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RÉSUMÉ 

L’épididyme est l’organe responsable de la maturation des spermatozoïdes, son rôle est 
essentiel dans l’acquisition de la fertilité masculine. Ce processus crucial est dépendant des 
interactions entre les spermatozoïdes et le microenvironnement luminal de l’épididyme. La 
composition de ce microenvironnement spécifique est régulée par les différents types cellulaires 
présents au sein de l’épithélium de l’épididyme et évolue tout au long de cet organe. Afin de 
synchroniser leurs actions, les cellules épithéliales communiquent entre elles par l’intermédiaire 
des jonctions lacunaires. 

Les jonctions lacunaires sont composées de canaux transmembranaires entre deux 
cellules adjacentes, ce qui leur permet de communiquer par la diffusion directe d’ions et de 
petites molécules. Les connexines (Cxs) sont les protéines qui composent ces canaux 
transmembranaires. Dans l’épididyme du rat, Gjb5 (Cx30.3), Gjb4 (Cx31.1), Gjb1 (Cx32) et 
Gja1 (Cx43) sont présentes au sein de l’épithélium adulte différencié alors que Gjb2 (Cx26) est 
uniquement détectable chez les jeunes animaux, lorsque l’épithélium est indifférencié. Ces 
changements d’expression des Cxs modifient la sélectivité des jonctions lacunaires et 
permettent aux cellules de l’épithélium de modifier leurs échanges. On observe un changement 
de l’expression des Cxs pendant la différenciation du tissu, ce qui suggère un rôle clé des Cxs 
dans la régulation de la différentiation de l’épithélium épididymaire. Il n’existe aucune 
information sur la régulation transcriptionnelle des Cxs dans l’épididyme durant la 
différenciation. 

L’objectif principal de ce projet était d’identifier les mécanismes impliqués dans la 
régulation de l’expression des Cxs lors de la différentiation de l’épididyme. Afin d’élucider de 
tels mécanismes, le promoteur de Gjb2 a été caractérisé. 

Les résultats ont montré que Gjb2 possède un site unique d’initiation de la transcription 
au sein de l’épididyme. L’analyse de la séquence du promoteur de Gjb2 a révélé la présence de 
sites de liaison possibles des facteurs de transcription SP1 (Specificity Protein 1) et TFAP2A 
(Transcription Factor Activating Protein 2 Alpha). Nous avons montré que la région basale du 
promoteur se situe dans les 230 pb en amont du site d’initiation de la transcription identifié. Des 
expériences de mutation dirigées et de retard sur gel ont confirmé la liaison de SP1 et TFAP2A 
au promoteur de Gjb2 ainsi que leurs implications dans l’activation de cette Cx. Des 
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de montrer que la liaison 
de ces facteurs de transcription diminue avec l’âge, ce qui corrèle avec la diminution de 
l’expression de Gjb2. Ces résultats confirment le rôle activateur de SP1 et TFAP2A dans 
l’expression de Gjb2 chez les jeunes individus. Nous nous sommes ensuite intéressés aux 
mécanismes impliqués dans la diminution de Gjb2 lors de la différenciation. La méthylation du 
promoteur de Gjb2 et le facteur KLF4 (Krüppel-like factor 4) ne sont pas impliqués dans la 
diminution de la liaison de SP1 et TFAP2. 

Le rôle des hormones dans la régulation des Cxs a également été évalué. À l’aide de 
tissus de rats castrés et de rats castrés avec implant de testostérone, nous avons montré que 
Gjb2 et Gjb1 sont régulés par les androgènes. La castration augmente les niveaux de protéines 
de GJB2 et diminue ceux de la GJB1 au sein de l’épididyme. De plus, les androgènes régulent 
également les niveaux protéiques de GJB4 dans l’épididyme. Nous avons également évalué le 
rôle des glucocorticoïdes (hydrocortisone et dexaméthasone) et de l’œstradiol sur l’expression 
de Gjb2. Nous avons montré que les glucocorticoïdes augmentent les niveaux d’ARNm de Gjb2 
alors que l’œstradiol n’a pas d’effet. 
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Le promoteur de Gjb1 a également été étudié dans les cellules épididymaires et dans le 
tissu. Nos résultats montrent que Gjb1 est transcrit par le promoteur P1 dans l’épididyme alors 
qu’il est transcrit par le promoteur P2 dans les cellules RCE-1. Nous avons cloné 5kb du 
promoteur de Gjb1 dans un plasmide rapporteur de luciférase afin d’étudier son activité 
transcriptionnelle. Nous avons identifié des éléments de réponse aux glucocorticoïdes, aux 
œstrogènes et aux androgènes sur le promoteur de Gjb1. Nos résultats suggèrent que les 
androgènes jouent un rôle dans l’expression de Gjb1. 

Dans l’ensemble, ces travaux permettent une meilleure compréhension des mécanismes 
de régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme. De plus, les données générées dans 
cette étude permettront de mieux comprendre les mécanismes responsables des changements 
d’expression des Cxs dans d’autres tissus ainsi que dans certaines pathologies impliquant ces 
deux Cxs. 

 

Mots-clés : appareil reproducteur mâle ; épididyme ; différenciation ; Gjb2 ; Gjb1 ; promoteur ; 
régulation transcriptionelle SP1 ; TFAP2A ; androgènes. 
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 ABSTRACT 

The epididymis is the organ responsible for sperm maturation and plays an essential role 
in the acquisition of male fertility. This critical process is dependent on interaction of 
spermatozoa with the luminal microenvironment of the epididymis. The composition of this 
specific microenvironment is regulated by the epithelial cells of the epididymis and changes 
throughout the organ. This suggests a complex coordination of epithelial cells. 

Cellular communication is crucial for cell coordination and is orchestrated by gap 
junctions. These junctions form transmembrane channels between adjacent cells, which enable 
them to communicate by direct exchange of ions and small molecules. Connexins (Cxs) are 
proteins that form these transmembrane channels. In the adult rat epididymis, Gjb5 (Cx30.3), 
Gjb4 (Cx31.1), Gjb1 (Cx32) and Gja1 (Cx43) are present while Gjb2 is only detectable in young 
animals when the epithelium is undifferentiated. Change in the expression of Cxs is associated 
with changes in gap junctional permeability that allow cells to modify their exchanges. During 
epididymal epithelial differentiation, there is a change in the expression of Cxs, suggesting a key 
role of Cxs the regulation of the differentiation of the epididymal epithelium. There is no 
information on the transcriptional regulation of the Cxs in the epididymis. 

The main objective of this project was to identify the mechanisms involved in the 
regulation of the expression of Cxs during epididymal differentiation. To elucidate these 
mechanisms, the promoter of Gjb2 was first characterized. 

The results showed a single transcriptional start site for Gjb2 in the epididymis. The 
analysis of the sequence of the Gjb2 promoter revealed the presence of potential binding sites 
for transcription factors SP1 (Specificity Protein 1) and TFAP2A (Transcription Factor Activating 
Protein 2 Alpha). We have shown that the basal promoter region is located within the 230 bp 
upstream of the identified initiation start site. Directed mutagenesis and EMSA experiments 
confirmed the binding of TFAP2A and SP1 on the Gjb2 promoter and their role in the activation 
of this Cx. ChIP experiments showed that the binding of these transcription factors decreases 
with age, which correlates with the decreased expression of Gjb2. These results confirm the 
activating role TFAP2A and SP1 in the transcriptional activation of Gjb2 in young animals. We 
then looked at the mechanisms involved in the decrease of Gjb2 during differentiation. It 
appears that the methylation of the promoter of Gjb2 and KLF4 factor (Kruppel-like factor 4) are 
not involved in the decreased binding of SP1 and TFAP2 with age. 

Finally, the role of hormones in the regulation of Gjb2 and Gjb1 was investigated in the 
epididymis. Using tissue from orchidectomized rats and orchidectomized rats with testosterone 
implants, we showed that Gjb2 and Gjb1 are regulated by androgens in the epididymis and 
ventral prostate. Orchidectomy increases the protein levels of Gjb2 and decreases those of 
Gjb1. Moreover, Gjb4 levels were decreased with orchidectomy. We also evaluated the role of 
glucocorticoids (hydrocortisone and dexamethasone) on the expression of Gjb2 and we have 
shown that glucocorticoids increase the mRNA levels of Gjb2. Estradiol did not have an effect 
on Gjb2 expression. 

The promoter of Gjb1 was also characterized in epididymal cells as in the tissue. Our 
results show that Gjb1 is not transcribed from the same promoter in the cells and in the tissue. 
In the tissue, Gjb1 is transcribed from P1 whereas in the cells it is transcribed from P2. DNA 
sequence analysis showed androgen, estrogen and glucocorticoid response elements on the 
promoter of Gjb1. Our results suggest that androgens are involved in the regulation of Gjb1 
gene expression. 
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Overall, this work provides a better understanding of the mechanisms regulating the 
expression of Cxs in the epididymis during the differentiation of the epithelium. Furthermore, the 
data generated in this study will help to better understand the mechanisms regulating the 
expression of Cxs in other tissues as well as in certain diseases that involve both Cxs. 

 

Key words: male reproductive tract; epididymis; differentiation; Gjb2; Gjb1; promoter; 
transcriptional regulation; androgens; SP1; TFAP2A. 
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 INTRODUCTION 

L’épididyme est un organe essentiel pour la fertilité masculine (Bedford et al., 1971, 

Orgebin-Crist, 1967). C’est au sein de l’épididyme que les spermatozoïdes vont acquérir leur 

mobilité et leur pouvoir fécondant (Cooper, 1998). Cette maturation est réalisée dans la lumière 

de l’épididyme grâce au microenvironnement maintenu notamment par la barrière hémato-

épididymaire. La composition de ce microenvironnement spécifique est gérée par les cellules 

constituant l’épithélium de l’épididyme et évolue tout au long de cet organe. Afin de 

synchroniser leurs actions, les cellules communiquent entre elles par l’intermédiaire des 

jonctions lacunaires (Cyr, 2011). Ces jonctions sont formées de protéines appelées connexines 

(Cxs). Les Cxs apparaissent indispensables à la fertilité masculine puisqu’une baisse de 

certaines Cxs a été associée à des cas d’infertilité humaine (Dube et al., 2012). Il a également 

été montré que GJA1 (Cx43) joue un rôle majeur dans la spermatogénèse et la maturation des 

spermatozoïdes (Gregory et al., 2011). 

Dans l’épididyme, l’expression des différentes Cxs est complexe et varie lors de la 

différenciation de l’épithélium (Dufresne et al., 2003), suggérant une modification des échanges 

entre les cellules épithéliales. GJB2 (Cx26) est uniquement exprimée chez les rats dont 

l’épithélium est indifférencié alors que le GJB2, GJB4 et GJB5 sont exprimées dans l’épithélium 

adulte. GJA1 a le même profil d’expression que GJB2 mais est toujours détectable à l’âge 

adulte.  

Il existe peu d’information sur la régulation transcriptionelle des Cxs au sein de 

l’épididyme. L’identification des facteurs régulant l’expression des Cxs durant le développement 

de l’épididyme nous permettra de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la 

différenciation de l’épididyme. De telles informations permettront également l’identification de 

mécanismes responsables des changements d’expression des Cxs dans d’autres tissus ainsi 

que dans certaines pathologies impliquant les Cxs. 

Compte tenu de la variation d’expression simultanée des différentes Cxs au cours de la 

différenciation postnatale, l’hypothèse de ce projet était qu’il existe des mécanismes communs 

de régulation de l’expression des Cxs au sein de l’épididyme. Nous avons tout d’abord étudié la 

régulation de l’expression de GJB2 par la caractérisation de son promoteur. Nous nous 

sommes ensuite intéressés à l’identification des mécanismes communs régulant l’expression 

des Cxs dans l’épididyme ainsi qu’à la caractérisation des promoteurs du gène de GJB1. 
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Le premier chapitre de cette thèse présente l’état des connaissances sur les thèmes de 

ce projet. La première section présente la structure, l’organisation et les fonctions de 

l’épididyme. La deuxième section aborde les jonctions lacunaires et leur expression dans 

l’épididyme. La troisième section décrit les mécanismes de régulation transcriptionelle de GJB2 

et GJB1. 

Le deuxième chapitre de cette thèse aborde la caractérisation du promoteur de Gjb2 

dont les résultats ont été publiés dans la revue scientifique Biology of Reproduction. Le 

troisième chapitre de cette thèse aborde l’identification des mécanismes communs de 

régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme et présente les résultats obtenus dans le 

but de caractériser le promoteur de Gjb1. 

Enfin, la dernière partie est composée d’une discussion générale sur ce projet de 

doctorat. 
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1. L’épididyme 

L’épididyme est l’organe responsable de la maturation, du transport, de l’entreposage et 

de la protection des spermatozoïdes. L’épididyme est situé sur la partie dorsolatérale du 

testicule (Figure 1.1). À la sortie du testicule, les spermatozoïdes sont immatures et non 

motiles. C’est leur transit au sein de l’épididyme qui va leur permettre d’acquérir leur pouvoir 

fécondant ainsi que leur motilité (Orgebin-Crist, 1967) 

 

Figure 1.1 Schéma du testicule et de l’épididyme.  
L’épididyme est situé sur la partie dorso-latérale du testicule. Les canaux efférents relient le testicule à l’épididyme. 
Le canal déférent relie l’épididyme à l’urètre. De Pastor-Soler et al. 2005; Physiology 20 : 417-428; 
10.1152/physiol.ooo36.2005. 
 

1.1. Structure de l’épididyme 

Les canaux efférents constituent une série de tubules sortant du testicule qui se 

réunissent pour former l’épididyme (Figure 1.1). L’épididyme est un unique tubule contourné et 

replié sur lui-même qui relie les canaux efférents et déférents. Sa taille diffère selon les espèces 

puisqu’il peut mesurer de quelques mètres à 80 mètres (Robaire et al., 1988). Chez le rat, il 

Of the large number of couples that are affected by
infertility, ~30% of the problems result from a male
fertility defect. Between 30 and 50% of these male
infertility cases are idiopathic. Although a signifi-
cant number of these cases are likely to have a
genetic basis (90), environmental factors are also
significant contributors (118). Several studies have
shown a progressive decrease in sperm counts and
semen quality over the last few decades, although
this issue is the subject of considerable current
debate (76, 90). In addition to an inability to pro-
duce an adequate number of spermatozoa, a major
cause of male infertility is the production of sperm
with reduced function, including low motility and
poor interaction with the oocyte (41). 

The generation of competent sperm is a complex
process that includes the production of a large
number of spermatozoa by the testis, followed by
several maturation steps that occur in the excur-
rent duct. The excurrent duct of the male reproduc-
tive tract is composed of highly heterogeneous tis-
sues, including the efferent ducts, epididymis, and
vas deferens. Spermatozoa acquire their ability to
become motile and to fertilize an egg in the lumen
of the tubules that form the epididymis (68, 98,
137). Therefore, failure of the epididymis to provide
an adequate environment for sperm maturation
may have profound effects on male fertility. One
critical feature of the epididymal luminal fluid is
that it is maintained acidic (84, 85). Low pH and
HCO3

– concentration help to keep spermatozoa in a
quiescent, immotile state while they mature and
are stored in the epididymis (1, 32, 57, 68). In this
review, the expression and regulation of key players
in acid/base transport in the epididymis will be
described.

The proximal epididymis is connected to the
testis via the efferent ducts (FIGURE 1). In the rat,
the epididymis is composed of one long convolut-
ed tubule that is divided into several regions,
including the initial segments and caput, located in
the proximal epididymis (FIGURE 1), the corpus,
and the cauda, which connects into the vas defer-

ens. At least three epithelial cell types exist in the
epididymis: principal cells are located along the
entire length of the epididymal tubule, the so-
called narrow and clear cells are intercalated
between principal cells, and basal cells are located
at the base of the epithelium and are not in contact
with the luminal side. Narrow cells are relatively
low in number and are located in the initial seg-
ments. Clear cells, which are more numerous than
narrow cells, are located in the caput, corpus, and
cauda epididymidis. Narrow, clear, and principal
cells play a vital role in establishing the optimal
environment for the maturation and storage of
spermatozoa (57, 63, 108, 109, 133).

Most of our knowledge of the composition of the
luminal fluid of the epididymis originated from the
early pioneering work of several groups (84, 85, 91,
127, 132). The luminal fluid in the male reproduc-
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mesure environ 3 mètres (Turner et al., 1990a). Le tubule de l’épididyme est constitué d’un 

épithélium pseudostratifié entouré de cellules musculaires lisses. Au centre du tubule, on 

observe la lumière au sein de laquelle transitent les spermatozoïdes. Chez la plupart des 

espèces, l’épididyme est divisé en quatre segments : le segment initial, la tête (caput), le corps 

(corpus) et la queue (cauda). L’épididyme étant un organe très régionalisé et dont les fonctions 

évoluent tout au long du tubule, cette division en segments est basée sur différents paramètres 

morphologiques et fonctionnels. Des études anatomiques plus précises ont permis d’identifier 

jusqu’à 19 segments anatomiques différents au sein de l’épididyme (Jelinsky et al., 2007, 

Johnston et al., 2005). Chez tous les mammifères étudiés jusqu’à présent, chaque région de 

l’épididyme est organisée en lobules, séparés par un septum de tissu conjonctif qui sert de 

maintien à l’épididyme mais permet également une expression génique sélective au sein de 

chaque lobule (Turner et al., 2003). Il existe cependant des différences entre certaines espèces 

de mammifères : chez l’humain par exemple, le segment initial est absent (Yeung et al., 1991).  

La partie distale de l‘épididyme se termine pour former le canal déférent qui est 

connecté à l’urètre (Figure 1.1). Le canal déférent est entouré d’une couche très épaisse de 

cellules musculaires. Enfin, l’épaisseur de l’épithélium ainsi que les propriétés d’absorption et 

de sécrétion sont des paramètres qui varient tout au long de l’épididyme. 

1.2. L’épithélium épididymaire 

L’épithélium épididymaire est un épithélium pseudostratifié cylindrique composé de 

différents types cellulaires. Il est entouré de cellules myoïdes, responsables de la contraction de 

l’épididyme et du transport des spermatozoïdes. La composition cellulaire de l’épithélium diffère 

selon les différents segments épididymaires et les fonctions qui leurs sont associées (Figure 

1.2). La partie proximale de l’épithélium est spécialisée dans l’absorption du liquide testiculaire 

afin de concentrer les spermatozoïdes et dans la sécrétion de protéines nécessaires à leur 

maturation. La partie distale de l’épithélium sert à l’entreposage des spermatozoïdes matures 

jusqu’à éjaculation. Ces fonctions sont assurées par les différents types cellulaires formant 

l’épithélium épididymaire, à savoir les cellules principales, basales, claires, apicales, halo, 

étroites et dendritiques (Adamali et al., 1996, Da Silva et al., 2011, Robaire et al., 1988, Robaire 

et al., 2002, Vendrely et al., 1988).  
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1.2.1. Cellules principales 

Les cellules principales sont les cellules les plus abondantes de l’épididyme. Elles 

représentent 65 à 80% des cellules de l’épididyme et sont retrouvées dans tous les segments 

(Robaire et al., 1988, Robaire et al., 2006, Vendrely et al., 1988). Cependant, le nombre de 

cellules principales diminue graduellement tout le long de l’épididyme et représente 65% des 

cellules totales dans la queue de l’épididyme (Robaire et al., 1988). Ce sont des cellules ayant 

une forme allongée avec des microvillosités au pôle apical et un noyau basal. Elles possèdent 

un appareil de Golgi très développé ainsi qu’un réticulum endoplasmique dense, ce qui suggère 

une activité de sécrétion intense (Hermo et al., 2002b, Robaire et al., 1988, Vendrely et al., 

1988).  

Les cellules principales sont responsables de la sécrétion et de la régulation d’une 

grande partie des protéines contenues dans la lumière de l’épididyme. Ce sujet est développé 

dans la section maturation des spermatozoïdes de ce chapitre. 

La majorité de ces protéines sont sécrétées en utilisant la voie classique allant du 

réticulum endoplasmique à l’appareil de Golgi. Cependant, des études ont montré que les 

cellules principales libèrent également des vésicules enfermant des protéines appelées 

épididymosomes (Gatti et al., 2005, Hermo et al., 2002a). Ces vésicules membranaires sont 

surtout utilisées pour la sécrétion de protéines hydrophobes. Elles peuvent également contenir 

des micro-ARNs, suggérant un autre mode de communication et de régulation au sein de 

l’épididyme (Belleannee et al., 2013). Ces micro-ARNs sont sécrétés de manière région-

dépendante : les micro-ARNs retrouvés dans les épididymosomes de la tête de l’épididyme sont 

différents de ceux de la queue (Belleannee et al., 2013, Nixon et al., 2015).  

Les cellules principales sont également spécialisées dans les processus d’endocytose. 

