ¢laborés dans de longs canalicules de petit diametre appelé
tubes séminiféres. Ce sont des structures complexes formées d’'une membrane limitante, de
cellule de Sertoli constituant 1’élément de soutien et de cellules germinales a des stades de

développement variés (spermatogonies, spermatocytes et spermatides) (Figure 2) (Clermont,
1963).
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Figure 2: Ultrastructure d’une portion du tube seminifére (Russell et Griswold, 1993)
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1.2.2.1. Cellules de Leydig

Les cellules de Leydig sont des cellules polygonales (10um chez I’homme), qui sont
soit dispersées, soit groupées en amas autour des capillaires sanguins et entourées par une

lame basale discontinue.

Les cellules de Leydig présentent un noyau rond qui contient de volumineux nucléoles. Leur
cytoplasme est riche en citernes de REL ; les mitochondries sont peu nombreuses, de taille
variable et présentent des crétes tubulaires. Les enclaves lipidiques sont abondantes dans le

cytoplasme des cellules matures.

De nombreuses jonctions, de types Gap, desmosome et plus rarement des jonctions septées

ont été mis en évidence au niveau de la membrane plasmique (Dadoune et Demoulin, 2001).
1.2.2.2. Cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont de grandes cellules non prolifératives dotées d’un grand
noyau polymorphe et d’un cytoplasme abondant. Leur base repose sur la lame basale, tandis

que leur cytoplasme apical en atteint la lumiere (Clermont, 1963).

Des régions latérales et apicales partent de nombreuses projections cytoplasmiques
finement réticulées qui s’infiltrent entre les cellules germinales qui sont en contact immédiat
avec la surface des cellules de Sertoli. A proximité de la membrane limitante les projections
cytoplasmiques latérales des cellules de Sertoli adjacentes sont reliées par des complexes de

jonction caractéristiques (jonctions sérrées) situés a la surface de la cellule (Clermont, 1963).

Des ¢études ont montré que ces complexes de jonction des cellules de Sertoli divisent
I’épithélium séminifére en deux compartiments distincts, un compartiment basal ou sont
situés les spermatogonies et les spermatocytes pré-leptoténes, et un compartiment bordant la

lumiére et contenants les spermatocytes et les spermatides.

Par suite les cellules de Sertoli sont considérées comme 1’un des éléments de la
barricre de perméabilit¢ (barriere hématotesticulaire), qui est capable d’¢liminer de

nombreuses substances du compartiment apical (Figure 3) (Dym, 1970).



Chapitre I Rappels bibliographique

Lysosome II

Gouttelette Resion

lipidigue - ____E"j.:___
- ACrosomigque

d'une spermatide

- ’_ post leptoténe L
o G, AN - de - COMPARTIMENT
;_,I.'"'-‘ a'\,‘;q! Sertoli '2‘} . AD-LUMINAL

—— N —

. " CyteI
="{|Pré-leptoténeg
{

ok A
=

Cristaloide

Reticulum
granuleux

Jonctions
serrées

Membrane e
basale
Fibres
collagénes = | MEMBRANE
Myo PROPRE
fibroblaste

— Paroi d'un
p— pis
capillaire

Figure 3 : Structure de la cellule de Sertoli (Russell et Griswold, 1993)

1.2.2.3. Cellules germinales

Les spermatogonies du lapin, comme celles de tous les mammiféres, se divisent en
deux catégories principales : spermatogonies du type A qui en se proliférons donnent
naissance a des spermatogonies du type B. Chez ’homme, les spermatogonies de type A ont

¢été en outre subdivisées en « type clair » et « type foncé » (Fawcett et Burgos, 1956).

Les spermatogonies (spermatogonies du type B) recrutées effectuent une réplication de
I’ADN suivie de la premicre division de méiose qui les transforme en spermatocytes I
tétraploide. L’achévement de cette premiere division conduit a deux spermatocytes II
diploides (Kretser, 1969). Chacun subit alors la deuxi¢me division de méiose, sans synthese
d’ADN, ce qui conduit a la formation de deux spermatides haploides. La derniére phase est la
spermiogenese, qui transforme les spermatides en spermatozoides (Figure 4) (Clermont,

1972).
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Figure 4 : Différentes étapes de la spermatogenése (Sanger, 2012)

2. Fonctions et physiologie du testicule

La fonction de reproduction repose sur des interrelations coordonnées entre les
différentes composantes cellulaires, hormonales ou biochimiques du systéme reproducteur et

du systéme neuro-endocrinien.

Le testicule est le siége d’une part de la spermatogenése, production de gametes, et
d’autre part de la stéroidogenese, et la production de la testostérone. Les deux fonctions
testiculaires, endocrines et exocrines, sont sous le controle d’hormones et de molécules
synthétisées a différents niveaux : hypothalamique, hypophysaire et testiculaire (Themmen et
Huhtaniemi, 2000; Amory et Bremner, 2001; Huhtaniemi et Bartke, 2001; Plant et Marshall,
2001; Mc Lachlan et al., 2002; Huhtaniemi, 2003; Holdcraft et Braun, 2004; Walker et
Cheng, 2005).

En réponse a la sécrétion pulsatile de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) par

I’hypothalamus, I’antéhypophyse sécrete les gonadotropines : la FSH (Follicule Stimulating
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Hormone) et la LH (Luteinizing Hormone) qui agissent sur le testicule pour réguler ses

fonctions.
2.1. Stéroidogenése

Les cellules de Leydig sont le si¢ége de la biosynthése de la testostérone. Cette
biosynthése nécessite I’intervention d’un certain nombre d’enzymes agissant en cascade a
partir d’un précurseur commun a tous les stéroides, le cholestérol (Saez, 1994). Dans
I’organisme, il existe différentes sources de cholestérol. Celui-ci provient soit des
lipoprotéines circulantes HDL et LDL (High et Low Density Lipoprotein) (Morris et
Chaikoff, 1959; Benahmed et al., 1981), soit des esters de cholestérol, soit via une synthése

endogene a partir d’acétate (Hou et al., 1990).

Le transport du cholestérol du cytoplasme vers la membrane mitochondriale, est une
¢tape clef. Plusieurs protéines interviennent dans le transport du cholestérol. La plus

importante est la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) (Clark et al., 1994).
2.1.1. Role de la testostérone et de ses dérivés

La testostérone agit en se fixant aux récepteurs aux estrogénes (AR) a différents
niveaux des cellules de Sertoli ou elle est essentielle au déclanchement et 1’entretien de la
spermatogenese et aussi dans 1’inhibition de 1’apoptose des cellules germinales (Singh et al.,

1995).

Il a été¢ démontré que des taux relativement modérés de testostérone dans le testicule
sont suffisants pour maintenir une spermatogenese (Zhang etal., 2003). De plus, il a été
montré que leur récepteurs localisés sur les cellules de Sertoli, jouent un réle clé pour la
méiose des cellules germinale et sont indispensables a la stéroidogenése male (Chang ef al.,

2004; De Gendt et al.,2004).
2.1.2. Transport des estrogénes

Une fois synthétisées, les hormones stéroides sont transportées dans le sang jusqu’aux
différents organes cibles. La majorit¢ des hormones stéroides sont liées a des protéines
plasmiques telles que la Sex Hormone Binding Globuline (SHBG), 1’albumine et I’ABP
(protéine sécrétée par la cellule de Sertoli) (Joseph et al., 1987).
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2.1.3. Régulation de I’activité endocrine

La LH est I’hormone qui controle la fonction endocrine du testicule en agissant sur les
cellules de Leydig et stimule la production de la testostérone. Il existe une interaction tres
forte entre les tubes séminiféres et le compartiment interstitiel, au travers d’un dialogue entre

les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig (Figure 5) (Hayes et al. 2000).

Les macrophages jouent un role important dans la régulation de la fonction endocrine
des cellules de Leydig (Hales, 1996). Ces cellules sont capables d’inhiber la syntheése des
stéroides par le biais de cytokines (IL-1) et de TNF-alpha (Abney, 1999).

E ‘ Hypothalamus ‘
Complexe ' 1
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: Hvﬂoplwse Reétroaction
i anterieure negative
" —
|
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cellules de Sertoli testostérone
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Tubes séminiferes | Cellules de Leydig
b Cellules de Sertoli Cesuntecstinl)

Stimule

Spermatogenese

v Sa
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MMise en place et maintien
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secondaires

Figure S : Régulation de 1’action endocrine de la testostérone (Abney, 1999)
2.2. Spermatogenése

Lors de la phase proliférative de la spermatogenese, les cellules germinales souches ou

spermatogonies développent une forte activité mitotique pendant leur autorenouvellement.