Elles possèdent beaucoup d’endosomes, de lysosomes et de corps vésiculaires, ce qui 

témoigne d’un appareil d’endocytose actif. En exprimant l’aquaporine 9 et 11, qui sont des 

protéines impliquées dans le passage de l’eau, les cellules principales sont également 

spécialisées dans les processus d’absorption (Badran et al., 2002).  
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Figure 1. 2 L’épithélium épididymaire.  
A : L’épididyme est divisé en quatre segments : le segment initial, la tête, le corps et la queue. Chaque segment a 
une composition cellulaire particulière. B : Schéma des différents types cellulaires retrouvés dans l’épididyme. P : 
cellule principale, E : cellule étroite, C : cellule claire, A : cellule apicale, B : cellule basale, H : cellule halo, D : cellule 
dendritique. Créé par C Adam. 
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La taille et la composition en organite des cellules principales évolue tout au long du 

tubule (Vendrely et al., 1988). Ainsi, les cellules principales de la tête de l’épididyme ont un 

réticulum endoplasmique très dense au niveau basal alors que les cellules principales du corps 

de l’épididyme possèdent de nombreuses gouttelettes lipidiques.  

Les fonctions des cellules principales sont en partie régulées de manière paracrine par 

les cellules basales (Shum et al., 2009).  

1.2.2. Cellules basales 

Les cellules basales sont situées près de la membrane basale et sont également 

présentes dans tous les segments de l’épididyme. Leur répartition est très hétérogène le long 

de l’épididyme chez la souris : on retrouve plus de cellules basales au niveau de la queue de 

l’épididyme qu’au niveau de la tête et du corps (Seiler et al., 1998). Elles apparaissent sous 

forme de dôme sous les cellules principales, arborant des projections cytoplasmiques en 

direction de la lumière (Shum et al., 2008) et latérales (Kim et al., 2015) dépendamment du 

segment. La morphologie des cellules basales est très plastique. Le rôle de ces cellules est 

encore une énigme mais certaines études leur suggèrent un rôle immunitaire (Hermo et al., 

2002b, Yeung et al., 1994), protecteur (Hermo et al., 1994b, Nonogaki et al., 1992), de cellule 

souche (Mandon et al., 2015b), mais également un rôle de modulation des fonctions de 

l’épididyme (Cheung et al., 2005, Hermo et al., 2002b, Mandon et al., 2015b, Shum et al., 2008, 

Wong et al., 1999).  

Des études ont en effet montré que les cellules basales régulent les fonctions des 

cellules principales. Grâce à la sécrétion de prostaglandine E2 (PGE2) dans le compartiment 

basolatéral, les cellules basales sont capables d’activer la sécrétion d’anions dans la lumière de 

l’épididyme par les cellules principales (Leung et al., 2004, Wong et al., 1999). Ce mécanisme 

de régulation est activé par la fixation d’hormones telles que l’angiotensine, l’endothéline ou la 

vasopressine à la surface des cellules basales, ce qui augmente la production et la sécrétion de 

PGE2. L’enzyme responsable de la production de PGE2 est la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) qui 

est présente uniquement dans les cellules basales. Ces études suggèrent une activité de 

régulation paracrine des fonctions des cellules principales par les cellules basales par 

l’intermédiaire de PGE2. 

Il a également été proposé que les cellules basales régulent les fonctions des cellules 

claires. La liaison de l’angiotensine II sur les cellules basales entraîne une augmentation de 
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synthèse et de sécrétion du monoxyde d’azote NO par les cellules basales dans la lumière de 

l’épididyme (Shum et al., 2009, Shum et al., 2008). Le NO atteint alors les cellules claires et 

entraîne l’augmentation de production de GMPc qui à son tour permet une accumulation de V-

ATPase dans les microvillosités des cellules claires (Shum et al., 2009). La V-ATPase est une 

pompe à protons et son accumulation permet donc une acidification du milieu intraluminal par 

les cellules claires. 

1.2.3. Cellules claires 

Les cellules claires sont absentes du segment initial mais sont retrouvées dans les 

autres segments de l’épididyme. Ce sont des cellules larges qui contiennent de nombreuses 

vésicules au niveau du pôle apical, mais aussi des lysosomes et des endosomes, suggérant 

une activité d’endocytose (Robaire et al., 1995). Les cellules claires participent principalement à 

l’acidification du milieu luminal (Shum et al., 2009). L’acidification est essentielle à la 

préservation des spermatozoïdes dans un état quiescent durant leur maturation (Pastor-Soler et 

al., 2005). Cette acidification du milieu intraluminal est possible en partie grâce à l’action de la 

V-ATPase. Cette enzyme est une pompe à protons majoritairement exprimée par les cellules 

claires et les cellules étroites au sein de l’épididyme (Da Silva et al., 2007).  

Les fonctions des cellules claires sont également régulées par les cellules principales. 

Dans ce modèle, la sécrétion de HCO3
- par les cellules principales dans le compartiment 

luminal entraîne une élévation du pH (Pastor-Soler et al., 2005). Cette augmentation de pH 

conduit à une accumulation de V-ATPase au niveau des microvillosités des cellules claires, ce 

qui participe au maintien de l’acidité du fluide intraluminal par sécrétion d’ions H+ (Shum et al., 

2011).  

1.2.4. Cellules apicales 

Les cellules apicales sont présentes dans les quatre segments de l’épididyme avec une 

prédominance au niveau du segment initial (Adamali et al., 1996). Ces cellules sont 

caractérisées par un noyau sphérique localisé au pôle apical, de nombreuses mitochondries et 

ne sont pas en contact avec la membrane basale (Hermo et al., 2002b). Elles contiennent des 

endosomes, des corps multivésiculaires, des lysosomes et des structures d’endocytose, ce qui 

suggère l’absorption de molécules depuis la lumière (Martinez-Garcia et al., 1995). De plus, 
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l’expression de la cathepsine D et de la bêta-hexosaminidase A suggère que les cellules 

apicales sont impliquées dans la dégradation des protéines endocytées (Adamali et al., 1996). 

Ces cellules semblent également avoir un rôle dans l’acidification du milieu (Martinez-Garcia et 

al., 1995). 

1.2.5. Cellules halo 

Les cellules halo sont également présentes tout au long de l’épididyme et sont localisées 

à la base de l’épithélium (Hermo et al., 2002b, Robaire et al., 1988). Elles sont de petite taille et 

contiennent des granules denses, de nombreuses mitochondries et des vésicules apicales. Ces 

cellules sont des cellules immunitaires qui évoluent en fonction de l’âge, du segment de 

l’épididyme et du contenu luminal (Serre et al., 1999). Elles ont été décrites comme étant des 

lymphocytes T auxiliaires, des lymphocytes T cytotoxiques ou des monocytes (Serre et al., 

1999).  

1.2.6. Cellules étroites 

Les cellules étroites sont présentes uniquement dans le segment initial de l’épididyme 

(Adamali et al., 1996). Elles sont plus étroites que les cellules principales et contrairement aux 

cellules apicales, elles sont liées à la membrane basale par de minces projections de 

cytoplasme et possèdent un noyau situé au niveau médian (Hermo et al., 2002b). Elles diffèrent 

également des cellules apicales dans leur distribution au long de l’épididyme (Adamali et al., 

1996). Elles sont caractérisées par un cytoplasme riche en vésicules au niveau apical, indiquant 

une activité d’endocytose (Hermo et al., 2002b). Elles sont responsables de l’acidification du 

milieu en sécrétant des ions H+ dans la lumière de l’épididyme (Hermo et al., 2000, Hermo et 

al., 2002b). Les cellules étroites permettent une expression spécifique de protéines comme la 

GST et des protéines lysosomales au niveau du segment initial (Adamali et al., 1996). 

1.2.7. Cellules dendritiques 

 Les cellules dendritiques ont été découvertes plus récemment (2011) au sein de 

l’épididyme murin (Da Silva et al., 2011). Ce sont des cellules possédant des marqueurs de 

cellules immunitaires, dont le rôle encore mal connu serait de maintenir l’homéostasie 
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immunitaire afin de protéger les spermatozoïdes (Wang et al., 2016). Dans d’autres tissus, les 

cellules dendritiques ont le rôle de cellules présentatrices d’antigènes, ce qui permet de réguler 

la réponse immunitaire (Helft et al., 2010). Dans l’épididyme, elles forment un réseau dense 

situé à la base de l’épithélium et leurs projections dendritiques passent entre les cellules 

épithéliales et sont orientées en direction de la lumière du tubule (Da Silva et al., 2011). Ces 

projections dendritiques sont très nombreuses au niveau du segment initial de la souris 

comparé aux autres segments de l’épididyme. Cela suggère un rôle particulier du segment 

initial dans la relation du système immunitaire envers les spermatozoïdes entrant dans 

l’épididyme (Da Silva et al., 2011). Ces cellules sont retrouvées dans d’autres organes du 

tractus génital mâle comme le testicule et de la prostate (Guazzone et al., 2011, Wang et al., 

2016). 

Enfin, ces cellules permettent de préserver l’intégrité du milieu intraluminal lors d’un 

stress. En effet, une étude récente a montré qu’une ligature des canaux efférents qui entraîne 

une vague apoptotique au niveau du segment initial, ne semble pas rompre la barrière hémato-

épididymaire ni provoquer d’altérations de l’épithélium au niveau de cette région (Smith et al., 

2014). L’intégrité de l’épithélium serait maintenue grâce à une phagocytose intense des cellules 

apoptotiques par les cellules dendritiques. Cela supporte le rôle immunitaire des cellules 

dendritiques au sein de l’épididyme. 

1.3. Fonctions de l’épididyme 

L’épididyme est un organe essentiel dans l’acquisition de la fertilité masculine. Il est 

responsable de la maturation, de la protection, du transport et du stockage des spermatozoïdes 

avant l’éjaculation. 

1.3.1. Transport des spermatozoïdes 

Les spermatozoïdes entrent dans l’épididyme avec le mouvement du fluide testiculaire, 

projetés par les cellules cillées des canaux efférents (Johnson et al., 1975). À ce stade, ils sont 

immobiles et donc incapables de se déplacer seuls le long de l’épididyme. Les cellules 

composant l’épithélium sont des cellules non motiles et l’absorption massive de fluide 

testiculaire dès le segment initial de l’épididyme freine l’avancée des spermatozoïdes dans 

l’épididyme. 
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Le transport des spermatozoïdes est assuré par les fibres musculaires lisses qui 

entourent les cellules épithéliales de l’épididyme (Robaire et al., 2002). Cette activité 

péristaltique est régulée par certaines hormones notamment les prostaglandines, les 

androgènes, la vasopressine et l’ocytocine ainsi que par l’activité des fibres nerveuses 

(Cosentino et al., 1984, Robaire et al., 2006). Le temps de transit des spermatozoïdes à travers 

l’épididyme est variable selon les espèces. Il faut en moyenne entre 9 et 13 jours chez la plupart 

des espèces (Robaire et al., 2002). Il est de 8 à 9 jours chez le rat (Robb et al., 1978). 

1.3.2. Protection des spermatozoïdes 

L’environnement spécifique de la lumière de l’épididyme est crucial à la maturation et à 

la survie des spermatozoïdes. Le fluide luminal circulant vient principalement du liquide 

testiculaire mais il est constamment modifié par les cellules de l’épithélium épididymaire qui 

sécrètent et absorbent des ions et molécules (Cyr et al., 2002, Dacheux et al., 2002) afin de 

maintenir les spermatozoïdes dans des conditions optimales nécessaires à leur maturation. Cet 

environnement est maintenu grâce aux jonctions serrées entre les cellules épithéliales 

épididymaires qui forment la barrière hémato-épididymaire (BHE) (Cyr et al., 1995, Friend et al., 

1972). Cette organisation complexe qui fait intervenir de nombreuses protéines (Cyr et al., 

2007, Cyr et al., 1995) permet de sceller le microenvironnement spécifique de l’épididyme.  

La BHE est située au niveau apical des cellules épithéliales et forme une ceinture 

continue autour et entre les cellules. C’est une structure dynamique dont les caractéristiques 

varient tout au long de l’épididyme (Cyr et al., 1995), ce qui corrèle avec la variation de la 

composition cellulaire et du fluide intraluminal.  

La BHE fait intervenir une multitude de protéines de jonctions serrées. La première 

protéine identifiée au sein de ce complexe jonctionnel est l’occludine (Furuse et al., 1993). Cette 

protéine phosphorylée contenant quatre domaines transmembranaires se lie à l’occludine d’une 

cellule adjacente pour former une jonction serrée. Elle est également associée au cytosquelette 

par l’interaction avec diverses protéines, afin de solidifier la jonction serrée (Gonzalez-Mariscal 

et al., 2008, Tsukita et al., 1999). Dans l’épididyme, l’occludine est localisée entre les cellules 

principales adjacentes chez le rat et la souris (Cyr et al., 2007, Cyr et al., 1999, Cyr et al., 

1995). Elle a également été identifiée comme étant associée aux cellules étroites du segment 

initial chez la souris, suggérant que d’autres protéines assurent les jonctions serrées entre les 

cellules principales de cette région (Cyr et al., 1999). 
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La BHE est également composée de claudines, qui constituent une famille de protéines 

composée de 24 membres chez l’humain. Ce sont des protéines qui sont présentes dans de 

nombreuses barrières épithéliales et qui représentent les composants majeurs des jonctions 

serrées. Elles sont également capables de former des pores paracellulaires afin de réguler la 

diffusion d’ions et de molécules entre les cellules (Tsukita et al., 1999). Dans l’épididyme du rat, 

plusieurs membres de la famille des claudines sont présents, à savoir les claudines 1 à 11 ainsi 

que la claudine 16 (Cyr et al., 2007, Gregory et al., 2006, Gregory et al., 2001, Guan et al., 

2005). L’expression et la localisation des claudines au sein de l’épididyme varient au cours du 

développement et en fonction du segment. En effet, la claudine 16 est exprimée tout au long de 

l’épididyme chez les jeunes rats dont le tissu est indifférencié et uniquement au niveau du 

segment initial chez les rats adultes (Gregory et al., 2006). Les niveaux des transcrits de la 

claudine 2 sont plus élevés au niveau de la tête que du corps de l’épididyme (Guan et al., 

2005). Aussi, la claudine 1 n’est pas uniquement localisée aux niveaux des jonctions serrées de 

l’épididyme mais également le long de la membrane basale, suggérant d’autres fonctions pour 

cette protéine (Gregory et al., 2001).  

L’importance des claudines dans l’épiddidyme a été étudiée chez l’humain. Une étude 

réalisée sur une lignée cellulaire d’épididyme humain (FHCE1) a montré que la diminution 

d’expression des claudines 1, 3, 4 ou 7 a pour conséquence une diminution de la résistance 

transépithéliale, indiquant un rôle essentiel de ces protéines dans l’établissement de la barrière 

hémato-épididymaire (Dube et al., 2010). Il est également intéressant de noter que la 

localisation de la claudine 10 est altérée chez les patients infertiles (Dube et al., 2008). En effet, 

chez les patients sains, la claudine 10 est localisée au niveau apical des cellules de la tête de 

l’épididyme et chez les patients infertiles on retrouve un marquage également dans les 

membranes latérales. Ces résultats suggèrent que les claudines ont un rôle important dans la 

fertilité masculine. 

Il existe également une jonction serrée particulière entre trois cellules adjacentes, 

appelée jonction tricellulaire. Cette jonction est formée par la tricelluline, une protéine de 

jonction serrée appartenant à la famille TAMPs. La tricelluline est présente dans tous les 

segments de l’épididyme (Mandon et al., 2015a). Il a également été montré que son inhibition 

par siRNA (small interfering RNA) diminue l’expression de la Claudine 1, la Claudine 3 et de 

l’occludine, suggérant des interactions entre ces protéines. Ainsi, son inhibition diminue la 

résistance transépithéliale de cellules épididymaires de rat, démontrant un rôle important de la 

tricelluline dans le maintien de l’intégrité des jonctions serrées (Mandon et al., 2015a). 
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Les brins de jonctions serrées sont ancrés au cytosquelette de la cellule par 

l’intermédiaire des protéines zonula occludens (ZO) (Furuse et al., 1998, Itoh et al., 1999). La 

délétion de ZO-1 cause un phénotype létal, démontrant l’importance de cette protéine durant le 

développement embryonnaire (Katsuno et al., 2008). Cette famille de protéines compte trois 

membres, ZO-1 ZO-2 et ZO-3 qui sont tous exprimés au sein de l’épididyme (Kim et al., 2016, 

Levy et al., 1999). ZO-1 est notamment responsable du recrutement des occludines et des 

claudines lors de la mise en place de la jonction serrée (Adachi et al., 2006, Umeda et al., 

2006).  

Les jonctions serrées ont un rôle de barrière physique étanche qui permet de sceller le 

compartiment intraluminal de l’épididyme, de l’isoler de la circulation sanguine et ainsi de 

protéger les spermatozoïdes du système immunitaire (Gregory et al., 2014). Sans la présence 

de la barrière, les spermatozoïdes seraient reconnus comme étrangers et attaqués par les 

cellules immunitaires. La BHE a également pour rôle de contrôler le passage de molécules, 

d’ions et d’eau entre le sang et la lumière, permettant la création d’un microenvironnement à la 

composition très différente du sang (Hinton et al., 1995). Par exemple, la concentration 

d’inositol dans la lumière de l’épididyme est dix à cent fois plus élevée que celle de la circulation 

sanguine (Robaire et al., 1988). 

La mise en place de la BHE est différente selon les espèces. Chez le vison, la barrière 

est étanche dès la naissance, elle est formée lors du développement embryonnaire (Pelletier, 

1994). Chez la souris, les jonctions serrées commencent à se développer au stade 

embryonnaire et s’intensifient lors du développement post-natal de l’épididyme (Suzuki et al., 

1978). Chez le rat, une étude a montré que la barrière est étanche au vingt-et-unième jour 

après la naissance, lors de la différenciation de l’épididyme (Agarwal et al., 1989) mais cette 

date est controversée (Guan et al., 2005). 

Les spermatozoïdes sont également protégés par certaines molécules sécrétées par 

l’épithélium. On note la présence de plusieurs défensines au sein de la lumière de l’épididyme 

(Dorin et al., 2014, Patil et al., 2005, Ribeiro et al., 2016, Yamaguchi et al., 2002, Yudin et al., 

2005). Les défensines sont des peptides antimicrobiens impliquées dans l’immunité. Dans 

l’épididyme, elles enrobent la surface des spermatozoïdes et permettent ainsi leur protection en 

empêchant leur reconnaissance par le système immunitaire (Yudin et al., 2005). Il a également 

été suggéré que cette protection demeure dans le tractus génital féminin. 

Il est à noter que certaines études suggèrent un lien entre les défensines et la fertilité. 

En effet, la suppression de la défensine BIN1b chez le rat résulte en une diminution de liaison 
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de BIN1b aux spermatozoïdes de la tête de l’épididyme et une diminution de leur motilité (Zhou 

et al., 2004). De plus, une suppression de la b-défensine 15 chez le rat diminue la motilité et la 

fertilité des spermatozoïdes (Zhao et al., 2011). 

1.3.3. Maturation et entreposage des spermatozoïdes 

Durant l’étape de maturation, les spermatozoïdes vont acquérir la mobilité mais 

également leur capacité à pouvoir reconnaître et lier la zone pellucide puis fusionner avec 

l’ovocyte (Dacheux et al., 2003). La maturation des spermatozoïdes commence dès leur entrée 

dans l’épididyme et s’effectue progressivement tout au long du tubule. Ainsi, les 

spermatozoïdes présents dans la tête de l’épididyme sont moins matures que les 

spermatozoïdes de la queue de l’épididyme et donc moins mobiles. Chez le rat, le segment 

initial semble jouer un rôle majeur dans l’acquisition de la fertilité car l’absence d’un segment 

initial pleinement différencié conduit à l’infertilité (Sonnenberg-Riethmacher et al., 1996, Yeung 

et al., 1998). Les premiers spermatozoïdes mobiles sont observés au niveau du corps de 

l’épididyme (Yeung et al., 2002) mais le site d’acquisition du pouvoir fécondant ainsi que la 

durée de la maturation diffèrent selon les espèces (Cooper et al., 2008).  

L’épithélium de l’épididyme maintient et régule la composition du milieu luminal dans 

lequel transitent les spermatozoïdes. Ce rôle essentiel est assuré par les différents types 

cellulaires qui le composent. La partie proximale de l’épididyme est spécialisée dans la 

réabsorption de liquide et de molécules, afin de concentrer les spermatozoïdes dès leur entrée 

dans l’épididyme (Robaire et al., 1995). L’épithélium sécrète également des ions et protéines 

(Dacheux et al., 2002, Dacheux et al., 2003). La sécrétion des protéines est intense dans la 

partie proximale de l’épididyme chez les mammifères, puis elle diminue tout au long du tubule 

(Dacheux et al., 2002, Dacheux et al., 2009). La sécrétion de protéines dans la tête, le corps et 

la queue de l’épididyme représente respectivement 83%, 16% et 1%, ce qui démontre une 

activité de sécrétion intense des cellules de l’épididyme proximal.  

La nature des protéines sécrétées dépend des espèces. Des études ont identifié la 

protéine épididymaire liée à l’acide rétinoïque (E-RABP), la clusterine et la protéine de sécrétion 

riche en cystéine (CRISP-1) comme étant les plus sécrétées dans l’épididyme du rat (Dacheux 

et al., 2002, Dacheux et al., 2009). La clusterine participe à la modification de la membrane 

plasmique des spermatozoïdes afin de contribuer à leur maturation et a également des 

propriétés protectrices contre le stress oxydant (Han et al., 2012). CRISP-1 joue un rôle dans 
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l’interaction du spermatozoïde avec l’ovule (Roberts et al., 2007) et E-RABP se lie à l’acide 

rétinoïque qui est indispensable au fonctionnement de l’épithélium épididymaire (Orgebin-Crist 

et al., 2002).  

Les différentes cellules de l’épididyme participent également à l’endocytose d’autres 

molécules (Hermo et al., 1994a) afin d’établir un environnement spécifique, unique et adapté à 

la maturation des spermatozoïdes (Hinton et al., 1995). Cet environnement évolue tout au long 

de l’épididyme et est régulé en permanence par les cellules de l’épithélium. Aussi, la 

composition du fluide luminal varie tout le long du tubule (Dacheux et al., 2003), contribuant à 

faire de l’épididyme un organe au fonctionnement hautement régionalisé.  

Après leur maturation, les spermatozoïdes sont stockés dans la queue de l’épididyme 

avant l’éjaculation. Afin de conserver leurs propriétés, ils sont maintenus dans un état latent. 

C’est grâce à la composition du milieu luminal de la queue de l’épididyme que cet état est 

maintenu. Des concentrations faibles en ions Na+ et Ca2+, en bicarbonates, une concentration 

élevée d’ions K+, un pH bas ainsi que la présence de certaines protéines inhibitrices comme 

l’immobiline contribuent à maintenir les spermatozoïdes dans un état latent (Acott et al., 1984, 

Axner, 2006, Rodriguez-Martinez, 1991). 

1.4. Développement et différenciation de l’épididyme chez le rat 

Le système urogénital, et donc l’épididyme, dérive de canaux situés dans la structure 

embryonnaire appelée mésonéphros. Il semblerait que l’expression des facteurs de 

transcription Pax 2 et Pax 8 soit indispensable à l’établissement du mésonéphros (Bouchard et 

al., 2002). En effet, les souris mutées pour ces facteurs de transcription sont incapables de 

former le mésonéphros et donc le système urogénital qui en est issu lors du développement 

embryologique. Les canaux de Wolf sont formés à partir du mésonéphros et ces derniers vont 

évoluer et former les différents organes reproducteurs (K. Fabiola Arrotéia et al., 2012). La 

partie proximale va se contourner pour former l’épididyme et la partie distale va former le canal 

déférent (Hannema et al., 2007). L’épididyme s’enroule progressivement de la tête à la queue 

de l’épididyme à partir du jour 14 du développement embryonnaire et se termine durant les 

premiers jours après la naissance (Hannema et al., 2007, Robaire et al., 2006). À la naissance, 

l’épididyme est un organe immature, constitué de cellules épithéliales indifférenciées. C’est lors 

du développement post-natal que l’épididyme devient un organe mature, différencié et 

fonctionnel (Sun et al., 1979). 
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Le développement post-natal de l’épididyme chez le rat peut être divisé en trois phases 

(Figure 1.3). Du jour 1 au jour 15 après la naissance l’épithélium est indifférencié, du jour 16 au 

jour 44 on assiste à une période de différenciation avec l’apparition des différents types 

cellulaires et après le jour 44 le tissu entre dans une phase d’expansion (Sun et al., 1979).  

Du jour 1 à 15 après la naissance, l’épididyme est constitué de cellules indifférenciées 

appelées cellules en colonne. Ces cellules sont hautement prolifératives comme le suggèrent 

les nombreuses figures mitotiques observées en microscopie (Hermo et al., 1992, Jiang et al., 

1994). Durant cette phase indifférenciée, l’épididyme augmente en taille jusqu’à atteindre deux 

mètres au jour 15. GJB2, un des membres de la famille des connexines, impliquée dans la 

communication cellulaire semble avoir un rôle dans cette phase de prolifération de l’épididyme. 

En effet, GJB2 est très fortement exprimée au sein de l’épithélium indifférencié, au niveau 

apical des cellules en colonnes (Dufresne et al., 2003). L’expression de GJB2 diminue 

fortement lorsque les cellules se différencient, jusqu’à devenir presque indétectable chez 

l’adulte (Dufresne et al., 2003). L’expression de GJA1 suit le même schéma que celui de GJB2 

mais son expression est toujours détectable chez l’adulte. Durant cette phase, on observe 

également l’apparition des cellules halo au jour 14. 

 

 

Figure 1.3 Développement postnatal de l'épididyme du rat 
L’épithélium du rat reste indifférencié durant les 15 premiers jours après la naissance. La période de différenciation 
s’étend du jour 16 au jour 44. La barrière hémato-épididymaire devient étanche au jour 21 et les niveaux de 
testostérone augmentent progressivement jusqu’à atteindre un pic au jour 56. La conversion de la testostérone en 
dihydrotestostérone est maximale au jour 42 avec le pic d’activité de la 5-aréductase. Les spermatozoïdes entrent 
dans l’épididyme au jour 52 et sont présents dans tous les segments au jour 56. Créé par C. Adam. 
 
 

La période de différenciation de l’épididyme est cruciale. C’est après cette étape, au jour 44 

chez le rat, que l’épididyme est un organe mature, fonctionnel et prêt à accueillir la première 

vague de spermatozoïdes arrivant du testicule. Lors de cette phase, les cellules en colonne se 
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différencient en cellules étroites et basales qui apparaissent au jour 21, en cellules principales 

visibles au jour 28 ainsi qu’en cellules claires, présentes au jour 35 (Hermo et al., 1992). C’est 

également lors de cette période, au jour 21 chez le rat, que la BHE devient étanche et 

fonctionnelle, permettant la formation du microenvironnement nécessaire aux fonctions de 

l’épididyme (Agarwal et al., 1989). Enfin, durant cette période de différenciation, le niveau de 

testostérone augmente progressivement à partir du jour 28, jusqu’à atteindre un plateau au jour 

56 (Scheer et al., 1980). Il est intéressant de noter que l’activité de l’enzyme responsable du 

métabolisme de la testostérone, la 5-aréductase, est maximale au jour 42 dans l’épididyme 

(Scheer et al., 1980). On remarque également que l’épididyme est sensible aux hormones 

glucocorticoïdes dans cette période de différenciation (Gladstones et al., 2012). En effet, le 

récepteur aux glucocorticoïdes est exprimé à partir du jour 1 dans l’épididyme et son expression 

est particulièrement intense lors de cette période de différenciation, surtout dans les cellules 

basales (Gladstones et al., 2012). Cela suggère un rôle important des hormones dans la 

période de différenciation post-natale de l’épididyme. 

Après le jour 44, l’épididyme entre dans la phase d’expansion. La différenciation des 

cellules s’achève et l’épithélium atteint sa taille finale. L’entrée des spermatozoïdes dans 

l’épididyme a lieu au jour 52 et on les retrouve dans tout l’épididyme au jour 56 (Robaire et al., 

2006). 

1.5. Régulation de la différenciation de l’épididyme 

Les facteurs responsables de la différenciation de l’épididyme sont encore mal connus. 

Beaucoup de gènes sont régulés différemment durant le développement de l’épididyme 

(Cornwall et al., 1995), suggérant des mécanismes de régulation complexes.  

1.5.1. Les hormones 

Lors de l’étude d’un organe particulier, il est indispensable de se rappeler que cet 

organe fait partie d’un ensemble, qu’il est inclus dans un organisme. Ainsi, il est important 

d’avoir une vue globale afin de comprendre la régulation de l’organe en question. Les hormones 

sont des molécules qui peuvent agir sur des organes cibles situés loin de leur lieu de synthèse 

et certaines ont été identifiées comme étant impliquées dans la différenciation de l’épididyme.  
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1.5.1.1. Les androgènes 

Il est bien établi que les androgènes sont impliqués dans la régulation du 

développement ainsi que dans le maintien des fonctions de l’épididyme (Robaire et al., 2011). À 

partir du jour 15 du développement embryonnaire chez le rat, les androgènes sécrétés par les 

cellules de Leydig du testicule participent à la différenciation des organes mâles et donc de 

l’épididyme (Hannema et al., 2007). Lors du développement post-natal de l’épididyme, on 

observe une montée progressive des niveaux d’androgènes jusqu’à un pic au jour 42 chez le 

rat, suggérant un rôle des androgènes dans le développement de l’épididyme. La principale 

expérience permettant de comprendre l’importance des androgènes sur l’épididyme est 

l’orchidectomie. Après orchidectomie, on observe une perte du poids de l’épididyme de 25% en 

deux semaines ainsi qu’une diminution du diamètre des tubules et de l’épithélium, et une 

augmentation de l’espace interstitiel (Hamzeh et al., 2009, Robaire et al., 2002). La morphologie 

des cellules principales est particulièrement affectée en absence d’androgènes. En effet, on 

observe une perte de microvillosités apicales, une diminution de l’appareil de Golgi et du 

réticulum endoplasmique, suggérant un dérèglement de leurs fonctions de sécrétion (Moore et 

al., 1979) L’orchidectomie entraîne également une vague d’apoptose au sein de l’épididyme 

(Fan et al., 1998, Takagi-Morishita et al., 2002). Cette vague débute au niveau du segment 

initial et se propage tout au long de l’épididyme pendant plusieurs jours. L’administration 

d’androgènes après orchidectomie permet d’éviter l’apoptose observée au niveau de la tête, du 

corps et de la queue de l’épididyme, mais pas au niveau du segment initial (Fan et al., 1998). 

Cela suggère qu’en plus des androgènes, des facteurs testiculaires sont indispensables afin de 

maintenir l’intégrité du segment initial. De plus, l’action des androgènes sur l’épididyme dépend 

de la région étudiée. En effet, selon s’il est situé dans la tête, le corps ou la queue de 

l’épididyme un gène ne répond pas de la même manière aux androgènes (Chauvin et al., 2004).  

Les androgènes sont dérivés du cholestérol et sont synthétisés en majorité au sein des 

cellules de Leydig par action de l’hormone lutéinisante (LH). L’action des androgènes sur 

l’épithélium épididymaire peut s’effectuer par la voie luminale, avec les androgènes arrivant des 

canaux efférents, majoritairement liés à l’ABP (androgen binding protein) ou par la circulation 

sanguine (Robaire et al., 2011). La testostérone est l’androgène majoritaire sécrété par les 

cellules de Leydig (7000 μg par jour chez l’adulte). Dans l’épididyme, plusieurs études ont 

montré que son action biologique est principalement orchestrée par son métabolite actif, la 

dihydrotestostérone (DHT) (Robaire et al., 2006, Robaire et al., 1995). La DHT est l’androgène 

naturel le plus biologiquement actif. Ce composé est synthétisé par la 5α-réductase qui est une 
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une enzyme présente au sein des cellules principales de l’épididyme (Berman et al., 1993, 

Robaire et al., 1995, Silver et al., 1994). Il existe deux gènes codant pour deux types (I et II) de 

5α-réductases et ces deux gènes sont exprimées dans l’épididyme (Berman et al., 1993, Silver 

et al., 1994, Viger et al., 1996). L’expression de la 5α-réductase de type I est élevée dans le 

segment initial et diminue tout au long de l’épididyme et son expression varie avec le 

développement (Viger et al., 1994). Les niveaux d’ARNm de la 5α-réductase de type I 

diminuent considérablement après orchidectomie ou ligature des canaux efférents, et 

l’administration de testostérone permet de retrouver le niveau d’expression basal dans tous les 

segments de l’épididyme sauf dans le segment initial (Robaire, 1979, Viger et al., 1991, Viger et 

al., 1992). Ces résultats suggèrent que des facteurs lumicrines provenant du testicule régulent 

l’expression de cette protéine dans le segment initial. 

 La testostérone et la DHT n’ont pas les mêmes rôles biologiques. Le manque de 

testostérone conduit à un défaut de développement du tractus génital interne et externe du 

mâle alors que l’absence d’un type de 5α-réductase mène à un développement interne normal 

mais un tractus externe femelle et l’absence de prostate (Thigpen et al., 1992). 

Il existe différentes voies d’action des androgènes. La première voie implique le 

récepteur aux androgènes AR (androgen receptor) ainsi que son interaction avec l’ADN. Dans 

cette voie, la testostérone diffuse dans les cellules à travers la membrane plasmique et peut 

alors être transformée en DHT. La DHT, et dans une moindre mesure la testostérone, se lient à 

AR séquestré dans le cytoplasme par des protéines chaperonnes HSP (heat shock protein). La 

liaison de la DHT au récepteur aux androgènes induit un changement conformationel du 

récepteur qui se libère des protéines chaperonnes HSP, se dimérise et migre vers le noyau. Il 

peut alors se lier aux éléments de réponse aux androgènes ou ARE (androgen response 

element) situés au niveau du promoteur des gènes régulés par les androgènes (Rodriguez et 

al., 2001). Son action peut stimuler (Cleutjens et al., 1996, Lindsey et al., 1996) ou diminuer 

l’expression (Guo et al., 2015) des gènes en aval. 

La présence de AR a été confirmée dans l’épididyme de toutes les espèces étudiées 

jusqu’à présent (Robaire et al., 2006). Il est situé au sein des cellules basales et principales et 

son expression est plus intense dans la partie proximale de l’épididyme (Yamashita, 2004, Zhou 

et al., 2002, Zhu et al., 2000). Les expériences d’immunolocalisation montrent une forte 

coloration dans le noyau des cellules principales et les niveaux d’ARNm et de protéines de AR 

diminuent de la tête à la queue de l’épididyme (Ezer et al., 2003). 
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Les nouvelles méthodes d’étude de l’interaction du récepteur aux androgènes avec la 

chromatine ont révélé que ses actions peuvent être modulées par différents cofacteurs (Lin et 

al., 2007, Lupien et al., 2008, Massie et al., 2007, Wang et al., 2007). Dans l’épididyme, il a été 

montré que TFAP2A, un facteur de transcription, est un cofacteur majeur de AR (Hu et al., 

2010, Pihlajamaa et al., 2014). En effet, de nombreux sites de liaison de TFAP2A sont localisés 

à proximité d’éléments de réponse aux androgènes, ce qui implique un rôle important de 

TFAP2A dans l’action des androgènes au sein de l’épithélium épididymaire. De plus, trois 

coactivateurs de AR (Hong et al., 1996, Onate et al., 1995, Takeshita et al., 1997, Torchia et al., 

1997) ont été identifiés dans l’épididyme (Igarashi-Migitaka et al., 2005). Ces trois protéines 

(SRC-1, TIF2 et TRAM-1) font partie de la famille p160 et sont exprimées dans certains types 

cellulaires. En effet, SRC-1 et TIF2 sont exprimés dans le noyau des cellules épithéliales alors 

que TRAM-1 est majoritairement exprimée dans le cytoplasme apical des cellules de la tête de 

l’épididyme. L’expression spécifique de ces coactivateurs suggère des interactions différentes 

avec AR dépendamment de la région de l’épididyme étudiée. Il a également été montré que AR 

pouvait interagir avec SP1 afin de réguler l’expression de gènes par l’intermédiaire de sites de 

liaison SP1 et non par un ARE (Chen et al., 2008, Eisermann et al., 2013), ce qui ouvre les 

possibilités d’action des androgènes sur des gènes dépourvus de ARE. L’interaction du 

récepteur aux androgènes avec le facteur de transcription YY1 (Yin Yan-1) augmente sa liaison 

à un élément de réponse aux androgènes et donc son activité de transcription dans les cellules 

cancéreuses de prostate (Deng et al., 2009).  

On note la présence de molécules pionnières qui sont capables de lier la chromatine 

antérieurement à AR afin de faciliter sa liaison. Ainsi, les molécules pionnières peuvent avoir un 

rôle actif en permettant l’ouverture de la chromatine ou un rôle passif en liant le promoteur de 

certains gènes afin de favoriser leur transcription rapide (Drouin, 2014, Zaret et al., 2011). Les 

premières études ayant mis en évidence des molécules pionnières dans la réponse aux 

stéroïdes ont identifié des motifs GATA et FOXA1 au sein des sites de liaison du récepteur aux 

androgènes (Carroll et al., 2005a, Carroll et al., 2006, Wang et al., 2007). Ces études ont 

d’ailleurs montré que la déplétion de FOXA1 et GATA-2 diminue la liaison du récepteur aux 

androgènes à la chromatine et la transcription qui en suit. FOXA1 (Sahu et al., 2011), GATA2 

(Wu et al., 2014a), HNF4a et TFAP2A (Pihlajamaa et al., 2014) sont des molécules pionnières 

pour AR dans certains tissus. En effet, une molécule pionnière n’est pas spécifique d’un facteur 

de transcription mais influence les réponses transcriptionnelles au sein de complexes entre la 

chromatine et un facteur de transcription particulier dans un contexte spécifique dépendant du 

type cellulaire. Ainsi, le récepteur aux androgènes ne collabore pas avec les mêmes molécules 
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pionnières dépendamment de la lignée cellulaire (Lupien et al., 2008) ou du tissu (Pihlajamaa et 

al., 2014). Dans trois tissus de souris sensibles aux androgènes, seulement 7 à 16% des 

liaisons du récepteur aux androgènes sont partagées entre le rein, la prostate et l’épididyme 

(Pihlajamaa et al., 2014), démontrant que l’action du récepteur aux androgènes est 

remarquablement spécifique de chaque tissu cible. 

Plus récemment, une autre voie d’action des androgènes a été découverte au sein de 

l’épididyme (Hamzeh et al., 2011). A l’inverse des voies génomiques qui requièrent des heures 

ou des jours pour exercer leurs actions, cette voie non génomique peut être activée en 

quelques minutes ou secondes. En effet, la DHT est capable de phosphoryler la kinase ERK 

très rapidement via la phosphorylation du coactivateur aux stéroïdes SRC (steroid receptor co-

activator) et les MAP kinases. La phosphorylation de ERK permet la phosphorylation du facteur 

de transcription CREB qui peut alors se lier à l’ADN et réguler l’activité de gènes cibles 

(Hamzeh et al., 2011). Cette activation transite par IGF-1R, le récepteur d’IGF-1 (insulin-like 

growth factor 1) qui joue un rôle crucial dans la maturation des cellules de Leydig (Wang et al., 

2003). En effet, les souris mutées pour IGF-1 présentent un faible niveau d’androgènes, un 

épididyme peu développé et sont infertiles (Baker et al., 1996). De plus, des expériences de 

privation d’androgènes sur des cellules épididymaires de souris ont montré que beaucoup de 

gènes répondants aux androgènes interagissent directement avec IGF-1 (Seenundun et al., 

2007), ce qui suggère un rôle central d’IGF-1 dans la réponse aux androgènes au sein de 

l’épididyme. 

Le rôle des androgènes et particulièrement de AR est majeur pour la fertilité masculine. 

Plusieurs modèles de souris transgéniques ont été développées afin de comprendre les actions 

de AR dans le tractus reproducteur mâle (Kerkhofs et al., 2009). Les souris dont Ar a été muté 

dans la tête de l’épididyme ne développent pas de segment initial, présentent un épithélium 

mince et sont infertiles (O'hara et al., 2011). La mutation de Ar dans le segment initial provoque 

également une azoospermie, une déformation des tubules et une atrophie du segment initial 

(Krutskikh et al., 2011). La génération de souris transgéniques dont AR a été muté par le 

système Cre/Lox sous l’activation du promoteur de TFAP2a a permis d’établir l’importance de 

AR dans la différenciation des cellules basales et principales de l’épididyme (Murashima et al., 

2011). Cette perturbation de la différenciation est causée par la réduction de l’expression de 

p63 qui semble être régulée par les androgènes. Les souris SPARKI dont le domaine de liaison 

à l’ADN de AR a été muté présentent une diminution de l’expression du gène de la 5a-

réductase de type II ainsi qu’une diminution de la motilité des spermatozoïdes et de la fertilité 
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(Kerkhofs et al., 2012). Tous ces modèles de souris transgéniques démontrent l’importance de 

AR dans la différenciation et le maintien des fonctions de l’épididyme. 

La génération de souris transgéniques pour AR dans la prostate a également permis de 

vérifier l’importance de AR dans cette glande. La délétion de AR dans les cellules épithéliales 

de prostate (souris pes-ARKO) induit une apoptose des cellules luminales et une prolifération 

des cellules basales (Niu et al., 2011). Ces deux phénomènes opposés conduisent à une 

atrophie du stroma, à un tissu non différencié et démontrent la spécificité cellulaire des actions 

de AR (Wu et al., 2007a). Les souris PEARKO dont AR a été muté au sein de l’épithélium de la 

prostate présentent également une inactivation de AR dans l’épididyme, les vésicules 

séminales et les canaux déférents (Simanainen et al., 2007). Malgré des testicules 

opérationnels, ces souris présentent une diminution de la fertilité surement liée à des altérations 

du temps de transit dans l’épididyme et des spermatozoïdes possédant des flagelles déformés 

(Simanainen et al., 2008). Les souris PEARKO ont permis de mettre en évidence l’importance 

des androgènes dans les glandes sexuelles accessoires pour le maintien de la fertilité. Ces 

études démontrent une fois de plus l’importance des androgènes dans la différenciation et le 

maintien des fonctions de l’épididyme. 