L’Erm (Ets related molecule) est un facteur de transcription spécifiquement exprimé
dans les testicules par les cellules de Sertoli vers 3 a 4 semaines apres la naissance semble Etre
indispensable a 1’autorenouvellement des cellules germinales (Chen et al., 2005; Hess et al.,

2006).
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Le GDNF est sécrété par les cellules de Sertoli, il initie le développement des cellules
souches spermatogoniales, il joue un rdle important dans la régulation de 1’évolution des
spermatogonies vers la mitose ou la méiose (Meng et al., 2000 ) et induit leur prolifération

(Viglietto et al., 2000; Tadokoro et al.,2002).
2.3. Cellules de Sertoli

Tout au long de la spermatogenese, les cellules germinales sont dépendantes d’une
population de cellules somatiques : les cellules de Sertoli, qui en plus de ses fonctions de
maintien de I’architecture de 1’épithélium séminifére et de controle du bon déroulement de la
spermatogenese, elle assure de nombreuses autres fonctions tel la création de 1’environnement
optimal pour le développement des cellules germinales et 1’autorenouvellement des

germinales souches (niche) (Russell, 1993).
2.3.1. Régulation de la cellule de Sertoli

Le facteur PModS est sécrété par les cellules myoides péritubulaires. L’activité de ce
facteur a été montrée comme influencant les fonctions des cellules de Sertoli, une fois qu’elles

sont différenciées (Norton et al., 1992 et 1994).
2.3.2 Fonction de phagocytose

La cellule de Sertoli assure une triple fonction de phagocytose. Son rdle premier est
I’¢élimination des cellules germinales qui ont dégénéré au cours de la spermatogenese. Elle a
¢galement pour réle de phagocyter les corps résiduels, qui se détachent des spermatozoides
lors de la spermiation. Enfin, elle élimine les complexes de jonctions qui sont sans cesse

renouvelés (Russell et al., 1990).

Concernant son role premier (Nakanishi et Shiratsuchi, 2003), il a ét¢ montré que la
cellule de Sertoli phagocyte les cellules germinales apoptotiques qui expriment de maniere

spécifique le phosphatidylsérine phospholipide (PS).

Il a été montré que la transferrine dimérique est un modulateur de la phagocytose des
corps résiduels, les dimeres de transferrine inhibant in vitro I’ingestion des corps résiduels par

les cellules de Sertoli (Yefimova et al., 2008).

11
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2.4.3 Sécrétrice

L’activité sécrétoire de la cellule de Sertoli est essentielle au bon déroulement de la

spermatogenese (Russell et Griswold, 1993).

Le fluide testiculaire est tout d’abord nécessaire a la formation de la lumicre des tubes
séminiferes. Il permet également le transport des spermatozoides dans la lumiére du tube ainsi
que leur transport vers le refe festis, les canaux efférents et 1’épididyme. Il permet aussi le
transport de différentes molécules (nutriment, protéines ou facteurs de croissance) produites

par la cellule de Sertoli (Russell et al., 1989).

Le fluide sécrété par les cellules de Sertoli joue un réle important dans la distribution
des nutriments aux cellules germinales et dans le transport de facteurs régulateurs impliqués
dans la communication entre les deux parties du tube séminifére. La composition protéique du
fluide testiculaire ne différe pas de celle du plasma sanguin, de la lymphe et du liquide

interstitiel (Johnson et Everitt, 2002).
2.4.3.1 Sécrétion d’hormones et de facteurs de croissance

La cellule de Sertoli est la cellule pivot autour de laquelle s’organise toute ’activité
fonctionnelle du testicule et ce, dés la vie foetale. Pour cela, elle sécréte des hormones et

autres molécules. Ces molécules sont impliquées dans différentes fonctions.

Dés la vie feetale, la cellule de Sertoli est responsable de la production d’une hormone
primordiale pour le développement male : ’AMH (Anti-Miillerian Hormone ou MIS pour
Miillerian Inhibiting Substance). Cette hormone de 140 kDa est impliquée dans le

développement sexuel et dans la différenciation du testicule foetal (Donahoe et al., 1988).

La cellule de Sertoli sécréte également de nombreuses facteurs de croissance et
cytokines tels que le TGFa (Transforming Growth Factor o), le FGF (Fibroblast Growth
Factor), des IGFs (Insulin like Growth Factors), les interleukines I1-1a et 11-6, le GDNF (Glial
cell-Derived Neurotrophic Factor) et le SCF (Stem Cell Factor) (Viglietto et al., 2000;
Tadokoro et al.,2002).

12
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3. Sécrétion de protéines testiculaire
3.1. Protéines Sertolienne

La cellule de Sertoli sécrete également des protéines de transport. Ces protéines sont
responsables de 1’acheminement de nutriments, vitamines et hormones vers les cellules

germinales.

Parmi ces protéines de transport, la cellule de Sertoli sécréte des protéines liant les
métaux notamment la transferrine qui lie le fer (Skinner et al., 1980) et la ceruloplasmine qui
transporte le cuivre (Skinner et al., 1983), des protéines de transport des lipides comme la
clusterine (impliquée dans le transport des lipides notamment) et la saposine (protéine
activatrice des sphingolipides) (Kissinger et al., 1982), des protéines pour le transport des
hormones, tel que les protéines de liaison aux estrogenes, les (ABP) ou a 1’acide rétinoique et
des protéines de transport des vitamines (A et D principalement) (Sanborn et al., 1975 ;

Hagenas et al., 1975).
3.1.1. Transferrine

La transferrine est une glycoprotéine d’un poids moléculaire d’environ 79 kDa,
composée d’une seule chaine polypeptidique de 679 résidus d’acides aminés (Figure 6). Des
¢tudes cristallographiques de la protéine ont permis de visualiser deux domaines fonctionnels
homologues (Gorinski B, Horsburgh C, Lindsey PE, et al., 1979). Il existe environ 50 %
d’homologie entre les résidus d’acides amines qui composent ces deux domaines (Heaphy S,
Williams J. 1982). Chacun des domaines peut fixer un ion Fe3+ avec une tres forte affinité
(Aisen P. 1978). Outre le fer, la transferrine peut fixer d’autres métaux comme le Cu2+,

Mn2+, Zn2+, Al3+ avec une affinité plus faible.

M1 -3)

H C-CO-NH
Gle-NAc
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Nk . NH

] ]
sx{1-3) CO-CH, CO-CH,

Man Gle-NACc Glc-NACc
Gal H, C-C0-NH
Glc-NAc

Figure 6 : Structure biochimique de la transferrine (Raisonnier, 2003)
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Le foie est le principal site de syntheése de la transferrine. Dés sa synthése par les

hépatocytes, la transferrine est aussitot secrétée dans le sang (Morgan, 1969).

La synthése de transferrine est aussi détectée dans d’autres organes qui présentent des
barrieres hématiques, comme le systéme nerveux central, les cellules de la rétine (Bloch,
1987, Cassia, 1997, Yefimova, 2000), ainsi que dans la glande mammaire (Lee, 1987) et le
testicule (Huggenvik, 1987).

La transferrine secrétée par les cellules de Sertoli du testicule présente une
composition identique en acides aminés et le méme poids apparent que la transferrine sérique.

Cependant, elle a une composition en sucre quantitativement plus importante (Skinner, 1984).

La transferrine est détectée dés la vie feetale dans le testicule. En effet, I’analyse de
testicules foetaux de rats a montre la présence des ARNm de la transferrine des14,5 jours post-
coitum (Migrenne, 2003). Elle est considérée comme un marqueur de différenciation des
cellules de Sertoli, car son niveau d’expression augmente avec 1’age, parallelement a la

maturation des cellules de Sertoli (Anthony, 1991 ; Suire, 1997).

La transferrine produite par le testicule comme celle présente dans le sang est connue
comme une proémine transporteur de fer du fait de la présence de la barricre
hématotesticulaire. Le fer provenant de la circulation sanguine ne peut arriver directement aux
cellules germinales méiotiques ou post méiotiques. De ce fait, la cellule de Sertoli a mis en
place un systéme permettant de véhiculer le fer de la circulation sanguine vers les cellules

germinales situées au-dela de cette barriere hématotesticulaire selon le mécanisme suivant :

- La transferrine sérique chargée de deux atomes de fer se fixe sur son récepteur situe
du cote basal des cellules de Sertoli, le complexe est internalise par la membrane baso-latérale

puis ’améne jusqu’aux endosomes ;

- L’acidification a I'intérieur des endosomes (pH : 5,5),du fait de la présence de

pompes a protons, entraine unedissociation du fer du complexe transferrine-récepteur ;
- L’apotransferrine sérique, liée a son récepteur, est recycléevers la surface ;

- La transferrine sertolienne, liée au fer, se fixe sur son récepteur situe auniveau des

spermatocytes et des spermatides (Holmes, 1983 ; Sylvester, 1984) ;

14
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- Le fer estalors pris en charge par la ferritine se trouvant dans la plupartdes cellules

germinales, en particulier les spermatocytes pachyténes, ou incorpore dans des protéines

(Wauben-Penris, 1988 ; Petrie, 1992,).
3.1.2. Etrogen binding protein (ABP)

L’ABP (Etrogen Binding Protein) est une glycoprotéine de liaison des androgenes de
701 a 90 000 D composé de 2 sous unités qui €t€¢ mise en évidence dans le cytosol testiculaire
ou ¢pididymaire dans un certain nombre d’espeéces par électrophorése sur gel de
polyacrylamide (Hansson et al., 1974). Elle lie spécifiquement ces deux stéroides etrogénes,
principalement la Sa-dihydrotestostérone (Sa DHT) et en moindre quantité la testostérone,
mais trés peu ou pas du tout les autres stéroides, qu’ils soient d’origine gonadique ou
surrénalienne (Hansson et al., 1975 ; Jégou et al., 1978). C’est une protéine thermolabile,

sensible a la trypsine (Musto et al., 1978).