1.5.1.2. Les œstrogènes 

Il est maintenant bien établi que les œstrogènes ont une influence sur le système 

reproducteur mâle (Habermann et al., 2001, Hess, 2003, Hess et al., 1997a, Hess et al., 2004, 

Lee et al., 2000). L’œstradiol est le deuxième métabolite actif de la testostérone. Il est 

synthétisé grâce au cytochrome P450 (ou Cyp19), une aromatase présente notamment dans 

les spermatozoïdes, au niveau de la gouttelette cytoplasmique (Hess et al., 2004). Chez le rat, 

la présence du cytochrome P450 a également été démontrée dans les cellules de Sertoli, les 

cellules souches et les cellules de Leydig (Hess, 2003, Hess et al., 2004). Il a été montré que 

seules les cultures primaires de cellules de l’épididyme expriment le Cyp19 mais que cette 

enzyme est absente de l’épithélium in vivo (Hess et al., 2004).  

L’œstradiol agit sur les cellules cibles par l’intermédiaire des récepteurs aux œstrogènes 

ERa et ERb (estrogen receptor). Il existe plusieurs voies de signalisation par lesquelles les ER 

peuvent réguler les processus biologiques (Heldring et al., 2007). Dans la première voie, les 

œstrogènes se lient aux ER qui s’associent en dimères. Cette interaction permet aux ER 

d’interagir directement avec l’ADN sur des sites appelés éléments de réponse aux œstrogènes 

ou ERE (estrogen response element) présents sur les promoteurs de gènes régulés par les 
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œstrogènes. Après liaison avec les œstrogènes, les ER peuvent également interagir avec 

d’autres facteurs de transcription tels que AP-1 (Kushner et al., 2000) ou SP1 (Saville et al., 

2000) et ainsi influencer la transcription de gènes ne possédant pas d’ERE.  

Une autre voie d’action de l’œstradiol dans les cellules endothéliales permet d’avoir des 

réponses très rapides de quelques secondes ou minutes après l’addition d’œstradiol (Gilligan et 

al., 1994, Simoncini et al., 2004, Simoncini et al., 2003). Cette voie n’implique pas l’action 

transcriptionelle des œstrogènes : ERa interagit physiquement avec PI3K, ce qui active la 

cascade de signalisation de PI3 kinase/Akt. Les œstrogènes peuvent également agir par 

l’intermédiaire du récepteur aux œstrogènes couplé aux protéines G, GPER (G-protein coupled 

receptor). Ce récepteur est exprimé dans l’épididyme, au niveau des cellules principales avec 

un marquage plus intense au niveau du corps et de la queue de l’épididyme (Pereira et al., 

2014). 

Dans l’épididyme, ERa est présent dans le noyau et le cytoplasme des cellules 

épithéliales tout au long de l’épididyme (Hess et al., 2011), mais sa localisation diverge selon 

les études (Hess et al., 1997a, Saunders et al., 2001, Zhou et al., 2002). Les souris déficientes 

pour ERa (ERKO) ont permis de mettre en évidence le rôle crucial de ERa dans la réabsorption 

du fluide luminal dans la tête de l’épididyme (Hess et al., 1997a) ainsi que dans les canaux 

efférents (Ruz et al., 2006). Le manque de réabsorption conduit à des spermatozoïdes trop 

dilués et donc à l’infertilité. Aussi, les souris ERKO présentent des cellules claires, apicales et 

étroites anormales, suggérant un rôle pour ERa dans le développement et dans le maintien de 

l’intégrité de l’épithélium épididymaire.  

Une autre étude a montré l’importance de la localisation de ERa dans la fertilité. En 

effet, bien que la majorité de ERa soit située dans le cytoplasme ou le noyau de la cellule, 

environ 5 à 10% de ERa est situé à la membrane plasmique (Acconcia et al., 2004, Pedram et 

al., 2007). En utilisant des souris transgéniques ne possédant pas de ERa membranaire, 

l’équipe de Nanjappa et collaborateurs démontre que la portion membranaire de ERa est 

requise pour le développement normal et le bon fonctionnement de l’appareil reproducteur mâle 

(Nanjappa et al., 2016). En effet, chez les souris ne possédant pas de ERa membranaire les 

spermatozoïdes de l’épididyme ont une motilité réduite de 85% et 95% d’entre eux sont 

anormaux (absence de tête, flagelle tordu…). De plus, la production de spermatozoïdes est 

réduite de 62% chez les souris mutées.  
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ERb est également exprimé dans les différents types cellulaires de l’épididyme, sauf les 

cellules halo (Hess, 2003, Zhou et al., 2002). Le rôle de ERb reste encore à déterminer au sein 

de l’épididyme car les souris déficientes pour ERb présentent un épididyme normal et sont 

fertiles (Krege et al., 1998). 

1.5.1.3. Les glucocorticoïdes 

Les glucocorticoïdes sont des hormones stéroïdiennes sécrétées sous le contrôle de 

l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Chez la majorité des mammifères incluant l’humain, 

le principal glucocorticoïde sécrété est le cortisol. Chez la souris, le rat et le lapin, le principal 

est la corticostérone. Ces hormones ont un rôle majeur dans divers processus physiologiques 

tels que la croissance et le développement, la réponse inflammatoire, la réponse au stress, 

l’homéostasie du glucose et la reproduction (Zhou et al., 2005).  

L’action des glucocorticoïdes est relayée par le récepteur aux glucocorticoïdes GR 

(glucocorticoid receptor) qui appartient à la superfamille des récepteurs nucléaires. Après 

liaison du ligand, GR subit un changement conformationel et migre vers le noyau où il peut 

recruter des cofacteurs afin de réguler l’expression de gènes cibles. Les niveaux d’expression 

de GR sont différemment régulés en fonction du tissu ou du type cellulaire (Turner et al., 2006).  

Les glucocorticoïdes exercent différentes actions sur le système reproducteur mâle. Une 

élévation des niveaux sanguins de glucocorticoïdes associée à la maladie de Cushing inhibe la 

production de testostérone par les cellules de Leydig. Cette diminution du niveau de 

testostérone passe par l’intermédiaire de GR qui inhibe l’expression des enzymes StAR 

(steroidogenic acute regulatory protein) et 3bHSD (3b hydroxysteroiddehydrogenase 1), 

impliquées dans la stéroïdogénèse (McKenna et al., 1979, Whirledge et al., 2010, Xiao et al., 

2010). De plus, on remarque que l’administration de dexaméthasone à des rats induit une 

apoptose des cellules germinale (Yazawa et al., 2000). Aussi, l’inhibition de GR dans les 

cellules de Sertoli conduit à une réduction de la taille de la lumière des tubules séminifères, une 

réduction du nombre de cellules de Sertoli et une réduction des spermatocytes (Hazra et al., 

2014). Paradoxalement, des cas d’infertilité ont été observé chez des patients atteints de la 

maladie d’Addison qui correspond à une diminution des niveaux sanguins de glucocorticoïdes 

(Kowal et al., 2006, Sugino et al., 2006). Ces données suggèrent qu’un certain niveau de 

glucocorticoïdes est nécessaire au bon fonctionnement de l’appareil reproducteur mâle. Une 

ablation des glandes surrénales chez des rats immatures empêche l’augmentation du niveau de 

testostérone sanguin observé durant la puberté (Lescoat et al., 1982). Cela conduit à un retard 
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de la maturation testiculaire et donc de la spermatogénèse. Certaines études obtiennent des 

résultats contradictoires concernant les effets des glucocorticoïdes sur les niveaux de 

testostérone. L’adrenalectomie chez des rats matures a été associée à une augmentation (Gao 

et al., 1996) ou à l’absence de changement (Silva et al., 2010) des niveaux sanguins de 

testostérone. Cependant, un excès de glucocorticoïdes en réponse à un stress a été associé à 

une diminution de la biosynthèse et de la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig et 

provoque l’apoptose de ces cellules (Gao et al., 2003, Welsh et al., 1982). Chez des patients 

atteints du syndrome de Cushing qui correspond à un hypercortisolisme chronique, on observe 

des troubles sexuels comme une baisse de la libido ou une impuissance (Vierhapper et al., 

2000). Les niveaux de glucocorticoïdes doivent donc être régulés avec précision afin que leurs 

actions ne soient pas néfastes pour le système reproducteur mâle. 

GR est exprimé dans toutes les parties de l’épididyme (Silva et al., 2010). GR est 

localisé dans le cytoplasme et le noyau des cellules épithéliales de l’épididyme, dans les 

cellules musculaires lisses et interstitielles. Une étude s’est intéressée à la localisation de GR 

au cours du développement de l’épididyme du rat et rapporte que GR est présent au sein des 

cellules interstitielles, étroites, apicales, basales, principales et des muscles lisses à tous les 

âges (Gladstones et al., 2012). L’intensité du marquage de GR par immunohistochimie est très 

forte dans les cellules interstitielles à tous les âges. Elle est modérée dans le cytoplasme des 

cellules épithéliales aux jours 28 et 40 puis devient faible à des âges plus avancés, excepté 

pour les cellules basales dans lesquelles la réactivité est intense et se maintient à partir du jour 

28. Aux jours 7, 15 et 28, les cellules des muscles lisses sont très réactives mais ce marquage 

ne perdure uniquement que dans le segment initial à des âges plus avancés. Ces résultats 

suggèrent que GR est présent lors de la différenciation du tissu mais il est moins actif dans les 

cellules épithéliales lorsque le tissu est différencié.  

 Le GR est également exprimé au sein du tissu adipeux de l’épididyme et son expression 

est modulée par le stress (Farias-Silva et al., 2004). En effet, on remarque une diminution de 

l’expression de GR chez des rats stressés comparés aux rats témoins dans le tissu adipeux. De 

plus, une situation de stress aiguë ou chronique fait varier les niveaux sanguins de 

corticostérone et une situation de stress chronique diminue les niveaux de testostérone ainsi 

que le compte spermatique, la mobilité et la viabilité des spermatozoïdes (Garcia-Diaz et al., 

2015). Ces résultats suggèrent un effet néfaste du stress pour la fertilité masculine et un rôle 

important du GR dans la réponse au stress. Il serait intéressant de regarder la variation 
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d’expression de GR au sein de l’épithélium épididymaire lors d’un épisode de stress afin de 

mieux comprendre son rôle dans ce tissu. 

Il apparaît que les androgènes et les glucocorticoïdes ont des effets liés. En effet, il est 

intéressant de noter qu’une castration augmente l’ARNm de GR dans la tête et la queue de 

l’épididyme et cet effet est réversible après rétablissement des niveaux de testostérone (Silva et 

al., 2010). L’effet au niveau de la protéine GR n’est significatif que dans la tête de l’épididyme, 

suggérant que l’expression de GR est plus sensible aux androgènes sanguins dans cette région 

de l’épididyme. Ces données démontrent que l’expression de GR et sa régulation par les 

androgènes est spécifique de la région et du type cellulaire dans l’épididyme. De plus, une 

adrenalectomie induit une augmentation des niveaux protéiques de AR dans la queue de 

l’épididyme (Silva et al., 2010). Cet effet est réversible avec un rétablissement des niveaux de 

glucocorticoïdes, ce qui suggère que les glucocorticoïdes régulent la réponse aux androgènes 

au sein de l’épididyme en régulant l’expression de AR.  

1.5.1.4. Les hormones thyroïdiennes 

Les hormones thyroïdiennes comprennent la pro-hormone thyroxine (T4) et la 

triiodothyronine (T3). Elles sont synthétisées par la glande thyroïde à partir de l’iode et de la 

tyrosine par des iodothyronines déiodinases (Dio). Elles sont impliquées dans la croissance et 

la différenciation des différents types cellulaires de l’organisme. La voie d’action classique des 

hormones thyroïdiennes passe par la liaison de T3 aux récepteurs des hormones thyroïdiennes 

TR qui migrent vers le noyau afin de réguler l’expression de gènes cibles par l’intermédiaire des 

éléments de réponse aux hormones thyroïdiennes (Yen, 2001). Il existe aussi une voie non 

génomique de l’action des hormones thyroïdiennes. 

L’action des hormones thyroïdiennes sur la régulation des fonctions reproductrices chez 

le mâle a été ignorée pendant plusieurs années. Cependant, les travaux réalisés pendant la 

dernière décennie ont démontré que les hormones thyroïdiennes participent à la différenciation 

et aux fonctions du testicule, pendant la puberté et à l’âge adulte (Castaneda Cortes et al., 

2014, Wagner et al., 2008). En effet, les récepteurs des hormones thyroïdiennes sont exprimés 

dans les testicules chez le rat (Buzzard et al., 2000) et les hormones thyroïdiennes joueraient 

un rôle dans la prolifération des cellules de Sertoli (Holsberger et al., 2005). Il est intéressant de 

noter que la localisation des récepteurs dans les cellules germinales suggère un rôle des 

hormones thyroïdiennes dans la spermatogénèse (Buzzard et al., 2000). De plus, Dio1 est 

également exprimée dans la prostate et est modulée par les hormones thyroïdiennes, la DHT et 

E2, suggérant un rôle de Dio1 dans les fonctions de la prostate (Anguiano et al., 2006). 



 

29 

Des altérations dans la concentration en hormone thyroïdienne résultent en une 

diminution de la fertilité et de l’activité sexuelle (Krassas et al., 2010). L’hypothyroïdie est 

souvent associée à l’hypogonadisme, à une diminution du taux de testostérone et à des 

spermatozoïdes morphologiquement anormaux chez l’humain (Donnelly et al., 2000, Krassas et 

al., 2008, Nikoobakht et al., 2012). De plus, l’hypothyroïdie diminue la production quotidienne de 

spermatozoïdes et augmente le temps de transit à travers l’épididyme (Romano et al., 2016). 

L’hyperthyroïdie altère la motilité des spermatozoïdes et diminue le taux de testostérone 

(Krassas et al., 2008, Krassas et al., 2004). Concernant les gènes impliqués dans la voie de 

signalisation des hormones thyroïdiennes, l’hypothyroïdie augmente l’expression du récepteur 

Thra1 et diminue l’expression de Dio3 (Romano et al., 2016). 

Dans l’épididyme, l’activité de Dio1 est élevée (Anguiano et al., 2008), suggérant un rôle 

important des hormones thyroïdiennes dans la régulation des fonctions de l’épididyme. Les 

études de l’action des hormones thyroïdiennes dans l’épididyme sont peu nombreuses. Il a été 

montré que l’hypothyroïdie chez des rats adultes provoque des altérations morphologiques des 

cellules de la tête et du corps de l’épididyme associées à une diminution du nombre de cellules 

épithéliales (del Rio et al., 1979). Une augmentation du poids de l’épididyme est également 

causée par l’hypothyroïdie (Cooke et al., 1991a). Il est intéressant de noter que l’hypothyroïdie 

néonatale chez le rat influence les niveaux d’ARNm et la localisation de GJA1 dans le segment 

initial, la tête et le corps de l’épididyme au cours du développement post-natal (St-Pierre et al., 

2003). Cette étude suggère que les hormones thyroïdiennes influencent la communication 

cellulaire de l’épididyme. 

1.5.2. Les voies de signalisation 

Plusieurs voies de signalisation régulent certains aspects de la différenciation de 

l’épididyme. La voie de signalisation Wnt implique un grand nombre de protéines jouant des 

rôles importants dans le devenir cellulaire, non seulement durant la vie embryonnaire mais 

également dans la vie adulte et dans le développement de cancers (Nusse, 2005). Les 

protéines Wnt agissent par l’intermédiaire du récepteur Frizzled qui à son tour conduit à 

l’inhibition de la kinase GSK3b (glycogen synthase kinase 3b), ce qui permet une accumulation 

de la b-caténine dans le cytoplasme. La b-caténine entre alors dans le noyau pour interagir 

avec des facteurs de transcription afin de réguler l’expression de gènes cibles.  
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La voie de signalisation Wnt/bcaténine est active dans l’épididyme (Jelinsky et al., 2007, 

Johnston et al., 2005, Wang et al., 2015) et joue divers rôles dans le développement de 

l’épididyme. Wnt9b participe au développement du système uro-génital des mammifères et les 

souris mutées pour Wnt9b n’ont pas d’épididyme (Carroll et al., 2005b). Cela suggère que la 

voie de signalisation Wnt est un régulateur majeur du développement du système uro-génital 

mâle. La b-caténine est impliquée dans le maintien des jonctions cellulaires entre les cellules de 

l’épididyme (DeBellefeuille et al., 2003). Il est intéressant de noter que l’expression de la b-

caténine augmente avec l’âge au sein de l’épididyme de la souris, ce qui suggère une 

implication de la voie Wnt/b-caténine pendant la différenciation post-natale (Wang et al., 2015). 

Récemment, une étude a démontré l’importance de la voie de signalisation Wnt/b-caténine 

dans le développement des canaux de Wolf et dans l’enroulement de l’épididyme (Kumar et al., 

2016). De plus, il a été montré que l’expression de AR est régulée par b-caténine et que ces 

deux protéines interagissent ensemble (Lee et al., 2013, Yang et al., 2002). Aussi, il apparaît 

des différences spécifiques du tissu dans l’interaction de AR et de la voie Wnt. En effet, les 

androgènes stimulent la voie de signalisation Wnt dans le cancer de la prostate (Lee et al., 

2013) mais l’inhibe dans les glandes mammaires (Gao et al., 2014) et la peau (Kretzschmar et 

al., 2015). Dans l’épididyme, il semblerait que AR et b-caténine n’interagissent pas ensemble 

pendant le développement embryonnaire (Kumar et al., 2016), mais il est possible d’envisager 

des actions communes ou croisées de ces deux protéines durant le développement post-natal 

de l’épididyme. 

Il est intéressant de voir que la voie de signalisation Wnt est impliquée dans la 

maturation des spermatozoïdes indépendamment de b-caténine (De Robertis et al., 2015, Koch 

et al., 2015). En effet, les protéines de la voie Wnt sont sécrétées par les cellules de l’épididyme 

dans la lumière du tubule, interagissent avec les spermatozoïdes et stimulent la maturation des 

spermatozoïdes. Ces données suggèrent l’importance de la voie Wnt dans l’épididyme dans le 

développement embryonnaire, mais également après la différenciation, dans la maturation des 

spermatozoïdes. 

La voie de signalisation ERK est également impliquée dans le développement de 

l’épididyme. Cette voie de signalisation est très active dans le segment initial où elle joue un 

rôle dans la différentiation de cette région (Xu et al., 2010b). Cette voie est activée par des 

facteurs luminaux arrivant du testicule. Lors de la ligature des canaux efférents, on assiste à 

une inhibition de la voie ERK, ce qui entraîne l’activation des voies de signalisation STAT et 

NFKB qui conduisent à l’apoptose des cellules du segment initial (Xu et al., 2011). Récemment, 
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il a été montré que la délétion du gène codant pour PTEN (phosphatase and tensin homolog) 

dans la partie proximale de l’épididyme entraîne l’activation de la voie de signalisation AKT (Xu 

et al., 2014). L’activation de cette voie inhibe certains composants de la voie ERK et on observe 

une hypertrophie de l’épididyme avec des altérations de la taille et de la forme du segment 

initial. De plus, la prolifération cellulaire est modifiée et on assiste à une dédifférenciation du 

tissu. Enfin, la fertilité de ces souris est affectée et elles deviennent progressivement infertiles, 

ce qui suggère l’importance de PTEN dans la différenciation des cellules du segment initial et la 

maturation des spermatozoïdes.  

L’expression du récepteur tyrosine kinase ROS1 dans plusieurs tissus durant le 

développement et l’embryogénèse suggère que cette protéine joue un rôle dans la 

différenciation des tissus épithéliaux. De plus, son expression est dérégulée dans certains 

cancers. Dans l’épididyme, sa présence est requise pour l’activation de la voie ERK1/2 au 

niveau du segment initial (Jun et al., 2014). L’insertion d’un gène Ros1 codant pour une 

protéine non fonctionnelle dans des souris transgéniques provoque un défaut de différenciation 

du segment initial et conduit à l’infertilité.  
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2. Les jonctions lacunaires 

La communication intercellulaire est indispensable à deux cellules voisines pour échanger 

des informations et synchroniser leurs actions au sein d’un même tissu. Les jonctions 

lacunaires ou en anglais « Gap junctions » sont les médiatrices de ces échanges cellulaires 

directs (Goodenough et al., 1996), nécessaires à certains processus tels que la prolifération et 

la différenciation cellulaire (Kumar et al., 1996).  

2.1. Organisation de la jonction lacunaire 

La structure des jonctions lacunaires a été mise en évidence pour la première fois par 

microscopie électronique en utilisant la technique de cryofracture sur des échantillons de foie de 

souris (Goodenough et al., 1970). Elles sont formées par l’apposition de demi-canaux situés 

à la membrane de cellules adjacentes appelés connexons (Nielsen et al., 2012). Lorsque les 

connexons sont ancrés, un canal transmembranaire est créé (Figure 1.4). Ainsi, le cytoplasme 

des cellules est directement lié et elles peuvent alors échanger des ions et molécules (seconds 

messagers, cAMP, Ca2+, IP3) limitées à 1000 Daltons (Esseltine et al., 2016, Nielsen et al., 

2012).  

 

 

Figure 1. 4 Jonction lacunaire entre deux cellules adjacentes. 
Les jonctions lacunaires sont des pores permettant le passage direct d’ions ou de petites molécules entre deux 
cellules adjacentes. Créé par C. Adam. 
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Chez les vertébrés, les protéines transmembranaires qui forment les jonctions 

lacunaires sont les Cxs et chaque connexon est constitué d’un hexamère de Cxs (Defamie et 

al., 2014, Esseltine et al., 2016, Nielsen et al., 2012). Les Cxs sont nommées d’après leur poids 

moléculaire estimé; ainsi, Cx43 est une protéine de 43 kDa. Une nomenclature plus récente des 

Cxs est le système GJ (Gap Junction) dans lequel les Cxs sont identifiées selon le sous-groupe 

(a, b, c, d ou e) dans lequel elles sont classées et numérotées selon leur ordre de découverte 

(Sohl et al., 2003). En utilisant cette nomenclature, Cx43 est GJA1 

(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/314). 

Les Cxs sont synthétisées par des ribosomes liés à la membrane du réticulum 

endoplasmique. Leur séquence d’acides aminés code des régions hydrophobes reconnues par 

la protéine SRP (signal recognition particule) qui permet à la Cx d’acquérir sa conformation 

finale. Ensuite, les Cxs s’oligomérisent pour former un connexon et sont transportées à la 

membrane plasmique par l’intermédiaire de l’appareil de Golgi et des microtubules (Segretain et 

al., 2004). Une étude a mis en évidence une voie de transport indépendante des microtubules 

pour GJB2 (Martin et al., 2001) et une autre étude a observé la présence de membranes de 

réticulum endoplasmique au niveau des jonctions lacunaires composées de GJA1 (Segretain et 

al., 2004). Ces résultats suggèrent que les connexons assemblés dans le réticulum 

endoplasmique pourraient être acheminés directement à la membrane plasmique, sans passer 

par l’appareil de Golgi. 

Les connexons peuvent être composés d’une seule ou de différentes Cxs. Chaque 

connexon peut être homomérique s’il est constitué d’un seul type de Cx ou hétéromérique, s’il 

contient différents types de Cxs (Figure 1.5) (Nielsen et al., 2012). Lorsque deux connexons 

identiques s’associent, ils forment un canal homotypique. Il arrive également que deux cellules 

n’exprimant pas les mêmes Cxs forment un canal avec deux connexons différents, dans ce cas, 

le canal est dit hétérotypique. Il existe alors quatre combinaisons possibles de canaux (Figure 

1.5). L’association de ces différents types de connexons permet de créer des canaux aux 

propriétés uniques. Ainsi pour une même molécule, toutes les jonctions lacunaires n’ont pas les 

mêmes propriétés de perméabilité (Harris, 2007). Sachant qu’à ce jour, 21 Cxs sont connues 

chez l’humain et 20 chez les rongeurs (Sohl et al., 2003), et qu’un connexon est constitué de 6 

Cxs, cela permet un grand nombre de combinaisons. Cependant, toutes les associations de 

Cxs ne sont pas possibles. Par exemple, GJB2 peut former des connexons hétéromériques 

avec GJB6 (Cx30) et GJB1 (Cx32) mais pas avec GJA5 (Cx40) (Goodenough et al., 1996). De 

plus, l’expression des Cxs diffère au sein des différents tissus, des types cellulaires et des 
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stades de développement, ce qui apporte complexité et plasticité aux jonctions lacunaires 

(Brissette et al., 1994, Dufresne et al., 2003, Locke et al., 2000, Oyamada et al., 1996).  

Des expériences utilisant des souris knock-in et knock-out ont montré que les Cxs 

partagent certaines fonctions mais possèdent également des fonctions propres à chaque 

isoforme (Segretain et al., 2004). Par exemple, le remplacement de la région codante de GJA1 

par GJB1 ou GJA5 permet d’éviter le phénotype létal obtenu avec l’ablation de GJA1 mais les 

souris mutées possèdent des problèmes morphologiques et fonctionnels (Plum et al., 2000). 

Ces défauts sont spécifiques à chaque Cxs et différents de ceux obtenus avec l’ablation de 

GJA1. Aussi, les souris mutées pour GJA4 (Cx37) et GJA5 démontrent de sévères défauts 

vasculaires alors que des effets mineurs sont observables lors de l’ablation d’une des deux Cxs 

(Simon et al., 2002).  

Les fonctions des Cxs ne se limitent pas à la communication intercellulaire, car la 

présence de connexons « libres », non associés avec un autre connexon et formant ainsi un 

demi-canal a été reporté dans plusieurs types cellulaires (Burra et al., 2009, Burra et al., 2011, 

Fiori et al., 2014, Jiang et al., 2003, Pearson et al., 2005, Plotkin et al., 2000). Le rôle de ces 

demi-canaux n’est pas encore complètement compris mais il a été suggéré qu’ils joueraient un 

rôle dans la communication paracrine et autocrine (De Vuyst et al., 2007, Esseltine et al., 2016, 

Pearson et al., 2005).  

Les Cxs sont des protéines à quatre domaines transmembranaires avec les extrémités 

C- et N-terminales intracellulaires. Les deux boucles extracellulaires sont responsables de 

l’ancrage avec d’autres Cxs alors que la boucle intracellulaire permet de réguler l’ouverture du 

canal (Goodenough et al., 1996). Les parties transmembranaires et les boucles intra- et 

extracellulaires sont très conservées au sein des différentes Cxs. C’est la longueur et la 

séquence de la partie C-terminale qui varie entre les différents membres de la famille des Cxs. 

C’est également sur la partie C-terminale qu’ont lieu les modifications post-traductionnelles 

comme la phosphorylation (D'Hondt et al., 2013).  

Beaucoup de membres de la famille des Cxs possèdent des sites de phosphorylation et 

il a été démontré qu’elles peuvent être phosphorylées par des kinases in vitro et dans certains 

cas dans des tissus (Lampe et al., 2000a, Saez et al., 1998). La phosphorylation des Cxs a lieu 

sur des résidus sérine, thréonine et tyrosine par différents protéines kinases incluant la PKA, la 

PKB, la PKC, les MAPK ou encore CK1 (D'Hondt et al., 2013, Lampe et al., 2000b, Solan et al., 

2005, Solan et al., 2014). Beaucoup d’intérêt a été apporté à l’étude de la PKC car les 

activateurs de cette enzyme augmentent la phosphorylation de GJA1 et diminuent la 
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communication cellulaire dans de nombreux types cellulaires (Brissette et al., 1991, Ek-Vitorin 

et al., 2006, Granot et al., 1994, Lampe, 1994, Lampe et al., 2000b, Reynhout et al., 1992). La 

région C-terminale de GJA1 contient plusieurs sites de phosphorylation (Solan et al., 2014) et 

GJA1 peut être phosphorylée par PKC sur cinq sérines (Ser365, 368, 369, 372 et 373) (Shah et 

al., 2002). La phosphorylation des résidus sérines situés sur la partie C-terminale de GJA1 par 

la PKC diminue la conductance du canal transmembranaire (Ek-Vitorin et al., 2006, Lampe et 

al., 2000b). Dépendamment du type cellulaire, les différentes isoformes de la PKC phosphoryle 

GJA1 et l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de certains isotypes de PKC ont permis de mieux 

comprendre l’implication de chaque isotype dans la diminution de la communication cellulaire. 

Par exemple, l’inhibition de la communication cellulaire est dépendante de PKCa, b et d dans 

divers modèles de fibroblastes (Cruciani et al., 2001). Dans les cellules de l’œil, la 

surexpression de PKCg diminue la présence de GJA1 à la membrane plasmique et augmente la 

phosphorylation de GJA3 (Saleh et al., 2001, Wagner et al., 2002). Dans les cellules 

cardiaques, PKCa et e sont capables de former un complexe avec GJA1 et les deux isoformes 

augmentent la phosphorylation de GJA1 (Bowling et al., 2001). Dans les cellules hypophysaires 

TtT/GF, la phosphorylation basale de GJA1 est orchestrée par PKCz mais sa re-

phosphorylation (après sa déphosphorylation par TNFa) est relayée par PKCa (Meilleur et al., 

2007). Aussi, un traitement de ces cellules avec du bFGF induit la phosphorylation de GJA1 par 

PKCa (Vitale et al., 2015). 

Il est à noter que la phosphorylation des Cxs est observable dans le système 

reproducteur mâle. Durant la phase active de spermatogénèse chez le vison, GJA8 est 

phosphorylée et localisée à la barrière hémato-testiculaire alors que GJA3 est déphosphorylée, 

ce qui suggère une implication de la phosphorylation des Cxs au sein de la barrière hémato-

testiculaire (Pelletier et al., 2015). Dans un modèle murin de dysplasie oculo-dento-digitale, la 

phosphorylation de GJA1 est diminuée, ce qui conduit à une diminution de la communication 

cellulaire, une apoptose des cellules germinales et une atrophie des tubules séminifères 

(Gregory et al., 2011). La phosphorylation mais également la sumoylation ou la nitrosylation 

peuvent modifier la perméabilité de la Cx, procurant ainsi une sélectivité particulière au canal 

(Johnstone et al., 2012).  
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Figure 1. 5 Connexines et connexons. 
Une connexine possède quatre domaines transmembranaires et les extrémités N- et C-terminales sont situées à 
l’intérieur de la cellule. Six connexines s’assemblent afin de former un connexon. Un connexon peut être homo- ou 
hétéromérique, suivant s’il est formé d’une ou de plusieurs connexines. Ainsi, on assiste à la formation de canaux 
homo- ou hétérotypiques. Créé par C. Adam. 

2.2. Rôles de la communication intercellulaire  

Les jonctions lacunaires sont situées à la membrane plasmique de la majorité des types 

cellulaires (Bruzzone et al., 1996). Leur fonction est d’assurer les échanges cellulaires directs 

entre les cellules et de leur permettre de synchroniser leurs actions. Les jonctions lacunaires 

sont indispensables au fonctionnement d’organismes multicellulaires qui nécessitent un niveau 

de coordination élevé (Goodenough et al., 1996, Nielsen et al., 2012).  
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De par leur faible sélectivité, permettant le passage de nombreuses molécules, il n’est 

pas surprenant que les jonctions lacunaires soient impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques. Les Cxs permettent notamment de réguler l’homéostasie, ce qui est essentiel 

pour le bon fonctionnement des différents tissus (Burra et al., 2011). La possibilité d’échanger 

des ions par diffusion directe est primordiale pour les cellules électriquement excitables comme 

les cellules du cœur, les neurones et les cellules des muscles lisses. Ainsi, on retrouve des 

jonctions lacunaires au sein des systèmes cardiovasculaire (Michela et al., 2015, Oyamada et 

al., 1996), digestif (Maes et al., 2015a, Sirnes et al., 2015) et nerveux (Kleopa et al., 2006, Zoidl 

et al., 2010). Elles ont notamment un rôle dans l’assimilation du glucose et certaines Cxs 

comme GJA9 (Cx36) ou GJB1 sont associées aux diabètes de type I et de type II (Wright et al., 

2012).  

Les Cxs permettent aux cellules d’échanger de l’information immunologique, entre une 

cellule infectée et une cellule saine, on les retrouve donc au sein des cellules du système 

immunitaire (Neijssen et al., 2007). Un récente étude montre notamment la présence d’une 

communication par les jonctions lacunaires entre les cellules épithéliales de l’intestin et les 

macrophages (Al-Ghadban et al., 2016). 

La communication cellulaire est également impliquée dans les processus de prolifération 

(Crespin et al., 2014, Zhang et al., 2003) et différenciation (Brissette et al., 1994, Hellmann et 

al., 1999), qui sont des évènements primordiaux dès le développement embryonnaire (Trosko 

et al., 2000). Lors de la différenciation de la peau, on observe un changement d’expression des 

Cxs nécessaire à la différenciation du tissu et à l’acquisition de la barrière épidermique (Djalilian 

et al., 2006, Segre et al., 1999). Lors du processus de cicatrisation, on observe également un 

changement d’expression des Cxs afin de favoriser la prolifération et la reconstruction du tissu 

(Coutinho et al., 2003, Goliger et al., 1995). Une autre étude sur la réparation de cellules 

épithéliales de poumon suivant un traumatisme montre des résultats similaires (Crespin et al., 

2014). Aussi, lors de la différenciation des glandes mammaires, on observe des changements 

dans l’expression des Cxs associées avec d’autres jonctions cellulaires (Dianati et al., 2016, 

Mroue et al., 2015, Stewart et al., 2015b, Tu et al., 1998b). Le changement d’expression des 

Cxs confirme le rôle important des Cxs dans la différenciation cellulaire. Cette variation de la 

communication cellulaire a un impact sur la nature des molécules échangées et module des 

signaux transférés entre les cellules. De plus, il a été montré que les Cxs peuvent échanger des 

ARN non codants (siRNA et miRNA), même si leur poids moléculaire est supérieur aux limites 

connues et établies du pore intercellulaire (Hong et al., 2015, Hosoda et al., 2011, Valiunas et 
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al., 2005, Valiunas et al., 2015). Cette surprenante découverte est un pas de plus vers la 

caractérisation des fonctions des Cxs. Comme les miRNAs ont la capacité de réguler 

l’expression de gènes dans divers processus physiologiques importants comme la prolifération 

et la différenciation mais également dans la transformation maligne, ces études suggèrent des 

rôles majeurs des Cxs dans ces processus (Hong et al., 2015, Hosoda et al., 2011, Valiunas et 

al., 2015). 

Les jonctions lacunaires sont également retrouvées au sein du système reproducteur où 

elles jouent un rôle dans la fertilité (Cyr, 2011, Kidder et al., 2016, Winterhager et al., 2015). 

Une étude a notamment démontré une diminution des niveaux d’ARNm de GJB1 et GJA1 au 

sein d’épididymes de patients azoospermiques comparés à des patients fertiles (Dube et al., 

2012). Il a également été montré que GJA1 joue un rôle majeur dans la spermatogénèse et la 

maturation des spermatozoïdes (Gregory et al., 2011). En effet, les souris mutées pour GJA1 

présentent une diminution du nombre de cellules germinales et de la vélocité des 

spermatozoïdes. Les souris invalidées pour GJA1 spécifiquement dans les cellules de Sertoli 

présentent des cellules de Sertoli immatures toujours en prolifération à l’âge adulte (Sridharan 

et al., 2007) ainsi qu’un arrêt de la spermatogénèse (Brehm et al., 2007) et une diminution du 

nombre de cellules de Leydig (Noelke et al., 2015), suggérant un rôle majeur de GJA1 dans la 

fertilité masculine. Aussi, il est intéressant d’observer que les souris femelles mutées pour GJA4 

sont infertiles (Simon et al., 1997), cependant, aucune maladie humaine provoquant une 

infertilité féminine n’a encore été liée à GJA4.  

Les Cxs participent aux processus de signalisation intracellulaire et interfèrent avec les 

autres jonctions cellulaires (Dianati et al., 2016, Herve et al., 2012, Prochnow et al., 2008, Soon 

et al., 2016, Stout et al., 2004). Une étude a notamment montré par co-immunoprécipitations 

que GJA1 interagit avec ZO-1 ou ZO-2 dépendamment de l’étape du cycle cellulaire (Singh et 

al., 2005). Des expériences d’immunofluorescence ont également montré que ZO-1 colocalise 

avec GJC1 (Cx45) dans les cellules de rein (Kausalya et al., 2001) et avec GJA1 dans les 

fibroblastes (Giepmans et al., 1998) et les cellules musculaires cardiaques (Toyofuku et al., 

1998). ZO-1 interagit également avec GJC2 (Cx47) (Li et al., 2004b) dans le cerveau et avec 

GJA5 dans le cerveau et les poumons (Nagasawa et al., 2006).  

Des expériences de microscopie confocale et d’immunoprécipitation ont montré que 

GJA1 s’associe avec la b-caténine (Wu et al., 2003) dans les cardiomyocytes. GJA1 interagit 

aussi avec la caténine gp120 dans le développement de la crête neurale (Xu et al., 2001). De 

plus, la GJA1 interagit avec la drébrine, la tubuline et ZO-1 dans les processus de migration 
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cellulaire dans le développement des cellules neuronales (Ambrosi et al., 2016). Les Cxs 

interagissent également avec des kinases et des phosphatases comme Src ou PKA qui 

régulent leur phosphorylation et donc leur perméabilité et ouverture (Crow et al., 1990, 

Giepmans, 2004, Lampe et al., 2000b, Richards et al., 2004).  

Il a été montré que la présence même de Cxs peut interférer sur les fonctions des 

jonctions serrées dans les hépatocytes. En effet, l’expression de GJB1 stimule l’expression de 

plusieurs protéines de jonction comme MAGI-1 et les claudines 1 et 2 (Kojima et al., 1999, 

Kojima et al., 2001, Murata et al., 2005). Tien et collaborateurs ont observé que la diminution de 

la GJA1 était corrélée à une diminution de l’occludine et de ZO-1 dans les cellules endothéliales 

de la rétine (Tien et al., 2013). Ces études suggèrent qu’une multitude de protéines sont 

impliquées dans l’organisation, la mise en place et le maintien des jonctions lacunaires et que 

les Cxs peuvent également influer les différentes jonctions cellulaires. 

Enfin, certaines études ont montré que les Cxs ou des fragments de Cxs peuvent être 

situées à d’autres endroits qu’à la membrane plasmique, notamment au niveau du noyau et de 

la mitochondrie (Boengler et al., 2007, Chen et al., 2016, Dang et al., 2003, Schulz et al., 2015). 

La localisation cellulaire de GJA1 évoque un rôle dans la régulation de l’expression de gènes ou 

la croissance cellulaire (Chen et al., 2016, Dang et al., 2003). Cependant, aucune information 

concernant les mécanismes impliqués dans sa migration vers le noyau ni les conditions 

cellulaires requises à cette migration n’est disponible. Ces études intéressantes sur la 

localisation cellulaire inattendue des Cxs étend les possibilités de fonctions des Cxs encore 

inconnues. 

2.3. Importance de GJB2  

GJB2 est impliquée dans des processus physiologiques cruciaux en permettant le 

transfert d’ions et de petites molécules entre deux cellules adjacentes. La délétion de GJB2 

chez les souris est létale in utero puisqu’elle provoque une diminution du transfert de glucose 

par le placenta (Gabriel et al., 1998). GJB2 est donc essentielle au développement 

embryonnaire et elle est également impliquée dans divers processus de prolifération. On la 

retrouve notamment surexprimée dans l’épiderme (Djalilian et al., 2006, Wang et al., 2010) ou 

dans le poumon (Crespin et al., 2014) après une blessure, afin de favoriser la reconstruction du 

tissu.  
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Un dérèglement ou une mutation dans le gène de Gjb2 chez l’humain peut mener à 

diverses pathologies sévères comme la surdité (Han et al., 2014, Nishii et al., 2014, White et al., 

1999, Xu et al., 2013). Les patients atteints de surdité présentent une vaste diversité de 

mutations au sein du gène de Gjb2. À date, plus de 150 mutations ont été recensées au sein du 

gène de Gjb2 (Xu et al., 2013). Plusieurs mutations non-sens ou faux-sens ont été observées 

au sein de familles touchées par la surdité (Gerido et al., 2004, Han et al., 2014). Des souris 

transgéniques mutées pour le gène de Gjb2 dans l’oreille interne ont été développées afin 

d’étudier le rôle de cette Cx. La délétion spécifique de Gjb2 induit une apoptose dans 

l’épithélium de la cochlée et dans les cellules sensitives (Cohen-Salmon et al., 2002). Depuis, 

d’autres modèles de souris portant différentes mutations du gène de Gjb2 ont été développées 

(Kudo et al., 2003, Leibovici et al., 2008). Ces modèles de souris ont permis de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans la surdité. Le rôle exact de GJB2 au sein des 

cellules de l’oreille interne est encore inconnu mais il a été proposé que GJB2 joue un rôle 

majeur dans le cycle des ions K+ durant la transformation des ondes mécaniques en signaux 

électriques (Gerido et al., 2004). 

Dans le cas de surdité syndromique, certaines mutations conduisent à l’apparition de 

diverses maladies de la peau comme une dépigmentation (keratitis-ichthyosis-deafness 

syndrome), ou une augmentation de l’épaisseur des couches superficielles de la peau 

(palmoplantar keratoderma with deafness), ce qui indique un rôle critique des Cxs dans le 

maintien de l’équilibre entre prolifération et différenciation de l’épiderme (Zoidl et al., 2010).  