L’ ABP est une protéine d’origine testiculaire : on I’observe en effet dans le cytosol du
testicule (Hansson et al., 1973), elle est excrétée dans le fluide testiculaire (Jégou et al., 1978)
et passe dans I’épididyme (French et Ritzen, 1977). Plus précisément, I’ABP est produite par
les cellules de Sertoli (Hagenés et al., 1978 ; Steinberger et Steinberger, 1977 ; Rommerts et
al., 1977).

Sa concentration exprimée par sa capacit¢ a lier la 5o DHT a saturation diminue
progressivement de la téte a la queue de 1’épididyme chez le rat adulte (Hanson et al., 1974).
Ceci traduit une destruction de la capacité de liaison da la protéine dans 1’épididyme. Cette
observation est confirmée chez le lapin adulte par la comparaison des concentrations
(molaires) d’ABP dans le fluide testiculaire et celui de la queue épididymaire (danzo, cooper
et Orgebin-Crist, 1977).La présence d’ABP dans le plasma séminal de 1’¢jaculat a été
observée chez certaines espéces (taureau, bélier, bouc) alors qu’on ne peut pas la détecter

chez d’autres (homme, verrat, étalon) (Jegou et Le Gac-Jegou, 1978).

Dés les premiers travaux sur I’ABP, il est apparu que la protéine est sous le contrdle
endocrinien puisqu’elle disparait du testicule aprés hypophysectomie et qu’un traitement
combiné de FSH et LH via la testostérone en restore la production chez le rat. Cependant tous
les auteurs ne s’accordent pas sur la dépendance hormonale de I’ABP ; certains donnent un
role prioritaire a FSH alors que pour d’autre, la testostérone est essentiel (Hansson et al., 1973

et 1974).
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Selon des travaux réalisés sur des cellules de Sertoli de rat immature cultivées in vitro,
ces deux hormones, FSH et testostérone, augmentent la sécrétion de I’ABP. Elles agissent
indépendamment 'une de 1’autre avec, toutefois, une interaction significative lorsqu’elles

sont administrées simultanément (Louis et Fritz, 1979).

Par contre, le transport de I’ABP dans I’épididyme semble spécifiquement controlé par

la FSH (Weddington et al., 1975 ; Kotite, et al., 1978 ; Tindall et al., 1978).

L’ABP lie spécifiquement les androgenes, mais les stéroides liés se dissocient assez
rapidement de la protéine porteuse. Ceci suggere que cette protéine doit jouer un certain role
dans le stockage et le transport des androgenes vers les organes cibles de I’appareil génital

male (Kotite, et al., 1978 ).
3.1.3. Retinol binding protein (RBP)

La rétinol-binding protein (RBP), appelée aussi RBP4, est la protéine de transport du
rétinol du milieu extracellulaire. La RBP a une demi-vie courte de 12 heures et une masse
moléculaire de 21 kDa, elle est formée d’une seule chaine polypeptidique de 182 acides
aminés (Diconstanzo Dufetel, 1987 ; Aussel et Cynober, 1998 ; Graham et al., 2006 ; Guder
et Hofmann, 2008).

La cellule retinol-binding protein (CRBP) et la cellule retinoic acid-binding protein
(CRABP) sont deux protéines intracellulaires de transport des rétinoides et des acides gras. Le
métabolisme du rétinol dans le testicule débute par la captation du rétinol du complexe
rétinol-RBP par les cellules péritubulaires riche en CRBP qui vont fournir le rétinol a une
molécule nouvellement synthétisée de RBP libérée pour atteindre le tube séminifére (Davis et

Ong, 1995).

La cellule de Sertoli, elle aussi riche en CRBP, peut alors internaliser le rétinol du
complexe rétinol-RBP. Cette cellule synthétise a son tour de nouvelles molécules de RBP-
rétinol du coté apical pour fournir du rétinol aux cellules germinales du coté¢ luminal de la

barriére hématotesticulaire (Schmitt et Ong, 1993).

L’une des destinées du rétinol est d’étre internalis¢ dans les spermatides pour étre
converti en rétinyl ester et stocké. Ce stock de rétinoides pourrait avoir une fonction dans la
maturation ultérieure des spermatozoides. Par ailleurs, la CRABP est localisée dans les

spermatogonies et exclusivement localisée dans le cytoplasme, ce qui suggére un réle pour
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protéger certains stades de la spermatogénese de I’effet de I’acide rétinoique (Davis et Ong,

1992).
3.1.4. Clusterine ou glycoprotéine sulfatée-2 (SGP-2)

En 1983, la clusterine a été purifiée pour la premiere fois a partir du fluide testiculaire
de bélier (Blaschuk et Burdzy, 1983). Cette molécule représente la glycoprotéine majoritaire
du fluide testiculaire. Elle a été caractérisée alors comme un inducteur d’agrégation in vitro de
divers types cellulaires. SGP-2 ou sulfated glycoprotein-2 est la molécule équivalente de la
clusterine chez le rat. Elle est également le produit majoritaire de sécrétion des cellules de

Sertoli de rat en culture (Collard et Griswold, 1987).

Cette glycoprotéine hétérodimérique de 80 kDa et de trés large distribution chez les
animaux supérieurs, a été associée a des phénomenes physiologiques tels que les interactions

cellule-cellule, la sécrétion, la régulation du complément et le transport des lipides.

Sa propriété anti-lytique vis-a-vis du complément et sa capacité de se lier a des lipides

ou a des molécules hydrophobes lui conférent un réle de protection de la membrane cellulaire.

En outre, elle pourrait préserver la cellule de la suractivation du complément et
maintenir 1’intégrité de la membrane cellulaire ou des peptides biologiques dans les vésicules
de sécrétion dans des situations normales et pathologiques (Rabenetrasana et Ramsohoye,

1994).

Le geéne de la clusterine, d’une longueur de 20 kb, est présent en deux copie par

génome (Purello et al., 1991 ; Fink et al., 1993).

La forme précurseur de la clusterine est composée de 427 a 449 résidus d’acides
aminés. Son peptide signal comporte une vingtaine de résidus d’acides aminés. Les chaines o
et B non glycosylées ont une masse moléculaire moyenne de 50 kDa. La maturation de cette
protéine comporte un clivage protéolytique et des glycosylations (Collard et Griswold, 1987 ;

James et al., 1991).
3.1.5 Glycoprotéine sulfatée-1 (SGP-1)

Glycoprotéine-1 sulfatée (SGP-1) est un polypeptide de 70 KDa majeur sécrétée par

des cellules de Sertoli de rat. L’analyse séquentielle a révélé une similarité de séquence de
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70% avec la prosaposine humaine et une similarité de 80% avec la prosaposine de souris.ces
prosaposines qui sont des protéines de 65 a 70 kDa clivées dans les lysosomes en quatre

protéines de 10-15 kDa appelées saposines A, B, C et D.

.Les études morphologiques et immunocytochimiques ont indiqué que la prosaposine
et la saposine peuvent atteindre les phagosomes de cellules de Sertoli, par fusion lysosomale,
qui contiennent des corps résiduels cytoplasmiques détachés des spermatides durant la
spermiation. Ainsi, la prosaposine et leurs saposines dérivées doivent jouer un rdle dans

I’hydrolyse des glycolipides membranaires présent dans les corps résiduels phagocytés.

D’autre part, la fonction de la forme sécrétée du SGP-1 n’est pas toujours pas claire.
Cependant, Morales et al, 1995 ont vu que le SGP-1 interagissait avec la membrane

plasmatique des spermatides en développement.
3.1.6. Alpha 2-macroglobuline

L’alpha macroglobuline (A2M) est une glycoprotéine de masse moléculaire 725kDa et
de demi-vie de 5 jours, synthétiséepar le foie, les macrophages et aussi par les cellules de
Sertoli. Elle est constituée de glucides et de quatre sous-unités polypeptidique identiques

reliées par des ponts disulfures (Annie et al., 1994).
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Nous avons réalis¢ une ¢étude préliminaire qui vise a déterminer le profil
¢lectrophorétique des protéines testiculaires durant le développement postnatal chez deux

populations de lapins, la population blanche et la souche synthétique.

Notre travail s’articule autour de I’étude du développement gonadique et de la maturité
sexuelle des lapins de la population blanche et de la souche synthétique. Il s’inscrit dans le
cadre des travaux post-doctoraux du Dr Lakabi L. Il a été réalisé dans les laboratoires
communs de notre faculté principalement dans le laboratoire commun II et le laboratoire de

biochimie dirigé par le Professeur Houali K.
1. Matériel
1.1 Matériel biologique

L’¢étude a été réalisée sur les testicules de 27 lapins males « Oryctolagus cuniculus » a

différents ages et appartenant a deux populations de fonds génétiques différents : 12 lapins
agés de 4, 8, 12 et 16 semaines de la population blanche et 12 lapins agés de 4, 8, 12 et 16

semaines de la souche synthétique.