 Une diminution de l’expression de GJB2 est souvent observée dans les cellules 

cancéreuses par rapport au tissu sain, notamment celles du poumon, de l’œsophage ou du 

colon (Chen et al., 2005, Ezumi et al., 2008, Loncarek et al., 2003, Shimizu et al., 2006, Stewart 

et al., 2015a). En effet, Gjb2 est considérée comme un gène suppresseur de tumeur. A l’inverse 

des oncogènes qui favorisent le développement de cancers et qui sont donc surexprimés dans 

les cellules cancéreuses, les gènes suppresseurs de tumeurs sont généralement inhibés. Leur 

surexpression peut inhiber la prolifération cellulaire et ainsi réguler négativement la croissance 

cancéreuse. C’est le cas pour Gjb2 dont le rôle de suppresseur de tumeur a été étudié dans 

divers cellules cancéreuses (Hellmann et al., 1999, Hirschi et al., 1996, Mesnil et al., 1995). La 

transfection du gène de Gjb2 empêche les cellules cancéreuses de s’étendre de façon 

indépendante et anarchique en leur permettant de communiquer et d’échanger des informations 

avec les cellules saines avoisinantes. Au contraire, certains cancers présentent une 

augmentation de l’expression de Gjb2. C’est le cas pour certains cancers du pancréas (Pfeffer 
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et al., 2004), du colon (Kanczuga-Koda et al., 2005), de la prostate (Tate et al., 2006) et de la 

peau (Haass et al., 2006). Ces résultats remettent en doute le rôle de suppresseur de tumeurs 

de GJB2. 

Ces études suggèrent qu’une régulation de l’expression de GJB2 est cruciale au 

développement normal ainsi qu’à la différenciation des organes. Un dérèglement dans les 

mécanismes de régulation de l’expression de GJB2 peut conduire à de sévères pathologies ou 

favoriser l’apparition de cancers. 

2.4. Importance de GJB1 

GJB1 est impliquée dans la forme X de la maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMTX), une 

neuropathie périphérique héréditaire. En effet, un grand nombre de mutations dans le gène de 

Gjb1 situé sur le chromosome X conduit à cette maladie dont les symptômes comprennent un 

déficit intellectuel, une faiblesse, une atrophie musculaire ainsi qu’une perte de la sensibilité. Le 

gène de Gjb1 étant situé sur le chromosome X, les hommes ont une plus grande prédisposition 

à cette maladie que les femmes. GJB1 est exprimée par les oligodendrocytes et les cellules de 

Schwann, qui sont les cellules myélinisantes du système nerveux périphérique (Spray et al., 

1995). Des mutations dominantes ou récessives du gène de Gjb1 résultent en une 

dégénération progressive des nerfs périphériques dû à une perte de l’homéostasie des cellules 

de Schwann et à un manque de myéline. À ce jour, plus de 300 mutations ont été recensées 

sur tous les domaines de la protéine, ce qui suggère que toutes les régions de GJB1 sont 

importantes (Ionasescu, 1998, Kleopa et al., 2006, Musso et al., 2001, Spray et al., 1995). 

L’analyse des mutations CMTX in vitro indique que dans beaucoup de cas les mutations 

affectent l’ancrage des connexons et donc la formation de jonctions lacunaires fonctionnelles ou 

bien l’acheminement des connexons vers la membrane plasmique (Ressot et al., 1998). 

Afin d’étudier cette maladie, des souris transgéniques mutées pour la Cx32 ont été 

développées.  La délétion du gène de Gjb1 conduit à des souris viables, fertiles mais 17% plus 

légères que les souris témoins (Nelles et al., 1996). De plus, ces souris présentent une 

neuropathie périphérique ainsi qu’un dysfonctionnement du foie qui les rend plus susceptibles 

au développement de tumeurs (Anzini et al., 1997, Scherer et al., 1998). La démyélinisation des 

nerfs observée est plus intense au niveau des nerfs moteurs que celle des nerfs sensoriels, 

comme chez l’humain. Ces recherches indiquent qu’une mutation d’un seul allèle de Gjb1 dans 

les cellules de Schwann est suffisante pour causer une neuropathie démyélinisante, ce qui 
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confirme le rôle essentiel de Gjb1 dans les cellules de Schwann chez l’humain et la souris. De 

récentes études ont d’ailleurs montré que la réexpression de Gjb1 dans des cellules de 

Schwann diminue la neuropathie dans un modèle de souris mutées pour Gjb1 (Sargiannidou et 

al., 2015, Scherer et al., 2005, Schiza et al., 2015). Ces résultats sont encourageants et 

prometteurs pour la recherche de nouveaux traitements contre cette maladie. 

L’homéostasie est un des facteurs les plus importants afin de maintenir le bon 

fonctionnement d’un tissu et une perturbation de l’homéostasie conduit souvent au 

dysfonctionnement des organes et au développement de cancers (Heinz-Peer et al., 1994). 

GJB1 permet de maintenir l’homéostasie au sein d’un tissu grâce à la formation de jonctions 

lacunaires (Cottrell et al., 2005). Une diminution de l’expression de GJB1 est observée dans les 

carcinomes de reins (Hirai et al., 2003, Yano et al., 2003), suggérant un rôle de GJB1 dans le 

maintien du bon fonctionnement des reins. De plus, les souris mutées pour GJB1 sont plus 

susceptibles à la formation induite de tumeurs du foie (King et al., 2004) et GJB1 est souvent 

diminuée dans les cellules cancéreuses de foie (Piechocki et al., 1999, Schwarz et al., 2003), 

suggérant un rôle important de GJB1 dans la cancérogénèse.  

Comme son expression est diminuée dans un certain nombre de cellules cancéreuses, 

Gjb1 semble être un bon candidat comme gène suppresseur de tumeurs (Yano et al., 2004, 

Yano et al., 2003). La diminution de l’expression de Gjb1 par ARN interférant dans des cellules 

cancéreuses de foie augmente la prolifération cellulaire (Edwards et al., 2008). A l’inverse, 

l’augmentation de l’expression de Gjb1 réduit la prolifération cellulaire.  

2.5. Expression des connexines dans l’épididyme de rat 

2.5.1. Expression des connexines durant la différenciation de l’épididyme 

L’épididyme est un organe hautement régionalisé composé de multiples types cellulaires 

aux diverses fonctions. Afin de maintenir la cohésion et l’organisation nécessaire au bon 

fonctionnement de l’épididyme, les cellules qui le constituent doivent communiquer entre elles 

afin de synchroniser leurs actions. La communication entre les différents types cellulaires de 

l’épididyme est possible grâce aux Cxs. L’épididyme exprime plusieurs Cxs au cours de son 

développement (Figure 1.6).  
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Figure 1.6 Représentation schématique de l'expression des Cxs dans l'épididyme proximal durant le 
développement post-natal chez le rat. 
Gjb2 est fortement exprimée dans l’épithélium indifférencié et son expression diminue au cours de la différenciation 
du tissu pour devenir presque indétectable chez l’adulte. L’expression de Gjb4, Gjb5 et Gjb1 augmente 
progressivement jusqu’à atteindre un plateau pendant le développement postnatal. Gja1 suit le même schéma que 
Gjb2 mais est toujours détectable chez l’adulte. Réalisé par C. Adam à partir des données de Dufresne et al. 2003. 

 

GJA1 est la première Cx à avoir été identifiée au sein de l’épididyme (Cyr et al., 1996). 

L’expression de GJA1 chez le rat augmente jusqu’au jour 28 puis diminue jusqu’à atteindre un 

plateau jusqu’au jour 90 (Dufresne et al., 2003). Les cellules basales apparaissent dans la 

queue de l’épididyme au jour 21 et sont détectables dans tout l’épididyme au jour 28 (Robaire et 

al., 2002). Les cellules principales sont visibles au jour 28 (Hermo et al., 1992). GJA1 étant 

localisée entre les cellules basales et principales de l’épithélium (Figure 1.7), l’apparition de ces 

deux types cellulaires au sein de l’épithélium permet d’expliquer les variations d’expression de 

GJA1 durant le développement. 
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Figure 1. 7 Représentation schématique de la localisation des différentes Cxs dans l'épididyme durant le 
développement post-natal chez le rat. 
GJB2 est fortement exprimée entre les cellules indifférenciées de l’épithélium à 14 jours. GJB1 est colocalisée avec 
GJB2 chez les rats de 14 jours. Chez les rats adultes de 91 jours, l’expression de GJB2 est plus faible et elle est 
localisée entre les cellules principales. GJB1 est fortement exprimée chez les rats de 91 jours entre les cellules 
principales adjacentes mais également entre les cellules principales et étroites, apicales et claires. GJB1 et GJB2 
peuvent être colocalisées ou exprimées indépendamment chez les rats adultes. GJA1 est localisée entre les cellules 
basales et principales chez les rats de 91 jours. Aucune information de localisation n’est disponible pour GJB3, 
GJB4, GJB5 et GJB6 dans l’épididyme. P : cellule principale ; E : cellule étroite ; A : cellule apicale ; C : cellule claire ; 
H : cellule halo ; B : cellule basale ; N : noyau. Créé par C. Adam. 
 
 

Les Cxs GJB2, GJB4, GJB5 et GJB1 sont également exprimées au sein de l’épididyme 

(Dufresne et al., 2003). Le Tableau 1.1 regroupe les Cxs exprimées dans l’épididyme ainsi que 

le nom de leur gène et protéine. GJB2 suit le même schéma d’expression que GJA1 mais de 

manière plus accentuée. En effet, GJB2 est exprimée uniquement chez les jeunes animaux, 

lorsque l’épididyme est indifférencié. Au jour 21, les niveaux d’ARNm de GJB2 sont plus élevés 

dans la partie proximale de l’épididyme (segment initial, tête et corps de l’épididyme) et 

augmentent jusqu’au jour 28 chez le rat (Dufresne et al., 2003). Ils demeurent ensuite 

indétectables jusqu’au jour 90. Étonnement, les niveaux protéiques de GJB2 sont les mêmes 

dans tout l’épididyme au jour 21 et sont à peine détectables chez l’adulte, suggérant une 

régulation post-traductionnelle de la protéine. Chez les jeunes animaux, GJB2 est localisée 

entre les cellules épithéliales indifférenciées (Figure 1.7). Chez l’adulte, GJB2 est présente 

entre les cellules principales à la base de l’épithélium. 
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Tableau 1. 1 Identification des Cxs exprimées dans l'épididyme du rat.  
(http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/314) 
 

Nom usuel Gène Protéine Références 

Cx26 Gjb2 GJB2 (Dufresne et al., 2003, Mandon et al., 2015b) 

Cx30 Gjb6 GJB6 (Hamzeh et al., 2010) 

Cx30.3 Gjb4 GJB4 (Dufresne et al., 2003, Mandon et al., 2015b) 

Cx31 Gjb3 GJB3 (Mandon et al., 2015b) 

Cx31.1 Gjb5 GJB5 (Dufresne et al., 2003, Mandon et al., 2015b) 

Cx32 Gjb1 GJB1 (Dufresne et al., 2003) 

Cx43 Gja1 GJA1 (Cyr et al., 1996, Mandon et al., 2015b) 

 

Lors de la différenciation de l’épithélium épididymaire, on observe également une 

élévation des niveaux de GJB4, GJB5 et GJB1 (Dufresne et al., 2003). Il est possible que 

l’apparition des différents types cellulaires au cours de la différenciation de l’épididyme puisse 

expliquer la variation de l’expression des Cxs (Hermo et al., 1992). Ce changement dans 

l’expression des Cxs a également été reporté dans les cellules de l’épiderme (Brissette et al., 

1994). En effet, durant la différenciation des kératinocytes, l’expression de GJB2 et GJA1 

diminuent alors que l’expression de GJB4 et GJB5 augmente. Lors de la différenciation des 

cellules souches en cellules cardiaques, GJA1 et GJC1 sont présentes dans les cellules 

indifférenciées et la GJA5 est indétectable. Les transcrits de GJA5 augmentent dans les cellules 

cardiaques différenciées (Oyamada et al., 1996). Enfin, les niveaux de GJB2 augmentent 

durant la grossesse dans les glandes mammaires alors que GJB1 est uniquement exprimée 

durant la lactation (Locke et al., 2000). Ces données supportent la notion que les Cxs sont 

impliquées dans les processus de différentiation épithéliale. 

Une étude a également rapporté la présence de GJB6 dans l’épididyme proximal 

(Hamzeh et al., 2010). Il a été rapporté que les androgènes régulent l’expression de cette Cx 

mais aucune donnée sur son expression durant le développement n’est disponible. 
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Une étude récente a montré que GJA1, GJB4, GJB5 et GJB3 sont exprimées par les 

cellules basales de l’épididyme (Mandon et al., 2015b). Les cellules basales pourraient être 

impliquées dans l’augmentation de ces Cxs durant le développement car leur apparition 

commence au jour 21 et elles sont détectables dans tout l’épididyme au jour 28. Cependant, 

d’autres expériences sont nécessaires afin de déterminer avec quel(s) type(s) cellulaire(s) les 

cellules basales utilisent GJB4, GJB5 et GJB3. 

Chez les jeunes rats, GJB1 est localisée entre les cellules épithéliales adjacentes. Chez 

l’adulte, GJB1 est détectable dans tous les segments de l’épididyme et est située entre les 

cellules principales et entre les cellules principales et basales (Figure 1.7). Dans le segment 

initial, GJB1 est située entre les cellules principales et étroites, claires et apicales (Dufresne et 

al., 2003).  

Il est intéressant de noter que GJB2 et GJB1 sont colocalisées dans l’épithélium de rats 

de 14 jours. Chez les rats de 91 jours, on observe une colocalisation entre les cellules 

principales mais également une expression indépendante des deux Cxs. L’expression de 

différentes Cxs par les cellules basales (Mandon et al., 2015b) suggère la formation de 

différents types de connexons (homomériques ou hétéromériques) permettant de réguler des 

interactions spécifiques entre les différents types cellulaires de l’épididyme. Cependant, la 

présence de tels connexons reste à démontrer. La présence de connexons homomériques ou 

hétéromériques composés de GJB2 et GJB1 ont été observés au sein de la glande mammaire 

durant la grossesse et l’allaitement (Dianati et al., 2016, Locke et al., 2000). Ces observations 

évoquent qu’une modification de la communication cellulaire est simultanée à la différenciation 

de la glande mammaire durant la grossesse et l’allaitement. 

2.5.2. Régulation de l’expression des connexines dans l’épididyme 

Les données sur la régulation des Cxs dans l’épididyme sont peu nombreuses. Une 

étude chez le rat a montré que les niveaux, la phosphorylation et la localisation de GJA1 dans 

le segment initial sont dépendants des androgènes (Cyr et al., 1996). Dans le tissu sain, GJA1 

est localisée à la base de l’épithélium, entre les cellules basales et principales. Chez les rats 

ayant subi une orchidectomie, GJA1 est également localisée au pôle apical entre les cellules 

principales adjacentes. Ce changement de localisation est inhibé par l’injection de testostérone, 

suggérant un rôle clé des androgènes dans la localisation de GJA1 dans le segment initial. 
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Chez le sanglier, il a été montré que durant la gestation l’injection de flutamide, un 

antagoniste du récepteur aux androgènes, diminue les niveaux de GJA1 dans la queue de 

l’épididyme et que cette baisse persiste à l’âge adulte (Lydka et al., 2011). Ce changement 

d’expression de GJA1 est associé à une augmentation de l’apoptose des cellules épithéliales et 

une diminution de l’expression du récepteur aux androgènes. Cette diminution est plus 

prononcée dans la queue de l’épididyme. 

D’autres études chez le rat ont montré que les niveaux d’ARNm de GJB3 sont diminués 

chez les rats ayant subi une orchidectomie (Chauvin et al., 2004, Hamzeh et al., 2010). Le 

rétablissement des niveaux d’androgènes avec des implants contenant de la DHT empêche la 

variation d’expression de GJB3.  

 Chez l’humain, on observe une diminution de l’expression des niveaux d’ARNm de 

GJA1 dans la queue de l’épididyme de patients azoospermiques (Dube et al., 2012). Cette 

diminution est également associée à une baisse des niveaux d’ARNm de EGFR. De plus, la 

localisation de GJA1 et EGFR est affectée chez les patients azoospermiques. Ces protéines 

sont normalement exprimées entre les cellules basales et principales ainsi qu’entre les cellules 

principales adjacentes chez l’humain. Chez les patients souffrant d’azoospermie, on observe 

une localisation cytoplasmique de ces protéines. Cette étude suggère que la baisse de EGFR 

observée chez les hommes stériles est responsable de la diminution de la phosphorylation de 

GJA1 et de son accumulation dans le cytoplasme des cellules épithéliales par l’intermédiaire de 

la voie de signalisation PI3K/AKT (Dube et al., 2012). 

La communication cellulaire de l’épididyme est complexe et est régulée par l’expression 

de multiples Cxs. L’expression des différentes Cxs est simultanée au développement post-natal 

du tissu, ce qui suggère un rôle des Cxs dans les processus de prolifération et différenciation de 

l’épididyme. Les mécanismes de régulation des Cxs sont variés et font intervenir différentes 

protéines ou voies de signalisation au sein des différents types cellulaires et entre les 

différentes Cxs. 
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3. Régulation transcriptionelle des connexines 

Les Cxs peuvent être régulées par différents mécanismes : une régulation 

transcriptionelle, traductionnelle ou post-traductionnelle. Dans cette partie, la régulation 

transcriptionelle de GJB2 et GJB1. Ces deux Cxs ont été choisies car elles sont exprimées à 

des temps différents pendant le développement de l’épididyme.  

3.1. Régulation de Gjb2 

3.1.1. Organisation du gène de Gjb2 

Le gène de GJB2 (Gjb2) est situé sur le chromosome 15 chez le rat à côté des gènes 

Gjb6 et Gja3, codant respectivement pour la Cx30 et la Cx46. Il est constitué d’un premier exon 

court non codant, d’un long intron et d’un exon contenant la région codante (Tableau 1.2). Cette 

organisation est conservée entre la souris, le rat et l’humain (Hennemann et al., 1992, Kiang et 

al., 1997, Tu et al., 1998b). 

Tableau 1. 2 Comparaison de la structure du gène de Gjb2 chez le rat, la souris et l'humain 
 

Espèce Exon 1 Intron Exon 2 

Rat 255 pb 3.5 kb 2.1 kb 

Souris 234 pb 3.8 kb 2.9 kb 

Humain 160 bp 3.2 kb 2.1 kb 

 

En amont de l’exon 1, on retrouve le promoteur de Gjb2 (Figure 1.8). Il a été séquencé 

et cloné pour la première fois en 1992 chez la souris (Hennemann et al., 1992). Cette étude 

révèle un site de liaison possible pour le facteur de transcription NF-kB, un élément de réponse 

aux métaux MRE (metal response element), six boîtes GC, une séquence TTAAAA et un 

possible site majeur d’initiation de la transcription ainsi qu’un site mineur. Depuis son 

séquençage, plusieurs études se sont intéressées à la caractérisation du promoteur de Gjb2. 

En 1997, Kiang et collaborateurs ont séquencé et caractérisé pour la première fois le promoteur 
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humain de Gjb2 (Kiang et al., 1997). Cette étude révèle une région promotrice très conservée 

entre la souris et l’humain, surtout dans la partie proximale du promoteur, avec 81% 

d’homologie. Comme chez la souris, six boîtes GC ont été identifiées ainsi qu’une séquence 

semblable à une boîte TATA. Un site de liaison au facteur YY1 et une séquence consensus à 

MGF (Mammary gland factor) ont également été identifiés.  

 

Figure 1. 8 Organisation du gène de Gjb2 
Le gène de Gjb2 possède deux exons E1 et E2. Un premier exon court et un second exon comportant toute la partie 
codante (rectangle orange). Le promoteur de la Gjb2 est situé en amont de l’exon 1 et comporte plusieurs sites de 
liaison possibles aux facteurs de transcription MGF-1, YY1 et SP1. On trouve également plusieurs boîtes GC sur le 
promoteur de la Gjb2. Créé par C. Adam 

 

C’est en 1998 que Tu et collaborateurs identifient la région basale nécessaire à 

l’expression de Gjb2 au sein des cellules épithéliales mammaires humaines (Tu et al., 1998a). 

Cette région est située de -128 pb à +2 pb par rapport au site d’initiation de la transcription. De 

plus, des expériences de délétion ont identifiées deux boîtes GC situées entre -97 et -27 pb qui 

semblent contenir les éléments de régulation critiques pour l’expression de Gjb2. Enfin, le 

promoteur de Gjb2 du rat a également été caractérisé et partage la même organisation ainsi 

qu’une grande homologie avec ceux de la souris et de l’humain (Tu et al., 1998b). Les boîtes 

GC identifiées chez l’humain semblent également importantes chez le rat. 

3.1.2. Régulation transcriptionelle de Gjb2 

Il existe à ce jour peu d’informations sur la régulation transcriptionelle de Gjb2. L’étude 

de son promoteur chez plusieurs espèces a permis d‘identifier certains facteurs de transcription 

et certains mécanismes épigénétiques impliqués dans l’expression de Gjb2. 

3.1.2.1. Les facteurs Sp ou Specificity protein 

Les premières études effectuées sur le promoteur de Gjb2 ont identifié plusieurs boîtes 

GC essentielles à son expression basale (Kiang et al., 1997, Tu et al., 1998a, Tu et al., 1998b). 

Les boîtes GC ainsi que les boîtes GT sont des éléments cis- importants et requis pour 



 

50 

l’expression de gènes de ménage ainsi que des gènes exprimés de manière spécifique au tissu. 

Ces éléments sont souvent retrouvés au sein du promoteur de gènes ayant différents modes de 

régulation, tels que les gènes impliqués dans le cycle cellulaire ou les processus de 

différenciation (Bouwman et al., 2000, Marin et al., 1997, Philipsen et al., 1999). De plus, les 

boîtes GC et GT sont souvent présentes au sein de promoteurs contenu dans un îlot CpG non 

méthylé. Elles sont reconnues par les facteurs de transcription Sp (Specificity protein) et 

plusieurs études ont identifié Sp1 et Sp3 comme étant des régulateurs de l’expression de Gjb2. 

Tu et collaborateurs ont identifié deux boîtes GC sur lesquelles se lient Sp1 et Sp3 afin de 

favoriser l’expression de Gjb2 dans les cellules mammaires humaines (Tu et al., 1998a). Chez 

le rat, on retrouve le même mode de régulation par Sp1 et Sp3 de Gjb2 au sein de cellules 

mammaires et utérines durant la grossesse et l’allaitement (Tu et al., 1998b, Tu et al., 2001).  

Sp1 et Sp3 sont des facteurs de transcription à doigts de zinc ubiquitaires qui se lient au 

promoteur d’un grand nombre de gènes (Li et al., 2004a). La séquence d’acides aminés 

permettant la liaison à l’ADN est extrêmement conservée au sein des différents membres de la 

famille Sp.  Sp1 agit généralement comme un activateur de la transcription alors que Sp3 peut 

agir en activateur ou répresseur dépendamment du promoteur et du type cellulaire (Birnbaum et 

al., 1995, Kennett et al., 1997, Philipsen et al., 1999). Les souris mutées pour Sp1 présentent 

un retard de développement sévère et meurent à onze jours de gestation, indiquant un rôle 

primordial de Sp1 dans l’embryogénèse (Marin et al., 1997). La délétion du gène de Sp3 

entraîne un retard de croissance et les souris meurent d’insuffisance respiratoire à la naissance 

(Bouwman et al., 2000). Ces études révèlent le rôle important des facteurs Sp1 et Sp3 dans 

l’embryogénèse ainsi que le développement.  

Les facteurs Sp sont également présents au sein du système reproducteur mâle. 

Plusieurs isoformes de Sp1 sont exprimés au sein des cellules souches mâles de manière 

spécifique au développement, suggérant un rôle important de Sp1 dans la régulation de la 

différenciation des spermatozoïdes (Thomas et al., 2007). Dans les cellules cancéreuses de 

prostate, le récepteur aux androgènes est capable d’activer l’expression du facteur de 

croissance VEGF (vascular endothellial growth factor) en se liant à son promoteur via un site 

Sp1 (Eisermann et al., 2013). Les androgènes sont essentiels au développement et au maintien 

de l’appareil reproducteur mâle (Murashima et al., 2015). Une autre étude a montré que le 

récepteur aux androgènes lie le promoteur de NRIP (nuclear receptor interaction protein) 

directement par un élément de réponse aux androgènes et indirectement par un site Sp1 via 

une interaction entre Sp1 et AR (Chen et al., 2008). Ces études suggèrent la formation d’un 
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complexe entre AR et Sp1 afin de transmettre la réponse aux androgènes sur certains 

promoteurs et dans certains types cellulaires. Dans l’épididyme, Sp1 et Sp3 sont cruciaux pour 

l’expression de la claudine 1, une protéine impliquée dans la formation de la BHE (Dufresne et 

al., 2007). SP1 joue également un rôle dans l’expression de la 5a-réductase de type 2, 

l’enzyme responsable de la conversion de la testostérone en DHT dans l’épididyme. En effet, 

SP1 lie le promoteur de cette enzyme afin d’activer son expression au sein des cellules 

principales de l’épididyme (Seenundun et al., 2005). Sp1 semble impliqué dans certaines 

fonctions de l’appareil reproducteur mâle et particulièrement de l’épididyme. 

3.1.2.2. Les facteurs KLF ou Krüppel-like factors 

Les boîtes GC et GT sont également reconnues et liées par les facteurs KLF qui 

appartiennent à la superfamille des Sp/KLF et possèdent une séquence de liaison à l’ADN très 

similaire aux facteurs Sp (Philipsen et al., 1999). Ce sont également des facteurs de 

transcription à doigts de zinc et certains KLF ont une expression restreinte à certains types 

cellulaires alors que d’autres sont ubiquitaires (Pearson et al., 2008).  

Les souris mutées pour Klf4 meurent de déshydratation peu de temps après la 

naissance (Segre et al., 1999). Ceci est dû à un retard de différenciation de la peau et à une 

barrière épidermique non fonctionnelle. Les mécanismes moléculaires derrière ce phénomène 

ont été découverts sept ans plus tard, lorsque Djalilian et collaborateurs ont observé une 

surexpression anarchique de GJB2 au sein de l’épiderme des souris mutées pour Klf4 (Djalilian 

et al., 2006). Une diminution de l’expression de GJB2 est requise à la formation de la barrière 

épidermique et l’expression persistante de GJB2 maintient l’épiderme dans un état constant de 

prolifération et d’inflammation. Ces études démontrent clairement un rôle de répresseur de 

KLF4 sur l’expression de GJB2. Le rôle de KLF4 sur GJB2 semble être spécifique du tissu car 

une étude récente indique que l’inhibition de KLF4 par siRNA n’a pas d’effets sur l’expression 

de GJB2 dans les cellules épithéliales de poumon (Crespin et al., 2014). 

KLF4 est exprimé au sein du tractus génital mâle, notamment au niveau des cellules de 

Sertoli (Behr et al., 2002, Godmann et al., 2008, Godmann et al., 2010). Des souris 

transgéniques mutées pour Klf4 dans les cellules de Sertoli ont permis de montrer que KLF4 

joue un rôle important dans la différenciation de ces cellules durant le développement post-natal 

(Godmann et al., 2008). En effet, ces souris présentent un épithélium désorganisé, un faible 

niveau de testostérone et un retard dans la formation des lumens. Étonnement, les souris 

mutées sont fertiles et présentent une morphologie testiculaire normale. KLF4 est également 
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exprimé au niveau des cellules germinales testiculaires chez l’humain et la souris, suggérant un 

rôle pour KLF4 durant la spermatogénèse. Cependant, sa délétion dans les cellules germinale 

conduit à des souris fertiles dont les testicules apparaissent histologiquement normaux 

(Godmann et al., 2009).  

Dans l’épididyme, KLF4 est exprimé fortement et graduellement du segment initial à la 

queue de l’épididyme (Godmann et al., 2010). Le segment initial et la tête de l’épididyme 

présentent un faible signal pour KLF4 en immunohistochimie. Le marquage est restreint au 

noyau des cellules étroites et apicales. Le corps présente le signal le plus intense des segments 

de l’épididyme, avec un marquage dans presque toutes les cellules, au niveau du cytoplasme et 

du noyau. KLF4 est également exprimé dans le cytoplasme et le noyau des cellules de la queue 

de l’épididyme (Godmann et al., 2010).  

3.1.2.3. Le facteur TFAP2A ou Activator protein 2 alpha 

La famille des facteurs de transcription TFAP2 est constituée de cinq membres chez les 

humains et les rongeurs et possède également des homologues parmi les invertébrés. Tous les 

membres de la famille se lient à l’ADN par l’intermédiaire de boîtes GC au niveau du promoteur 

de nombreux gènes impliqués dans des processus biologiques importants, tels que la 

croissance cellulaire et la différenciation (Eckert et al., 2005, Hilger-Eversheim et al., 2000, 

Stewart et al., 2001). Les facteurs TFAP2 régulent notamment l’expression de la protéine IGF-

BP5 impliquée dans la voie d’action du facteur de croissance IGF (Duan et al., 1995), 

l’expression de l’inhibine a nécessaire à l’implantation de l’embryon dans l’endométriome 

(Debieve et al., 2011) et la différenciation de l’épiderme en s’associant à p63 (McDade et al., 

2012) ainsi que Notch (Wang et al., 2008). 

TFAP2A est un des membres de la famille TFAP2 et sa délétion conduit à un 

phénotype létal (Schorle et al., 1996, Zhang et al., 1996). Des souris chimères ont permis de 

mettre en évidence le rôle de TFAP2A dans le développement du tube neural, du crâne et des 

yeux (Nottoli et al., 1998). TFAP2A agit avec TFAP2B afin d’activer la différenciation cellulaire 

rétinienne (Jin et al., 2015). Dans les cellules mammaires, TFAP2A coopère avec SP1 afin 

d’augmenter l’expression de Gjb2 durant la grossesse et l’allaitement, lors de la dernière étape 

de différenciation de l’épithélium mammaire (Tu et al., 2001). En effet, TFAP2A se lie sur le 

promoteur de Gjb2 par l’intermédiaire d’un double site SP1/TFAP2A et active l’expression de la 

Gjb2 chez le rat. TFAP2 est capable de former un complexe avec SP1 afin d’activer la 

transcription du gène de la CYP11A1, une enzyme impliquée dans la synthèse de la 
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testostérone dans des cellules placentaires (Pena et al., 1999). Une autre étude a identifié une 

interaction entre SP1 et TFAP2A sur le promoteur du gène codant pour le collagène de type I 

humain (Vergeer et al., 2000). Ces études suggèrent que ces deux facteurs de transcription 

pourraient également interagir au niveau du promoteur de Gjb2 afin de favoriser son expression 

dans les cellules mammaires. 

 Dans l’épididyme, TFAP2A est exprimé dans tous les types cellulaires (Pihlajamaa et al., 

2014). Il a été montré que TFAP2A est un cofacteur majeur du récepteur aux androgènes au 

sein de l’épididyme. En effet, la présence de sites de liaison de TFAP2A corrèle avec la 

présence de AREs sur les promoteurs de gènes régulés par les androgènes dans l’épididyme 

(Hu et al., 2010, Pihlajamaa et al., 2014). Cela suggère un rôle crucial pour ce facteur de 

transcription dans la régulation de la réponse aux androgènes dans l’épididyme. 

3.1.2.4. Méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est un processus épigénétique qui est observé sur les cytosines 

au sein des sites CpG (cytosine-phosphate-guanine) (Razin et al., 1980). L’ajout d’un 

groupement méthyl (-CH3) sur les résidus cytosines est assuré par des enzymes appelées ADN 

méthyltransférases (Dnmt) (Xu et al., 2010b). Certaines régions de l’ADN riches en CpG sont 

appelées îlots CpG. Il s’agit d’une région comprise entre 0.2 et 2 kb ayant une composition en 

CG supérieure à 50% (Gardiner-Garden et al., 1987). Généralement non méthylés, la majorité 

des îlots CpG est située au niveau des régions promotrices des gènes. Cependant, on observe 

parfois une forte méthylation au niveau des îlots CpG des promoteurs de gènes dont 

l’expression varie selon les tissus : la méthylation inhibe leur expression et l’absence de 

méthylation favorise leur expression. Il est alors possible de faire un parallèle entre méthylation 

d’îlots CpG et expression de certains gènes. 

La répression de l’expression de Gjb2 observée dans certaines tumeurs est souvent 

associée à la perte du contrôle de prolifération qui devient anarchique. Cette baisse 

d’expression n’est pas dû à une mutation du gène de Gjb2 ou à sa délétion mais à son 

inactivation. Plusieurs études ont montré que l’hyperméthylation du promoteur de Gjb2 peut 

amener à son inhibition. Le promoteur de Gjb2 est en effet situé dans un îlot CpG (Wu et al., 

2014b). Tan et collaborateurs ont observé une méthylation du promoteur de Gjb2 dans des 

tissus cancéreux du sein humain ainsi que dans une lignée cellulaire cancéreuse de glande 

mammaire (Tan et al., 2002). Ils ont également identifié qu’un site SP1 localisé à -81 pb (relatif 

au site d’initiation de la transcription) important pour l’expression de Gjb2, était fréquemment 

méthylé au sein des échantillons. L’exposition des cellules cancéreuses mammaires à un agent 
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déméthylant a permis la réexpression de Gjb2. La baisse d’expression de Gjb2 a également été 

associée à l’hyperméthylation de son promoteur dans les cancers du poumon (Chen et al., 

2005, Shimizu et al., 2006) et du foie (Tsujiuchi et al., 2007). 

Une étude récente s’est intéressée à l’expression de Gjb2 dans un modèle de souris 

vieillissantes créées pour l’étude de la presbyacousie. Ce phénomène est défini comme une 

perte progressive bilatérale de l’audition liée à l’âge. Wu et collaborateurs ont observé que la 

méthylation d’une région située en amont du promoteur de Gjb2 était impliquée dans la 

diminution de son expression (Wu et al., 2014b). Cela suggère que la baisse d’expression de 

Gjb2 pourrait contribuer au développement de la presbyacousie et que cette baisse 

d’expression serait due à la méthylation du promoteur de Gjb2. 

Peu d’études se sont intéressées à la méthylation de l’ADN au sein de l’épididyme. La 

méthylation du promoteur de Rhox5 est associée à son expression et varie selon le 

développement et la région de l’épididyme chez la souris (Bhardwaj et al., 2012). Cette étude 

suggère que la méthylation du promoteur empêche le récepteur aux androgènes de se fixer sur 

les ARE et d’activer l’expression de Rhox5. Une autre étude a mis en évidence la méthylation 

du gène de la 5-aréductase-2, l’enzyme responsable de la transformation de la testostérone en 

DHT dans l’épididyme (Reyes et al., 1997). Darwanto et collaborateurs ont observé une 

augmentation de la méthylation du promoteur de la Cycline D1 qui serait associée à la 

diminution de son expression durant le développement épididymaire (Darwanto et al., 2008). 

Enfin, une étude sur le promoteur de la Pannexine 1 (Panx-1) dans des cellules de l’épididyme 

suggère que l’expression de Panx-1 est régulée par la méthylation (Dufresne et al., 2014). En 

effet, l’exposition à un agent déméthylant augmente l’expression de la Panx-1 au sein de 

cellules épididymaires de rat. Ces résultats suggèrent que la méthylation est impliquée dans la 

régulation de gènes importants pour le fonctionnement de l’épididyme. 

3.2. Régulation de Gjb1 

3.2.1. Organisation du gène et des promoteurs de Gjb1 

Le gène de la Cx32 ou Gjb1 est situé sur le chromosome X. La première étude qui a 

révélé la structure du gène Gjb1 a été réalisée par Miller et collaborateurs chez le rat (Miller et 

al., 1988). Ils décrivent une structure semblable à celle du gène de Gjb2, à savoir un exon non 

codant, un large intron de 6.1 kb et un deuxième exon contenant toute la partie codante de la 
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protéine (Figure 1.9). Le promoteur de Gjb1 est situé en amont de l’exon 1. Quelques années 

plus tard, un deuxième promoteur est découvert chez le rat et l’humain au sein de l’intron 

(Neuhaus et al., 1996, Neuhaus et al., 1995). L’activation de l’un ou l’autre promoteur est 

spécifique au tissu et entraîne deux différents transcrits chez le rat et l’humain. Le promoteur P1 

situé en amont de l’exon 1 est actif dans le foie et le pancréas alors que le promoteur P2 situé 

dans l’intron est actif dans les cellules nerveuses (Neuhaus et al., 1996). Le gène de Gjb1 du 

rat et de l’humain est donc constitué de trois exons (E1, E1B et E2) qui permettent la synthèse 

de deux transcrits différents après épissage alternatif. L’exon 2 qui contient toute la séquence 

codante est commun aux deux transcrits. Il existe un quatrième exon (E1A) permettant de 

former un troisième transcrit chez la souris (Sohl et al., 2001) et les bovins (Duga et al., 1999).  

 

  
 

Figure 1.9 Organisation du gène de Gjb1 chez différentes espèces. 
GJB1 est transcrite à partir de deux promoteurs différents P1 et P2. Chez le rat et l’humain, il existe deux transcrits 
pour GJB1 alors qu’il y en a trois chez la souris et les bovins. De Oyamada et al. 2005; Biochimica et Biophysica Acta 
1719 6-23; 10.1016/j.bbamem.2005.11.002. 
 

La première étude ayant étudié le promoteur P1 de Gjb1 révèle plusieurs sites 

d’initiation de la transcription ainsi que des sites potentiels de liaison à divers facteurs de 

transcription, notamment HNF-1, NF-1, C/EBP, et NFkB (Hennemann et al., 1992). 

Contrairement au promoteur de Gjb2, celui de Gjb1 possède peu de résidus CpG, avec une 

composition en GC de 49%. Une seconde étude a identifié des régions régulatrices du 

promoteur P1 chez le rat (Bai et al., 1993). Plusieurs sites d’initiation de la transcription ont 

également été identifiés et le promoteur basal serait localisé entre -179 et -134 bp. Trois 

complexes protéiques liant le promoteur basal ont été observés par retard sur gel mais la nature 
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des protéines n’a pas été étudiée. Une protéine de 60 kDa lie la région de -152 à -127 pb et 

semble être essentielle à l’expression de Gjb1 car la mutation de deux nucléotides dans cette 

séquence diminue significativement l’activité transcriptionelle du promoteur (Bai et al., 1995). 

Des sites de liaison YY1 et Sp1 ont également été observés au sein du promoteur P1 de Gjb1  

(Field et al., 2003, Morsi et al., 2003, Piechocki et al., 2000). Enfin, des domaines de répression 

ont également été identifiés sur le promoteur P1 de Gjb1 entre 1042 et -758 pb (Field et al., 

2003). 

Le promoteur P2 présente des sites potentiels de liaison aux facteurs de transcription 

SOX10 et EGR2 (Bondurand et al., 2001). Le site de SOX10 en particulier semble crucial pour 

l’expression de Gjb1 car une mutation au sein de celui-ci diminue significativement l’activité 

transcriptionelle de P2 et a été observée chez des patients atteints de CMTX (Houlden et al., 

2004). De plus, la mutation de deux des trois sites EGR2 inhibe l’activité transcriptionelle de P2. 

3.2.2. Régulation transcriptionelle de Gjb1 

Aux vues de l’implication de Gjb1 dans l’induction de divers cancers et dans les 

maladies neurodégénératives, il est important d’identifier les mécanismes de régulation de cette 

Cx afin de mieux en cerner les différents rôles et de développer de nouveaux traitements. GJB1 

est transcrite à partir de deux promoteurs différents : P1 et P2, selon la spécificité du tissu 

(Neuhaus et al., 1996, Neuhaus et al., 1995). Dans cette section, les mécanismes spécifiques à 

l’activation de P1 et P2 seront décrits. 

3.2.2.1. Régulation du promoteur P1 

Le promoteur P1 est actif dans les cellules épithéliales du foie et du pancréas (Neuhaus 

et al., 1996). Plusieurs études se sont intéressées aux mécanismes de régulation de 

l’expression de GJB1 dans le foie.  

Comme c’est le cas pour Gjb2, le facteur de transcription Sp1 se lie au promoteur P1 de 

Gjb1 afin d’activer son expression basale (Koffler et al., 2002, Morsi et al., 2003, Piechocki et 

al., 2000). En effet, des mutations dirigées dans les deux sites Sp1 situés à -196 et -116 pb 

diminuent significativement l’activité du promoteur de Gjb1 dans les cellules de foie (Field et al., 

2003). Sp3 se lie également au promoteur de Gjb1 dans les cellules de foie exprimant GJB1 

(Koffler et al., 2002) 
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L’expression de GJB1 dans le foie dépend en partie de HNF-1 car la mutation de deux 

sites de liaison du facteur HNF-1 induit une baisse de l’activité du promoteur (Field et al., 2003). 

En effet, HNF-1 se lie au promoteur de Gjb1 au niveau de deux sites situés à -187 et -737 pb du 

site d’initiation de la transcription (Piechocki et al., 2000). HNF-1 possède deux isoformes : 

HNF-1a et HNF-1b. HNF-1a est très exprimé dans le foie adulte alors que HNF-1b est exprimé 

plus tôt durant le développement (Nagaki et al., 2008). Des souris hétérozygotes pour le gène 

de HNF-1a présentent une diminution d’un tiers de l’expression de GJB1 dans le foie (Koffler et 

al., 2002). De plus, HNF-1a est exprimé dans les cellules hépatiques exprimant GJB1 mais pas 

dans les cellules n’exprimant pas GJB1. La transfection stable de HNF-1a induit l’expression de 

GJB1 dans les lignées qui ne l’expriment pas naturellement, suggérant un rôle clé de HNF-1a 

dans l’expression basale de GJB1 (Koffler et al., 2002). 

HNF-1 appartient à la famille des facteurs de transcription HNF, principalement exprimé 

dans le foie et régulant de nombreux gènes lors de la différenciation de ce tissu (Nagaki et al., 

2008), mais on le retrouve également dans d’autres tissus. Une récente étude a notamment 

démontré que HNF-1a et b sont exprimés dans l’épididyme (Browne et al., 2016). Les deux 

isoformes sont présents dans la tête de l’épididyme et HNF-1b est aussi détectable dans le 

corps et la queue de l’épididyme mais dans une moindre mesure. Une analyse de la liaison de 

HNF-1 au génome de cellules primaires humaines de la tête de l’épididyme ont permis d’établir 

le rôle important de HNF1 dans la régulation du milieu luminal de l’épididyme (Browne et al., 

2016). Les gènes cibles de HNF-1 sont principalement impliqués dans le transport de l’eau, des 

bicarbonates et des phosphates qui sont des paramètres majeurs du maintien de l’intégrité de 

l’épididyme. 