Les animaux de la population blanche sont issus de 'unit¢ d’¢levage de lapins de la
coopérative des petits ¢élevages « COOPAPIST » située a Djebla, dans la commune de
Ouaguenoune, wilaya de Tizi-Ouzou. Ceux de la souche synthétique proviennent d’un

¢levage privé a Tigzirt, wilaya de Tizi-Ouzou.

Les lapins de la population blanche ont été sacrifiés par saignement puis disséqués
(figure 07). Les testicules sont prélevés, dégraissés, pesés puis plongés dans de 1’azote liquide

et conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Tandis que ceux de la souche synthétique ont été sacrifiés et disséqué en 2016 pour une
étude histologique sous la direction du Dr HAMIDOUCHE, leurs testicules (utilisés dans
notre ¢tude) ont été prélevés, pesés, congelé dans de I’azote liquide puis conservés a -80°C au

niveau du laboratoire LABAB.
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Figure 07 : Appareil génitale male du lapin et mise en évidence des testicules et des
¢épididymes (Originale, 2017)
TD : Testicule Droit, EPD : Epididyme Droit, TG : Testicule Gauche, EPG : Epididyme
Gauche.

Selon Zerrouki (2006), la population locale de lapins présente une variabilité
phénotypique résultant des croisements multiples et volontaires (amélioration des caracteres
de production) avec des races étrangeres introduites en Algérie au cours des années 70 (Néo-
Z¢€landais, fauves de bourgogne, Géant des Flandres, californien).Ce processus s’est amplifi¢

entre 1985 et 1989 par I’introduction de reproducteurs de souche « Hyplus ».

Le type amélioré ou souche synthétique, a été initié a ’institut technique des élevage-
Baba-Ali, Alger (ITELV) a partir de 2003 en collaboration avec I’INRA de Toulouse (Gacem
et al, 2009). Cette souche est caractérisée par une prolificité importante (9 lapereaux née
vivant par mi-bas), un poids adulte sensiblement plus ¢élevé et une meilleure aptitude a la

croissance que la population locale algérienne (Figure 08) (Lebas et Zerrouki, 2010).
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Figure 08 : lapins male ; A : lapin de la souche local, B : lapin de la souche
synthétique (Originale, 2017).

1.3 Matériel de prélevement des organes

Etaient nécessaires a la réalisation des sacrifices des lapins et des prélévements des

organes, le matériel suivant :

Bistouri, pinces a dissection, azote liquide, eppendorfs et marqueur pour I’identification des

eppendorfs.
1.4 Matériel de laboratoire
1.4.1 Appareillage
Afin de réaliser notre étude nous avons utilisé les appareils suivants :

- Unités d’¢lectrophorese sur mini cuves verticales comprenant : un couleur de gel, une cuves
d’¢électrophorése, un générateur de courant (max 250V, 500mA), une plaques en verre et
I’autre en hydroxyde d’alumine (10 x 8 cm), des espaceurs de 0.75 a 1.15 mm d’épaisseur et

un peigne a 10 puis ;
- spectrophotomeétre UV-visible (SCHIMADZU) ;
- pH métre (HANNA) ;

- centrifugeuse réfrigérée, max 2000 x g (SIGMA) ;

21



Chapitre 1T Matériel et méthode

- agitateurs variés (de tube « VORTEX » a barreaux magnétiques chauffant et non

chauffant...) ;
- deux congélateurs I'un réglé a - 20°C et I’autre a - 80°C ;
- bain Marie ;
- balance de précision a 0.001lmg (KERN) ;
- balance analytique a affichage digital (0.1g).
1.4.2 Verreries
La verrerie utilisée au cours de notre étude est la suivante :

Béchers (50, 100, 250, 500 et 1000 ml), entonnoir, éprouvettes (50, 250 et 500 ml), pipette

(1ml et 5 ml), verre de montre, flacons sombres, Potter en verre.
1.4.3 Autres matériels
D’autre petits matériels ont été nécessaire tout le long de notre étude et on site :

Barrots magnétiques, gel anti fuite (gel d’agarose), étiquettes, papier filtres, portoirs,
micropipettes (10-100ul ; 100-1000ul), bavettes, gants, papier film, papier absorbant, papier

aluminium, pince, spatule, poire, pissettes et eppendorfs.
1.4.4 Produits chimiques et réactifs

- Solvants usuels tel que I’acide acétique glacial, le méthanol, 1’éthanol, le glycérol, le MgCl,

et le SDS.

- Colorants et réactifs spécifiques comme les bleu de bromophénol, bleu de coomassie R250,
bleu de coomassie G250, acrylamide, N,N-mthyléne-bis-acrylamide, persulfate d’ammonium,
glycine, Tris-hydroxy-méthyl-amino-méthane (TRIS), TEMED, Phénylmethyl Sulfonyl
Fluoride (PMSF) et le B-mercaptoéthanol.

2 Méthode

Notre expérimentation s’est déroulée dans différents laboratoire de [’université

Mouloud Mammeri de la wilaya de Tizi-Ouzou.
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2.1 Extraction des protéines a partir des testicules

Lors de cette expérience, nous avant réalisé 1’extraction des protéines a partir des

¢chantillons testiculaire en utilisant le tampon d’extraction (annexe 14).
Principe

Les testicules sont broyés a froid (avec un petit volume d’azote liquide), dans un
Potter de verre plongé dans de la glace avec un volume de 200ul du tampon d’extraction (de
lyse) pour empécher la protéolyse. Apreés broyage pendant quelques minutes, le broyat est
récupéré et centrifugés durant 10 a 15 min a une vitesse de 770 g (gravité) pour séparer les

protéines des autres débris cellulaires (figure 09).

Les surnageants contenant les protéines sont prélevés puis congelés a -20°C jusqu’a
leur utilisation, pendant que le culot est conserver a -80°C pour des études moléculaire

ultérieurs.

Figure 09 : Séparation des protéines des autre débris cellulaire (Originale, 2017).
A : Centrifugation, B : Mise en évidence du surnageant

2.2 Dosage des protéines

Le dosage des protéines testiculaires a été réalis¢ dans le laboratoire de recherche en

utilisant la méthode de Bradford qui est une méthode spectrophotométrique.
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2.2.1 Méthode Bradford (1976)
2.2.1.1 Principe

Le taux de protéine dans les échantillons est dosé par I’emploi de la méthode
colorimétrique de Bradford et al. (1976), en utilisant I’albumine sérique bovine (BSA) comme

protéine de référence.

Cette méthode est basée sur les propriétés d’adsorption de la molécule du bleu de
coomassie G250 (Figure 10). En milieu méthanolique acide, cette molécule s’adsorbe sur les
protéines en les complexant. Ceci provoque un transfert de son pic d’absorption qui passe du
rouge au bleu. Elle se fait principalement par des liens ioniques avec les trois acides aminés
basiques (Arginine, Histidine et Lysine) et des interactions hydrophobes (acides aminés

hydrophobes).

C’est une méthode tres sensible qui détecte jusqu’a 2-5 pg de protéines. Elle est tres
rapide, relativement fiable et peu couteuse. Elle est aussi assez résistante a la plupart des
interférents, seuls les détergents et autres surfactants, comme le Triton et le dodécylsulfate de

Na (SDS) et des bases fortes interférent fortement avec cette méthode.
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Figure 10 : Structure de bleu de coomassie (Jaspard et al., 2012)
2.2.1.2 Réalisation de la courbe étalon

La courbe étalon des protéines est établie a partir d’une solution mere d’une protéine
standard le sérum albumine bovine (BSA) a 1pug/ul (annexe 10) dans des tubes a hémolyse de

5 ml.

24



Chapitre I1 Matériel et méthode

Les points de la gamme a obtenir apres dilution (annexe 18) sont respectivement :
0.05, 0.125, 0.5, 0.75 et 0.8 pg/ul.

L’équation utilisée pour calculer les dilutions a effectuer dans 1’eau distillée et la

solution de Bradford pour un volume final de 2 ml est la suivante :

Volume BSA (a prendre) = [BSA] x volume final

Le contenue des tubes a hémolyse est mélanger a I’aide d’un vortex (Figure 11), puis

incuber a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant quelque minutes.

Figure 11 : Homogénéisation a 1’aide d’un vortex (Originale, 2017).

2.2.1.2.1 Fonctionnement du spectrophotométre

Avant le dosage, le spectrophotometre est étalonné par un échantillon Blanc a 595nm

pour le métre a zéro avant de lire I’ensemble des points de la gamme étalon (Figure 12).

Ainsi les densités optiques (DO) obtenues (annexe 19) permettent de tracer une courbe
d’étalonnage DO= f(C) (Figure 13).
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Figure 12 : Dosage spectrophotométrique de la gamme étalon (Originale, 2017).

A : Dépot de I’échantillon, B : Absorbance de I’échantillon
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Figure 13 : Courbe étalon de dosage des protéines par la méthode de Bradford et al., 1976.

L’analyse spectrophotométrique des ¢échantillons permet de déterminer la

concentration exacte des protéines contenues dans chaque eppendorfs contenant un extrait
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protéique (annexe 20). Cette dernicre est obtenue en déterminant graphiquement 1’équation de

la courbe standard qui est de : y=0.496x-0.021.
De ce fait le calcul des concentrations protéiques des échantillons est de :
Concentration protéine (x) = (absorbance (y) — 0.021) / 0.496
2.3 Analyse électrophorétique

L’¢tude électrophorétique a été mise en ceuvre dans le laboratoire commun de

Biochimie Analytique.
2.3.1 Définition et principe général

L’¢lectrophorese est une méthode d’analyse basée sur la migration différentielle de
particules chargées sous ’effet d’un champ électrique. Les protéines du fait de leur caractere
amphotére peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se déplacer de ce fait
soit vers I’anode, ou la cathode. Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, elles se
matérialiseront sur I’electrophorégramme par des bandes de migration plus ou moins

distinctes.
2.3.2 Electrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)
2.3.2.1 Conditions générales

La PAGE, est la technique la plus utilisée en raison des avantages qui sont offerts par
les propriétés du gel qui sont la transparence, la reproductibilité élevée et une meilleure

résolution liée a sa porosité.

La propriété de tamis des gels de polyacrylamide est liée a leur structure particuliere,
qui est celle d’un réseau tridimensionnel de fibres et de pores résultant du greffage d’unités de
N,N-mthyléne-bis-acrylamide bi fonctionnels sur des chaines de polyacrylamide adjacentes.
La polymérisation est catalysée par un générateur de radicaux libres composé de persulfate

d’ammonium (APS) et de N,N,N,N-tetraméthylénediamine (TEMED).
2.3.2.2 Préparation des gels

Le gel de séparation a 12.5% est préparé en mélangeant les composantes de base :

solution polyacrylamide avec une solution tampon et des agents initiateurs de la
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polymérisation (APS et TEMED) (annexe 16). Le mélange est immédiatement coulé, avant
qu’il n’ait le temps de gélifier, dans le moule formé par deux plaques (en verre et en alumine)
séparées par des espaceurs, puis un filament d’eau distillée est ajouté pour avoir une ligne

d’interface gel/air.

Juste apres, le gel de concentration a 5% est préparé (annexe 17) puis verser sur le
premier gel et enfin un peigne y est introduit, permettant la formation des puits dans le gel en

cours de polymérisation.
2.3.2.3 Préparation des échantillons

15 pg/ul d’échantillons sont déposé dans chaque puit aprés dénaturation dans un

volume défini au % du tampon dénaturant a raison d’un volume totale de 20 pl/puit.

Le calcul du volume de protéine a ajouté au tampon de dénaturation pour un volume et
une concentration finale de 20ul et 15ug/pul respectivement (annexe 21) est déterminé grace a

I’équation suivante :
Volume = (concentration protéine final — volume final) / concentration protéine initiale

La concentration finale et le volume de protéine a prendre permettront de déduire les
volumes du tampon de dénaturation, contenant un détergent anionique « SDS » (Figure 14) ,
un agent réducteur chargé de rompre les liaisons disulfures (2-f Mercaptoéthanol) et du bleu

de bromophénol a ajouter pour chaque échantillon chargé sur le gel (annexe 22) .

0

/0
/\/\/\/\/\/\0/\\8\/
0-Nat

Figure 14 : Structure du détergent anionique Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Les échantillons protéiques mélangés avec la solution de dénaturation sont ensuite
chauffés a 95°C pendant 5 min, ainsi la plupart des polypeptides sont dans ce cas dissociés, ce

qui permet la fixation du SDS sur les zones hydrophobes des chaines peptidiques, les

28



Chapitre 1T Matériel et méthode

polyacrylamides acquierent alors une forte charge négative et ne seront séparés que suivant

leur taille dans un gel de porosité appropriée.
2.3.2.4 Electrophorése

Les échantillons ainsi préparé sont déposés dans les puits identifiés du gel coulé.
L’unité est alors mise sous tension dans les conditions de voltage égale a 130 V et de courant
maximale (300 mA). La cuve est mise dans un récipient de glace pour éviter 1’échauffement
du systéme, ce qui diminue le voltage. L’¢lectrophorese est arrétée quant le front de migration

(le bleu de bromophénol) a atteint le bas du gel (Figure 15).
2.4. Révélation des bandes de migration électrophorétique

A la fin de la migration, le gel est démoulé pour subir les opérations successives

suivantes : fixation, coloration et décoloration.
2.4.1 Fixation

En effet, lorsqu’on enléve la tension électrique, les protéines vont se mettre a diffuser
dans le gel. Ceci va évidemment diminuer la résolution de la séparation, pour éviter cette
diffusion on précipite les protéines dans le gel, ou autrement dit on les fixe dans le gel grace a
I’acide acétique contenue dans la solution de fixation (annexe 15) (par immersion du gel dans
une solution d’acide trichloracétique (TCA), 12% pendant 30 minutes). Ces agrégats de

protéines entremélées intimement dans les mailles du gel ne peuvent plus diffuser.
2.4.2 Coloration

La fagon la plus simple de visualiser les bandes de migration des protéines est de les
colorer. Le gel est immergé 15 minutes dans la solution de coloration (annexe 08), contenant
du bleu brillant de coomassie dissous dans une solution constituée du méthanol, eau distillée
et TCA 2% qui permet la pénétration rapide du colorant dans le gel pour atteindre les

protéines et de combiner la coloration des protéines et leur fixation.
2.4.3 Décoloration

Aprés un certain temps, le gel est transféré dans une solution acétique (annexe 09)

contenant du méthanol, de I’acide acétique et de 1’eau distillée pour enlever I’exceés de
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colorant qui a diffusé dans le gel et empéche de voir les bandes de protéines. A la fin de cette

décoloration, on obtient un gel transparent avec les bandes de protéines colorées en bleu.

Figure 15 : Préparation de la cuve a électrophorése (Originale, 2017).
A-B : Coulage du gel et sa mise dans la cuve, C : Dép6t des échantillons, D : Mise en marche du

générateur, E : Migration, F : Récupération du gel et son transfert dans le bac de fixation
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3. Analyse densitométrique qualitative des protéines sur gel

La densitométrie été faite par standardisation de la pixellisation de chaque bande
mesurée. Les résultats sont obtenus par pourcentage d’absorption. Les résultats obtenus

permettent de quantifier relativement les échantillons.
4. Programmation informatique

Le logiciel Photo Pos Pro est utilisé pour le traitement des photos du gel afin d’adopté

le programme Quantity One nécessaire dans 1’étude densitométrique des protéines du gel.
5. Analyse statistique

Les données obtenues ont été traitées a 1’aide du logiciel Excel 2007 pour les
différents calculs (concentration des protéines et leurs poids moléculaire) et les
représentations graphiques (courbe étalonnage). Apres 1’analyse des résultats, ceux-ci ont été

présentés sous forme de tableaux et graphiques.

Le logiciel Origine Lab a été utilisé pour 1’analyse statistique des résultats. Les tests de

significativité de variation ont été effectués par I’analyse de variance (ANOVA) (p<0.05).

31



Chapitre 111 Résultats et discussion

Nos résultats concernent le dosage des protéines testiculaire ainsi que leurs évolutions
sur le profil électrophorétique et densitométrique chez deux populations de lapins : population

blanche et souche synthétique durant leur développement postnatale.
1. Résultats
1.1. Poids des lapins

L’évolution du poids vif des lapins de la population blanche et de la souche

synthétique agés de 4, 8, 12 et 16 semaines sont représentées dans la figure 16.

y =502,8x +491,6
3000 - R*=0,944 {
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Figure 16 : Evolution du poids vif des lapins de la PB et la SS

en fonction de I’age.

PB : Population blanche ; SS : Souche synthétique
(*) :p< 0,055 (**) : p< 0,01

Le poids vif moyen des lapins de la population blanche augment progressivement en
fonction de I’age passant de 865+203,13 g a 4 semaines a 2361.66 +£173,82 g a 16 semaines
d’age.

Toutefois cette augmentation atteint un pourcentage maximal de 46,43 % entre 1’age

de 4 a 8 semaines, puis elle ralentit progressivement dés 1’age de 12 semaines.

Néanmoins chez les lapins de la souche synthétique le poids vif moyen augmente

progressivement de 1401.67 £40,97 g a 4 semaines jusqu'a 2906.67 £205,10 g a 16 semaines.
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Cette augmentation du poids vif chez la souche synthétique est significative de 4 a 8

semaines (p=0,02) et de 12 al16 semaines (p=0,04).

Les poids vif des lapins de la souche synthétique sont supérieur a ceux des lapins de la
population blanche a 4, 8 et 16 semaines d’age avec un écart supérieur a 447,50 g, par contre

a 12 semaines le poids vif moyen des deux souche est approximativement le méme.

La différence entre les poids vifs des lapins des deux populations et hautement
significative (p< 0,01), et significative (p< 0,05) a 4 semaines et 8 semaines d’age

respectivement.
1.2. Poids des testicules

L’évolution des poids moyens des testicules des lapins des deux
populations (population blanche et souche synthétique) en fonction de I’age est présentée dans

la figure 17.

y=0,432x-0,443
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Figure 17 : Evolution du poids des testicules des lapins de la PB et de

la SS en fonction de ’age.
(*) 1 p< 0,055 (**) : p< 0,01

Le poids moyen des testicules des lapins de la population blanche augmente
progressivement avec 1’age il passe d’un poids de 0.056 +0,028 g 4 4 semaines a 1.3 £0,36 g a

16 semaines, cette augmentation est supérieure a 31,02 %.
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L’évolution du poids testiculaire des lapins de la population blanche est hautement

significative (p=0,01) entre 4 et 8 semaines.

Néanmoins chez la souche synthétique le poids testiculaire moyen augmente de 4
semaines a 8 semaines d’age avec un pourcentage d’augmentation de 44,68 % puis diminue a

12 semaines et atteint le maximum a 16 semaines.

L’augmentation du poids testiculaire chez la souche synthétique est hautement

significative entre 4 et 8 semaines (p=0,002) et entre 12 et 16 semaines (p=0,004).

La comparaison des poids testiculaire entre les animaux de la population blanche et de
la souche synthétique montre qu’ils sont plus élevés chez la souche synthétique a 1’age de 4, 8
et 16 semaines avec un écart supérieure a 0,16 g, ces variations du poids testiculaire entre les
deux population sont hautement significative et significative respectivement a 8 semaines

(p=0,015) et a 16 semaines (p=0,02).
1.3. Dosage des protéines testiculaire

Les concentrations protéiques moyennes obtenues a partir des homogénats des
fragments testiculaires approximativement égales des lapins de la population blanche et de la

souche synthétique durant leur développement postnatale sont présentées dans la figure 18.
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Figure 18 : Evolution de la concentration protéique de I’homogénat
testiculaire durant le développement postnatal des lapins de PB et de la
SS.

(*%) : p< 0,001 ; (***%) : p< 0,0001
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Chez la population blanche les concentrations des protéines de 1’homogénat
testiculaire augmentent de 4 a 16 semaines d’age dont les valeurs respectives sont de
0,760+0,126 pg/ml et de 1,017+£0,024 pg/ml, et un écart supérieur a 10 % a 8 et 12 semaines,

ou la différence est hautement significative (p=0,01).

Tandis que chez les lapins de souche synthétique les concentrations protéiques de
I’homogénat testiculaire augmentent de 4 a 8 semaines passant respectivement de
2,90+0,115png/ml a 3,13+0,218 pg/ml et avec un pourcentage d’augmentation de 6.68 %, puis
diminue légerement a 12 semaines afin d’augmenter de nouveau a 16 semaines, a la valeur de

3,4240,315 pg/ml et a un pourcentage supérieur de 9.29 %.

Les concentrations protéiques des homogénats testiculaires sont plus élevées chez la
souche synthétique par rapport a la population blanche avec un écart supérieure de 1,49ug/ml,

ces différences sont trés hautement significatives pour tout les ages (p< 0,0001).
1.4. Electrophorése et densitométrie des protéines testiculaire
1.4.1. Electrophorése des protéines testiculaire

L’¢lectrophorése des protéines testiculaires des lapins de la population blanche et de la
souche synthétique révele 1’apparition de plusieurs bandes de migration qui correspondent a

des protéines de différents poids moléculaire.
1.4.1.1. Marqueur de poids moléculaire

Le profil électrophorétique obtenu pour la BSA montre I’apparition de 4 bandes de
migration de protéines de poids moléculaire connus, la protéine de 67 KDa correspond a la
protéine BSA, celle de 45 KDa a la protéine ovalbumine, celle de 23 KDa a la
chymotripcinogene, et celle de 18 KDa a la protéine f-immunoglobuline. Ce qui nous permet
d’identifié¢ et de déterminer le poids moléculaire des protéines constituant I’homogénat du

testicule des deux populations.
1.4.1.2. Protéines de la population blanche

Chez les animaux de 4 semaines nous avons remarqué la présence de 8 bandes

protéiques dont trois sont visibles a I’ceil nu les autres sont moins apparente, a 1’age de 8, 12
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et 16 semaines on peu distingué cinq bandes fortement visible et différentes les unes des

autres et qui s’épaississent avec 1’age (figure 19).

Parmi ces bandes protéiques certaines disparaissent avec 1’age d’autre réapparaissent a

d’autre ages.
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Figure 19 : Analyse ¢électrophorétique
monodimensionnel des protéines testiculaire des
lapins de la population blanche.

1.4.1.3. Protéines de la souche synthétique

Chez les lapins de la souche synthétique de 4 semaines d’age 7 bandes protéiques
apparaissent sur le gel, et a partir de I’age de 8 semaines jusqu’a 16 semaines certaines bandes

disparaisses, tandis que d’autre s’épaississent et deviennent plus volumineuses.
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Figure 20 : Analyse ¢électrophorétique
monodimensionnelle des protéines testiculaire des
lapins de la SS

1.4.14. Identification des poids moléculaires des protéines aprés séparation

électrophorétique sur gel

Le poids moléculaire et le nombre des bandes protéique qui apparaissent sur le profil
¢lectrophorétique change selon I’age et le pool génétique (population blanche et souche
synthétique), 1’¢lectrophoreése de la BSA, dont les poids moléculaire de ses 4 bandes de
migration sont connus, nous a permis de tracer une courbe (figure 21) et d’utiliser son

équation afin de déterminer le poids moléculaire des bandes de migration de nos échantillons.
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Figure 21 : Courbe de détermination de la masse moléculaire des
protéines testiculaire.

1.4.1.4.1. Chez la population blanche

La comparaison des résultats électrophorétiques monodimensionnelle des protéines de
la BSA et de ’homogénat du testicule des lapins de la population blanche est représentée dans
la figure 22 qui montre une vingtaine de protéines, dont seulement 8 protéines sont plus ou

moins visibles.

Chez ces animaux le poids moléculaire des bandes protéique varie selon I’age de 6 a
74 KDa. Les bandes protéiques de poids moléculaire supérieure a 67 KDa sont spécifiques
aux ¢échantillons des lapins de 4 semaines de cette population, tandis que les bandes de
migration de poids moléculaire supérieure ou égale 45 KDa et inférieure 18 KDa sont absent a
8 semaines, toutefois les autres bandes de migration qui sont supérieure ou égale 23 KDa et

supérieure ou égale 18 KDa sont présentes durant tout le développement post natal.
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Figure 22 : Profil électrophorétique monodimensionnel des protéines

testiculaire des lapins de la PB.
M : Mois ; SB : Souche Locale

1.4.1.4.2. Chez la souche synthétique

La figure 23 illustre un profil électrophorétique monodimensionnel des échantillons
testiculaire des lapins de la souche synthétique, ce profil montre une quinzaine de bandes

protéiques, parmi lesquelles certaines sont plus visibles que d’autres.

Le poids moléculaire des bandes protéiques appartiens a un intervalle qui varie entre 6
et 43 KDa, les bandes de migration ayant un poids moléculaire supérieure ou égale 28 KDa et
inferieure a 18 KDa sont spécifiques aux échantillons des lapins de 4 semaines de cette
souche, par contre les autres bandes de migration sont présentes durant tout le développement

postnatale.
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Figure 23 : Profil électrophorétique monodimensionnel des protéines

testiculaire des lapins de la SS.
M : Mois ; SS : Souche Synthétique

1.4.1.4.3. Comparaison

La comparaison des profils électrophorétiques de I’homogénat des testicules des lapins
de la population blanche et de la souche synthétique révele que la bande de migration de
74KDa est spécifique aux lapins de la population blanche, tandis que les bandes de migrations
supérieures ou égale 28 KDa et inferieures a 18 KDa sont spécifique aux lapins de 4 semaines

d’age de la souche synthétique.
1.4.2. Analyse semi-qualitative des protéines testiculaire

L’analyse densitométrique et volumique du profil électrophorétique confirment la
présence et I’évolution des bandes de migration (soit une évolution négative ou bien positive)

chez les lapins des deux populations durant leurs vie postnatale (figures 24).
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Toutes les bandes de migration des testicules des lapins de la population blanche et de
la souche synthétique sont semblables, sauf pour la bande de migration 1 qui est spécifique a

la population blanche.

BSA Blanc Mi1SL M2SL M3 SL M4 SL M1 8S M28S M3 SS M4 88

% Bande 1

ui]

® Bande 2

g Bande 3
Bande 4

2 Bande 5

£

'Lg Bande &

2 Bande 7
Bande 8

Figure 24 : Localisation des bandes de migrations des protéines testiculaire des lapins de

la PB et de la SS (Original, 2017).
SL : Souche Locale ; SS : Souche Synthétique.

1.4.2.1. Chez la population blanche

L’analyse densitométrique semi-quantitative du profil ¢électrophorétique des
échantillons testiculaire des lapins de la population blanche montre 1’évolution de la densité

des bandes de migration tout le long de notre expérimentation (figures 25 et 26).

La densit¢ des bandes de migration des échantillons testiculaire des lapins de la

population blanche varient d’une bande a une autre en fonction de 1’age.
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Figure 25 : Evolution de la densité des bandes de migration des
¢chantillons de la PB en fonction de I’age.
BM : Bande de Migration ; S : semaines
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Figure 26 : Analyse densitométrique des profils électrophorétiques des protéines testiculaire
des lapins de la PB (Originale, 2017).
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La densité des bandes 1, 3, 5, 6, 7 et 8 augmente progressivement avec 1’age, tandis

que la densité des bandes 2 et 4 diminue de 4 a 8 semaines d’age.
1.4.2.2. Chez la souche synthétique

L’analyse densitométrique semi-quantitative du profil électrophorétique des
¢chantillons testiculaire des lapins de la souche synthétique montre 1’évolution de la densité

des bandes de migration, tout le long de notre expérimentation (figures 27 et 28).

18000 +
16000 -
14000 -
12000 -
10000 - m4S
8000 - m3s
6000 - 125
4000 - m16S
2000 -

Densité (INT/mm2)

0 .
BM2 BM3 BM4 BM5 BM6 BM7 BMS
Bande de migration

Figure 27 : Evolution de la densité des bandes de migration des

¢chantillons de la SS en fonction de 1’age.
BM : Bande de Migration ; S : semaines

Figure 28 : Analyse densitométrique des profils ¢électrophorétiques des protéines

testiculaire des lapins de la souche synthétique (Originale, 2017).
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La densité des 7 bandes de migrations des échantillons des testicules des lapins de la
souche synthétique diminue de 4 a 8 semaines d’age, puis elles augmentent progressivement

de 8 a 16 semaines d’age.
1.5. Analyse comparative des résultats électrophorétique et densitométrique

Les courbes de densitométrie permettent de donner un apercu sur le nombre de
protéines pour chaque profil élecrophorétique donc chaque échantillon, et de préciser 1’état

quantitatif des protéines par pic ou par domaine.

Dans notre cas, la comparaison des différentes courbes densitométriques perme de
déceler 1’évolution de ces domaines, ou de pic isolé en fonction de 1’age et de comparer entre

les deux populations d’animaux de 4 semaines a 16 semaines d’age.

Cette comparaison entre les deux populations d’animaux montre une différence

quantitative entre la majorité des bandes de migration.

A T’age de 4 semaines toutes les bandes de migration sont présentes chez les deux
populations, sauf la bande de migration numéro 1qui est spécifique a la population blanche et
la bande de migration numéro 3, qui n’apparait qu’a partir de 8 semaines chez les lapins de la

population blanche.
2. Discussion

Dans la présente étude, nous montrons 1’évolution des profils électrophorétiques des
protéines testiculaire parallélement au poids corporels, au poids gonadiques ainsi qu’a
I’évolution de la structure histologiques des testicules chez les deux populations : locale et

synthétique.
2.1. Poids vif et poids testiculaire

Dans nos résultats les moyennes des poids corporels et testiculaire des lapins de la
population blanche et de la souche synthétique évoluent respectivement durant tout le
développement post natal, cette croissance suit une courbe sigmoidale, nos résultats corrobore
avec ceux obtenus chez la méme espéce par plusieurs auteurs (Garcia-Tomas et al., 2007 ;

Garcia-Tomas et al., 2009; Vigueras-Villasenor et al., 2013).
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La croissance pondérale d’un animal résulte d’un développement en poids de chacun
des ¢éléments constitutifs de son corps (Micol et al., 1993). Selon Piles et al. (2003), cette
croissance est un caractére extrémement variable en fonction des facteurs génétiques,

alimentaire et/ou environnementaux.

Apres la naissance la régulation de la croissance pondérale chez le lapin n’atteint la

pleine efficacité qu’au bout de 100 jours (Vézinhet, 1968).

Ouhayoun (1976) et Blasco ( 1993), soulignent que la vitesse de croissance passe par
un maximum a 1’age de 5-7 ou 8 semaines, puis elle ralentit progressivement, notamment

apres 11 semaines d’age.

Garcia-Tomas et al. (2007) ont observé un taux de croissance maximal du testicule des
lapins Caldes et Prat a I’age de 14 semaines, avec un poids de 1,64g, ce qui indiquerait que
I’activité spermatogénétique pourrait étre enclenchée. Cependant, Garcia-Tomas et al. (2009
a,b) considerent que chez les lapins, les poids testiculaires sont de mauvais indicateurs de la
maturité testiculaire, parce qu'un poids plus élevé de testicule a un age spécifique ne signifie

pas forcément un testicule plus développé.
2.2. Dosage et électrophorése des protéines testiculaire

Les profils ¢lectrophorétiques et densitométriques des échantillons testiculaires
révelent des variations quantitatives et qualitatives des protéines chez les lapins des deux

populations durant tout le développement post natal.

Peu d’études ont ¢été réalisées sur des profils électrophorétique, sur gel de

polyacrylamide, des protéines testiculaires durant le développement postnatal chez les lapins.

Les variables microscopiques comme [’apparition de spermatides allongés et de
spermatozoides dans les tubes séminiferes, le diamétre, le nombre et la taille des cellules
interstitielles et germinales ont été utilisées comme indicateurs de maturité. Ces parametres
concordent modérément avec les variables macroscopiques (Schinckel et al., 1983; Chemes,
2001) en donnant une information supplémentaire quant a la maturité fonctionnelle des
testicules. Ce qui peut expliquer la variabilité des profils électrophorétiques des protéines

testiculaire en fonction de 1’age et du fond génétique obtenus dans notre présente étude.

Selon Gondos et al. (1973), Iczkowski et al. (1991) et Ricken et Viebahn (2002), la

différentiation en spermatogonie se fait entre le 49 et 56 jour post partum (jpp), les premiers
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spermatocytes apparaissent a 8 semaines (56 jpp) et les premiers spermatides sont observés a
12 semaines (84 jpp), coincidant avec 1’apparition et au début de I’épaississement des bandes

protéiques a faible poids moléculaire.

Iczkowski et al. (1991) ont montré une augmentation remarquable du pourcentage de
cellules germinales en mitose a 7 semaines et une forte activit¢é méiotique a partir de 9

semaines.

La production de spermatozoides via la spermatogenése reste le domaine le plus étudié
dans le domaine de la reproduction male, principalement par le biais d’expériences a grande
échelle. Au cours des dix dernicres années, la génomique et la postgénomique ont été utilisées
avec succes pour l’identification de nombreux genes et protéines essentiels pour le
développement de gamétes male fonctionnels. L’utilisaton de la protéomique pour 1’étude de
la spermatogeneése est parfaitement justifiée, car la production de spermatozoides est assurée
par une succession d’événements complexes et étroitement régulés (Rolland, Jégou, Pineau.,

2008).

Les stratégies adoptées étaient basées sur la caractérisation systématique des
protéines présentes soit dans les cellules germinales isolées a un instant donné du
développement, soit dans le testicule entier. Un ensemble de 132 protéines spermatogéniques
abondantes a débouché de [I’identification systématique des protéines associées a la
chromatine dans les cellules germinale chez le nématode Caenorhabditisel egans (Chu, Liu,

Nix, et al., 2006).

Une approche gel 2D/MS a ét¢é utilisée afin d’établir plusieurs cartes de référence du
protéome du testicule chez la drosophile (Takemori et Yamamoto, 2009), le porc (Huang, Lin,
Chen, et al., 2005) , la souris (Zhu, Cui, Guo, et al.,2006), et ’humain (Guo, Zhao, Wang, et
al., 2010). Trente-neuf protéines spécifiques du testicule et potentiellement importantes pour
la fonction testiculaire ont été identifiées par fractionnement SDS-PAGE (Guo, Zhang, Huo,
Zhou, Sha, 2008), tandis que dans notre étude préliminaire seule 20 bandes protéiques ont été

observées.

Des ¢études comparatves des profils d’expression protéique dans les testicules de souris
a des moments spécifiques de la premiére vague de la spermatogenese ont été mises en place
par plusieurs groupes (Huang, Guo, Shen, et al., 2008 ; Paz, Morin, Del Mazo, 2006). Paz et

al. Ont comparé¢ les profils d’expression des protéines solubles présentes dans les testicules de
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souris a 8, 18, et 45 jours postpartum (jpp). IIs ont identifi¢ 44 protéines ou formes variantes
présentant une expression différentielle au cours du développement (Paz, Morin, Del Mazo,

20006).

De la méme fagon, Huang et al. Ont comparé les protéomes des testicules de souris a
0, 7, 14, 21, 28 et 60 jpp. Ils ont identifié 257 protéines présentant une expression
différentielle, et potentiellement impliquées dans I’initiation de la spermatogencse. Ces
protéines incluent quelques unes, qui semblent étre sous-exprimées, ainsi que d’autres, qui
semblent étre sur-exprimées au cours du développement testiculaire (Huang, Guo, Shen, et

al., 2008).
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Conclusion et perspectives

Au terme de notre étude sur le profil électrophorétique des protéines testiculaires
durant le développement postnatal chez deux populations de lapins, la population blanche et
la souche synthétique nous pouvons conclure que le poids vifs de ces animaux augmente
progressivement avec 1’age suivant une courbe sigmoidale, allant de la valeur de 865+203,13¢g
a 4 semaines a la valeur de 2361.66 173,82 g a 16 semaines pour la population blanche et de
1401,67+40,97 g a 4 semaines jusqu’a 2906,67+205,10g a 16 semaines d’age pour la souche
synthétique.

La courbe d’évolution des poids testiculaire des lapins est sigmoidale progressive
passant de la valeur de 0.056 +0,028 g a 4 semaines a la valeur de 1.3 £0,36 g a 16 semaines
chez la population blanche et de la valeur 0,22+0,12g a 4 semaines a 2,044+0,20g a 16

semaines chez la souche synthétique.

L’analyse ¢lectrophorétique et densitométrique semi-qualitative des protéines
testiculaire montre qu’il ya une évolution dans le nombre, la densité et I’épaisseur des bandes
de migration en fonction de I’age et du pool génétique. Toutefois, ces parametres restent
nettement supérieure chez la souche synthétique par rapport a la population blanche,

probablement due au fait que cette souche est génétiquement améliorée.

Ce travail évoqué dans ce document a permis d’accroitre nos connaissances sur la
spermatogeneése du point de vue moléculaire (macromolécules). Néanmoins, des efforts
importants sont encore nécessaires pour améliorer notre compréhension des réseaux de

communication trés évolués reliant les activités cellulaires au cours de ce processus.

Il devrait maintenant étre possible d’avoir une vision des mécanismes moléculaires
intervenant dans quelques étapes de la spermatogenése, grace a I’utilisation pertinente de

techniques éprouvées en protéomique.

Par ailleurs, ce travail peut étre améliorée en utilisant, un effectif d’animaux plus
¢levée pour avoir des résultats plus significatifs, et d’autre techniques telles le Western blot, la
protéomique top-down et la peptidomique, qui sont encore des approches émergentes
constituent de précieux outils qui permettront de répondre a des questions précises relatives a

la spermatogenese normale et pathologique.
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Annexe

I - Préparation des solutions

Annexe 01 : solution Brooks

Homogénéisé a 1I’aide d’un agitateur puis réajuster le pH a 7.5 par le NAOH (IN).

Annexe 02 : tampon tris-HCL pH=8.8

Dissoudre le tris dans de 1’eau puis ajuster le pH a 8.8 en ajoutant le HCL (1N).

Annexe 03 : tampon tris-HCL pH=6.8

Dissoudre le tris dans 1’eau puis ajuster le pH a 6.8 en ajoutant quelque gouttes d’HCL (1N).

Annexe 04 : tampon de dénaturation

- 10geei sucrose

- 10ml.................. glycérol

Homogénéisé le tout et conservé dans un flacon sombre a 4°C.
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Annexe

Annexe 05 : tampon de migration ou de charge

- 3, tris
- Il H,O distillé
- ld44dgiiil. glycine

Agiter et conserver dans un flacon sombre.

Annexe 06 : solution Acrylamide-bisacrylamide ou polyacrylamide

- 600g.. i Acrylamide
- 16g bisacrylamide
- 200ml.......ooeeaen. H,O distillé

Homogénéisé et conserver dans un flacon sombre a 4°C.

Annexe 07 : solution Bradford

- 00l g, bleu de coomassie Gysg
- o 47mlo éthanol
- 100ml..ooo, H,O distillé

Homogénéisé et conservé a 4°C dans un flacon sombre.

Annexe 08 : solution de coloration

- 058 bleu brillons de coomassie R250
- 100ml.................. méthanol

- A TCA

- 100ml.........ooooeen. H,O0 distillé

Homogénéisé et conservé a 1’abrie de la lumicre.
Annexe 09 : solution de décoloration

- 37S5ml.. Acide acétique glaciale
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Annexe

- 3125 mle e H,O0 distillé
- 150mle.e e, méthanol

Conserver dans un flacon sombre.

Annexe 10 : solution BSA « Bovin Sérum Albumine »

- 20mle H,O distillé
Agiter et conserver a -20°C dans des tubes a hémolyse.

Annexe 11 : solution APS 10% « Persulfate d’Ammonium »

- 100ml................. H,O distillé
Agiter et conserver dans des tubes éppondorfe & -20°C.

Annexe 12 : solution SDS 10%

- 100ml.............. H,O distillé
Conserver a ’abrie de la lumiére.

Annexe 13 : PMsF

Faire dissoudre le comprimé se PMsF dans 1’éthanol en évitant tout contacte qui risque de

mimer ’effet de la PMsF, puis conserver dans des eppendorfs (83 ul) a -20°C.

Annexe 14 : tampon d’extraction ou de lyse

Homogénéisé et conserver dans des tubes eppendorf a -20°C.
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Annexe

Annexe 15 : solution de fixation

- 100ml.................. H,O0 distillé
II - Préparation des gels

Annexe 16 : gel de séparation

- 1.875ml......oall. H,O0 distillé

- 1.875ml.................. polyacrylamide

- 225mlo tris-HCL pH=8.8
- 60l SDS 10%

- 35pulee APS 10%

e X U D temed

- 1875ml. H,O distillé

- 375l polyacrylamide
- 750l tris-HCL pH=6.8
- 30l SDS 10%

- 30l APS 10%

- 6.75ul temed

III — Gamme étalon

Annexe 18 : tableau qui résume les dilutions de la solution mére BSA

N° Tube BSA (ul) Bradford (ul) H,O distillé (u)

Zero / 400 1600
1 100 400 1500
2 250 400 1350
3 1000 400 600
4 1500 400 100
5 1600 400 /
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Annexe

IV — Dosage spectrophotométrique

Annexe 19 : tableau qui résume les dosages de la gamme étalon

N°Tube BSA (u) DO

Zéro / 0
1 100 -0.007
2 250 0.019
3 1000 0.253
4 1500 0.318
5 1600 0.395

Annexe 20 : tableau des dosages des échantillons

Echantillon Age Concentration protéine Absorbance

Brooks+Bradford 0 0 0
TZD1 Ml 0,55439516 0,206
TZD2 Ml 0,85282258 0,257
TZD5 Ml 0,87399194 0,2675
TZD11 M2 0,88608871 0,2735
TZD14 M2 0,91834677 0,2895
TZDI15 M2 0,88508065 0,273
TZD21 M3 0,96572581 0,313
TZD22 M3 1,04637097 0,54

> TZD24 M3 0,9858871 0,323
TZD34 M4 1,02822581 0,344
TZD32 M4 0,97883065 0,3195
TZD31 M4 1,04435484 0,352
TG1 6M 2,88709677 0,8185
TG2 6M 2,89314516 1,266
TDI1 8M 2,88508065 1,4385
TD2 8M 2,84173387 1,456
TD3 8M 2,85282258 1,4505
TGZ1 M 2,79032258 1,405
TGZ3 M 2,82358871 1,4215
TGZ4 M 3,08770161 1,5525
TGZ7 2M 2,97479839 1,4965
TGZ8 2M 3,28326613 1,6495
2 TGZ12 3M 3,27822581 1,647
TGZ13 3M 2,88205645 1,4505
TGZ14 3M 3,15120968 1,584
TGZ18 4M 3,93447581 1,9725
TGZ19 4M 3,12298387 1,57
TGZ20 4M 3,20766129 1,612
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Annexe

V — Electrophorese

Annexe 21 : tableau des volumes des protéines a prendre

S.L

S.S

Echantillon

Brooks+Bradford

TZD1
TZD2
TZDS5
TZD11
TZD14
TZD15
TZD21
TZD22
TZD24
TZD34
TZD32
TZD31
TGl
TG2
TD1
TD2
TD3
TGZ1
TGZ3
TGZ4
TGZ7
TGZ8
TGZ12
TGZ13
TGZ14
TGZ18
TGZ19
TGZ20

Age Le volume de protéine (15ug/pl)

0
MI
Ml
MI
M2
M2
M2
M3
M3
M3
M4
M4
M4
6M
6M
&M
&M
&M
IM
IM
IM
M
2M
3M
3M
3M
4M
4M
4M

0
27,0565132
17,5886525
17,1626298
16,9283276
16,3336992
16,9476082
15,5323591
14,3352601
15,2147239
14,5882353
15,3244078
14,3629344
5,19553073
5,18466899
5,19916143
5,27846754
5,25795053
5,37572254
5,31238843
4,85798237
5,04235852
4,56862143
4,57564576

5,204617
4,76007678
3,81245196
4,80309877
4,67630421
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