Mist1 est un facteur de transcription qui régule le développement de nombreux organes. 

Il est à noter que les souris mutées pour Mist1 présentent des cellules pancréatiques 

dépourvues de jonctions lacunaires (Rukstalis et al., 2003). En effet, les niveaux d’ARNm et de 

protéines de GJB1 sont diminués dans ces souris. De plus, la co-transfection d’un plasmide 

rapporteur de luciférase contenant le promoteur P1 et d’un plasmide codant pour Mist1 

augmente l’activité de P1 de quinze fois par rapport au plasmide rapporteur seulement, 

suggérant l’effet activateur de Mist1 sur l’expression de GJB1 

Les études sur le promoteur P1 ont également démontré l’importance du facteur de 

transcription YY1 (Yin Yang 1) dans l’activation de l’expression de GJB1. La mutation dirigée 

des sites YY1 et des expériences de retard sur gel ont permis de mettre en évidence la liaison 

de YY1 sur le promoteur P1 dans les hépatocytes (Field et al., 2003, Piechocki et al., 2000). 
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 YY1 est un facteur de transcription ubiquitaire à doigts de zinc qui est essentiel au 

développement embryonnaire. En effet, la délétion du gène de ce facteur de transcription 

conduit à un phénotype létal chez la souris dont l’embryon dégénère peu après l’implantation 

dans la paroi utérine (Donohoe et al., 1999). Cela suggère que les gènes cibles de YY1 sont 

impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire. En effet, YY1 est un régulateur 

majeur du processus d’empreinte génomique (Kim et al., 2008), du développement et de la 

différenciation des neurones et oligodendrocytes (He et al., 2008, He et al., 2007) ainsi que des 

cellules B (Liu et al., 2007). YY1 peut avoir un rôle d’activateur ou de répresseur selon le 

contexte cellulaire et génique et les cofacteurs qu’il recrute (Deng et al., 2010, Galvin et al., 

1997, Sui, 2009). Pour réprimer un gène, YY1 peut déplacer un activateur en se liant à la même 

séquence, interférer avec les fonctions d’un activateur en se liant à l’ADN sur un site voisin ou 

inhiber un activateur par le recrutement de corépresseurs (Shi et al., 1997, Thomas et al., 

1999). Pour activer un gène, YY1 peut agir directement comme activateur, inhiber l’activité de 

répresseurs ou recruter des co-activateurs (Shi et al., 1997). YY1 peut également agir 

indépendamment de sa liaison à l’ADN, en étant recruté en tant que cofacteur. C’est le cas 

dans les cellules cancéreuses de prostate où YY1 interagit directement avec le récepteur aux 

androgènes afin d’augmenter sa liaison à un élément de réponse aux androgènes sur le 

promoteur de PSA (prostate-specific antigen) (Deng et al., 2009). D’autres études ont 

également montré que YY1 peut activer ou inhiber l’acétylation (Lee et al., 1995, Yang et al., 

1996) ou la méthylation (Caretti et al., 2004, Rezai-Zadeh et al., 2003) des histones en fonction 

des cofacteurs qu’il recrute. Cela modifie donc la structure de la chromatine et influence 

l’expression des gènes qui s’y trouvent. De par sa liaison directe à l’ADN ou son recrutement 

par d’autres facteurs, YY1 permet donc de créer un échafaudage propice à l’installation de 

différentes plateformes de régulation transcriptionnelle. Dans l’épididyme, l’expression et le rôle 

de YY1 sont encore inconnus. 

La méthylation de l’ADN est également un mécanisme permettant d’inhiber l’expression 

de la Cx32. Une étude a montré que le promoteur de GJB1 est méthylé dans les cellules 

épithéliales de foie WB-F344 qui n’expriment pas GJB1 (Piechocki et al., 1999) ce qui suggère 

que le processus de méthylation de l’ADN est impliqué dans la baisse de GJB1 dans ces 

cellules. Le même phénomène est observé dans les cellules de carcinome de rein dans 

lesquelles les niveaux d’expression de GJB1 sont fortement diminués par méthylation comparés 

au tissu sain (Hirai et al., 2003, Yano et al., 2004). Une étude utilisant un modèle de xénogreffe 

suggère même un nouveau traitement au 5-Aza-2’-deoxycytidine, un agent déméthylant, afin de 
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réduire la croissance des cellules cancéreuses de rein en augmentant l’expression de GJB1 

(Hagiwara et al., 2008). 

GJB1 est également régulée par l’activation de la voie ILK (integrin-linked kinase) dans 

les cellules hépatiques de rat (Plante et al., 2006). L’activation de cette voie conduit à la 

migration de Akt dans le noyau des cellules et à la diminution des niveaux d’ARNm de Gjb1. 

Cette régulation a été observée dans le foie de rats femelles exposées à l’hexachlorobenzène, 

un polluant organique persistant cancérogène. 

3.2.2.2. Régulation du promoteur P2 

Le promoteur P2 est impliqué dans l’expression de Gjb1 au sein des cellules nerveuses 

et certaines mutations au sein de ce promoteur conduisent au développement de la maladie de 

CMTX (Bondurand et al., 2001, Houlden et al., 2004). Deux facteurs de transcription 

apparaissent indispensables à l’expression basale de GJB1 par P2 : SOX10 et EGR2. 

SOX10 appartient à la super famille des protéines HMG box qui est hautement 

conservée entre les espèces. Ces facteurs de transcription jouent des rôles clés dans divers 

processus lors du développement. SOX10 est crucial dans le développement du système 

nerveux car il est fortement exprimé dans les cellules de la crête neurale lors de leur apparition 

ainsi que lors du développement du système nerveux périphérique pendant la vie fœtale 

(Bondurand et al., 1998, Britsch et al., 2001, Kuhlbrodt et al., 1998). On le retrouve ensuite 

exprimé dans les cellules de Schwann ainsi que dans les oligodendrocytes qui permettent la 

myélinisation des nerfs périphériques et des cellules du système nerveux central 

respectivement. Les souris mutées pour SOX10 sont caractérisées par une diminution de 

cellules gliales et de neurones dans le système nerveux périphérique ainsi qu’une absence de 

système nerveux entérique qui régule le système gastro-intestinal (Southard-Smith et al., 1998). 

SOX10 agit en synergie avec le facteur EGR2 afin d’activer l’expression de GJB1 par 

liaison directe sur son promoteur in vitro (Bondurand et al., 2001). Les mutations de SOX10 et 

EGR2 découvertes chez des patients ayant des déficits de myélinisation inhibent l’activation du 

promoteur et donc l’expression de GJB1 (Musso et al., 2001, Warner et al., 1998). Ces résultats 

sont appuyés par la découverte de patients présentant une mutation dans le site de liaison 

SOX10 situé à -526 pb dans le promoteur P2 (Houlden et al., 2004). Cette mutation altère la 

liaison de SOX10 sur P2 et diminue l’activité transcriptionelle de GJB1.  

EGR2 est un facteur de transcription à doigts de zinc impliqué dans le contrôle de la 

myélinisation des fibres nerveuses périphériques. Les souris mutées pour EGR2 présentent des 
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anomalies de développement du cerveau et un arrêt dans la différenciation des cellules de 

Schwann (Topilko et al., 1994, Warner et al., 1998). Plusieurs mutations dans le gène de EGR2 

induisent des neuropathies périphériques et la sévérité de la maladie est corrélée avec la 

réduction de la liaison du facteur de transcription à l’ADN (Warner et al., 1998). De plus, des 

mutations au sein des sites de liaison EGR2 sur le promoteur P2 de GJB1 inhibent la liaison de 

EGR2 et réduisent l’expression de GJB1 (Bondurand et al., 2001, Musso et al., 2003), 

suggérant un rôle majeur de EGR2 dans l’activation de P2.  

Enfin, SOX10 et EGR2 semblent avoir des effets synergiques car la présence des deux 

facteurs de transcription conduit à une plus grande activation du promoteur que chaque facteur 

isolé (Houlden et al., 2004).  

3.3. Autres mécanismes régulant la transcription des connexines 

Il existe 21 Cxs chez l’humain et 20 chez la souris. Les différentes Cxs sont exprimées 

de manière spécifique au type cellulaire et en fonction du développement des organes. Cela 

suggère une régulation complexe et variée des différentes Cxs. Dans cette partie, nous 

dressons une liste non exhaustive des mécanismes régulant la transcription des autres Cxs. 

GJA1 est la première Cx à avoir été identifiée, et c’est aussi la plus étudiée. Elle est 

exprimée par un très grand nombre de tissus. En plus des facteurs SP1 et TFAP1 qui régulent 

l’expression de GJA1 (Echetebu et al., 1999, Fernandez-Cobo et al., 2001, Teunissen et al., 

2003), l’AMPc augmente l’expression de GJA1. En effet un élément de réponse C/EBP a été 

identifié sur le promoteur de GJA1 (Yu et al., 1994). Une étude a montré qu’une exposition de 

cellules cancéreuses d’os à du 8Br-cAMP, un activateur de la voie de l’AMPc, double 

l’activation du promoteur P1 de GJA1 (Civitelli et al., 1998). Plus récemment, une étude chez la 

truite a montré que l’activation de l’expression de GJA1 par l’AMPc ne s’effectue pas par le biais 

du site C/EBP situé sur son promoteur car une mutation dans ce site n’altère pas l’activation du 

promoteur de GJA1 (de Montgolfier et al., 2011).  

L’analyse du promoteur de GJA1 révèle deux sites TCF/LEF chez le rat et la souris 

(Chen et al., 1995, Van der Heyden et al., 1998). Ces sites permettent la liaison des protéines 

effectrices de la voie de signalisation Wnt. Une étude a montré que GJA1 agirait comme une 

cible fonctionnelle de Wnt1. En effet, l’expression de Wnt1 dans des cellules nerveuses 

augmente leur couplage électrique et chimique, ce qui coïncide avec l’augmentation des 

niveaux d’ARNm et protéiques de GJA1 (Van der Heyden et al., 1998). Les niveaux de GJB2, 
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GJB1, GJA4, GJA5 et GJC1 ne sont pas augmentés. Une étude plus récente a montré que la b-

caténine se lie directement sur le promoteur de Gja1 afin d’augmenter son expression et de 

favoriser les jonctions lacunaires entre les ostéocytes (Xia et al., 2010). Cette augmentation 

transite par l’activation indépendante des voies PI3K/Akt et AMPc.  

Une multitude d’autres facteurs de transcription régulent l’expression des Cxs dans 

divers tissus (Oyamada et al., 2013). Les homéoprotéines et les facteurs T-box régulent de 

nombreux gènes impliqués dans la différenciation cellulaire et le développement embryonnaire 

et régulent l’expression de certaines Cxs. On notera l’implication de l’homéoprotéine Nkx2.5 

avec le facteur Tbx5 dans la régulation de GJA5 durant le développement du cœur (Bruneau et 

al., 2001, Fijnvandraat et al., 2003, Moskowitz et al., 2007). Les facteurs de transcription GATA 

appartiennent à la famille des facteurs de transcription à doigts de zinc et régulent l’expression 

de nombreux gènes de manière spécifique au tissu. GATA4 est notamment impliqué dans la 

régulation de GJA5 et de GJA11 dans la différenciation cardiaque (Linhares et al., 2004, Munshi 

et al., 2009). 

En plus d’une régulation directe par les facteurs de transcription, la transcription des Cxs 

peut également être régulée par l’acétylation des histones (Vinken et al., 2009). L’acétylation 

des histones réduit les interactions entre les nucléosomes et permet ainsi de relâcher l’ADN et 

de promouvoir la transcription. Les enzymes responsables de l’acétylation et de la 

désacétylation de l’ADN sont les histones acétyltransférases (HATs) et les histones 

désacétylases (HDACs). L’inhibition des HDACs permet de maintenir un ADN détendu et 

augmente la transcription de GJA1, GJB1 et GJA9 (Martin et al., 2003, Ogawa et al., 1999). 

3.4. Régulation de l’expression des Cxs par les hormones 

Plusieurs études se sont intéressées à l’effet des hormones thyroïdiennes sur les 

niveaux d’ARNm des Cxs (de Montgolfier et al., 2011, Mitchell et al., 2001, Stock et al., 2000, 

Stock et al., 1998). Dans les cellules du foie et par l’intermédiaire de son récepteur, l’hormone 

thyroïdienne se lie au promoteur de GJA1 afin d’augmenter son expression (Stock et al., 2000). 

Dans les ostéoblastes, l’hormone parathyroïdienne induit l’augmentation de GJA1 par 

l’intermédiaire de séquences localisées sur le promoteur de GJA1 et dans la région 3’UTR 

(Mitchell et al., 2001). La thyréostimuline (TSH) stimule l’expression de GJB1 et GJA1 dans les 

cellules de la glande thyroïde (Munari-Silem et al., 1994). Dans le système reproducteur mâle, 

les hormones thyroïdiennes augmentent l’expression de GJA1 dans les testicules de poissons 
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(de Montgolfier et al., 2011) ainsi que dans les cellules de Sertoli (Gilleron et al., 2006). Dans 

l’épididyme proximal, l’administration de propylthiouracile dans l’eau de boisson, un agent utilisé 

dans le traitement des hyperthyroïdies, diminue les niveaux d’ARNm de GJA1 (St-Pierre et al., 

2003). Ces études démontrent le rôle direct des hormones thyroïdiennes sur la transcription de 

GJA1. 

L’expression des Cxs est aussi régulée par les œstrogènes. Durant le travail qui précède 

l’accouchement, on assiste à une augmentation de l’expression de GJA1 entre les cellules du 

myomètre afin de synchroniser la contraction des cellules musculaires. Cette hausse 

d’expression est stimulée par l’augmentation de la concentration en œstrogènes dans l’utérus 

(Lye et al., 1993, Petrocelli et al., 1993). Au contraire, la progestérone agit comme répresseur et 

diminue les niveaux d’ARNm de GJA1 au sein du myomètre durant la grossesse (Dong et al., 

2009, Petrocelli et al., 1993). L’action des œstrogènes sur l’expression de GJA1 est relayée par 

le facteur de transcription Ini, une protéine à doigts de zinc qui est augmentée par les 

œstrogènes (Oltra et al., 2003). Ini va ensuite se lier au promoteur de GJA1 et augmenter son 

expression. L’augmentation de GJA1 avec les œstrogènes est accompagnée de l’augmentation 

de l’expression du facteur de transcription c-fos (Piersanti et al., 1995). Comme des sites de 

liaison de c-fos sont présents sur le promoteur de GJA1 (Echetebu et al., 1999), il est possible 

que c-fos stimule l’expression de GJA1 en se liant à son promoteur sous l’effet des œstrogènes. 

Les œstrogènes modulent aussi l’expression des Cxs dans le système reproducteur mâle. 

L’injection de benzoate d’œstradiol à 7 ou 21 jours de vie chez le rat module l’expression des 

Cxs dans le segment initial (Lee, 2014, Lee, 2015a) ou le corps (Lee, 2015b) de l’épididyme à 

l’âge adulte. Ces études démontrent la sensibilité de l’épididyme et l’importance des hormones 

durant la période de différenciation post-natale qui s’étend du jour 16 au jour 44 chez le rat.  

Chez les femelles, l’expression de GJB1 diminue dans les ovocytes de souris après 

stimulation avec de l’hormone chorionique gonadotrope humaine (hCG) alors que les niveaux 

d’ARNm de GJA1 restent inchangés (Valdimarsson et al., 1993). L’hormone FSH (Follicle 

Stimulating Hormone) augmente également les niveaux d’ARNm de GJA1 dans les cellules de 

la granulosa (Sommersberg et al., 2000). Au contraire, l’hormone LH agit sur les cellules de la 

granulosa afin de rompre les jonctions communicantes entre l’ovocyte et la granulosa dans un 

système de culture de follicules ovariens de souris (Granot et al., 1994, Norris et al., 2008). 

Les glucocorticoïdes qui sont impliqués dans divers processus importants comme la 

croissance et le développement régulent l’expression des Cxs. Dans les cellules pancréatiques, 

l’exposition à la dexaméthasone augmente les niveaux d’ARNm de GJA9 et diminue ceux de 
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GJA1 (Rafacho et al., 2007). Les glucocorticoïdes affectent également les niveaux protéiques et 

la phosphorylation de GJA1 dans le système nerveux (Sadowska et al., 2014, Samarasinghe et 

al., 2011). 

Les androgènes sont également d’importants modulateurs des Cxs. L’injection de 

flutamide chez des rats adultes provoque une diminution de l’expression de GJA1 au niveau de 

la barrière testiculaire (Zarzycka et al., 2015) et augmente l’expression de GJA1 dans le tissu 

interstitiel du testicule (Chojnacka et al., 2016). La phosphorylation, les niveaux d’expression 

ainsi que la localisation de GJA1 sont dépendants des androgènes dans le segment initial de 

l’épididyme chez le rat (Cyr et al., 1996). Dans le tissu sain, GJA1 est localisé entre les cellules 

principales alors qu’elle est également présente entre les cellules basales et principales chez 

les rats castrés. Cet effet est inhibé par l’administration de testostérone aux rats castrés. Chez 

le sanglier, l’administration de flutamide à une mère gestante diminue les niveaux d’expression 

de GJA1 dans la queue de l’épididyme de la première génération (Lydka et al., 2011). Ce 

changement est maintenu chez les sangliers adultes et est associé à une diminution des 

niveaux de AR. D’autres études ont montré que les niveaux d’ARNm de Gjb3 sont diminués 

chez les rats orchidectomisés et sont restaurés avec des implants de DHT (Chauvin et al., 

2004, Hamzeh et al., 2010). La prostate est également un organe très réceptif aux androgènes 

(Cleutjens et al., 1996, Heyns, 1990). Il est intéressant de noter que les niveaux d’ARNm de la 

GJA1 augmentent dans la prostate avec l’orchidectomie et que cette augmentation est inhibée 

par l’administration de DHT (Huynh et al., 2001).  
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4. Hypothèse de recherche 

À l’issue de cette revue de la littérature, il apparaît que l’épididyme joue un rôle crucial 

dans l’acquisition de la fertilité et que ses fonctions ainsi que son développement sont 

influencés et régulés par de multiples facteurs. Les cellules épithéliales de l’épididyme sont 

responsables de la composition du milieu luminal dans lequel transitent les spermatozoïdes. Il 

est primordial que les différents types cellulaires de l’épididyme communiquent entre eux afin de 

synchroniser leurs actions au sein des différents segments de l’épididyme et de permettre la 

maturation des spermatozoïdes. Cette communication intercellulaire est orchestrée par les 

jonctions lacunaires. Ces jonctions composées de Cxs régulent des processus importants de 

différenciation et de prolifération dans d’autres tissus. Dans l’épididyme, la communication 

intercellulaire est complexe et varie en fonction du développement du tissu, suggérant un rôle 

des Cxs dans la différenciation de l’épididyme. On assiste en effet à un changement 

d’expression des différentes Cxs durant le développement post-natal.   

Il n’existe dans la littérature, aucune donnée sur la régulation transcriptionnelle des Cxs 

durant le développement de l’épididyme. Pourtant, l’établissement d’un épithélium pleinement 

différencié et d’une communication cellulaire fonctionnelle semble indispensable à la fertilité. Il 

apparaît fondamental de comprendre les mécanismes participant à l’établissement d’une 

communication cellulaire au sein de l’épididyme. 

Ce projet de doctorat repose sur l’hypothèse qu’il existe des mécanismes communs de 

régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme au cours du développement post-natal. 

L’objectif principal était de comprendre les mécanismes responsables de la régulation de 

l’expression des Cxs dans l’épididyme. Pour cela, trois sous-objectifs ont été établis : (1) 

Identifier les mécanismes de régulation de Gjb2 par la caractérisation de son promoteur, (2) 

Identifier les mécanismes impliqués dans la baisse de Gjb2 et l’expression des autres Cxs, (3) 

Caractériser le promoteur de Gjb1. 

Le choix d’étudier ces deux Cxs repose sur le fait qu’elles sont exprimées à des stades 

de développement différents. Le premier objectif constitue le deuxième chapitre de cette thèse 

et les objectifs suivants ont été rassemblés dans le troisième chapitre de cette thèse. 



 

65 

 CHAPITRE 2 : RÔLE DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION 
SP1 ET TFAP2A DANS LA RÉGULATION DE 
L’EXPRESSION DE GJB2 DANS L’ÉPIDIDYME DU RAT  

 

 

Ce chapitre a été publié dans le journal Biology of Reproduction sous la référence : Cécile 

Adam and Daniel G. Cyr. Role of specificity protein-1 and activating protein-2 transcription 

factors in the regulation of the gap junction beta-2 gene in the epididymis of the rat (2016, 

Biology of Reproduction).  

 

 

 

Contribution des auteurs 

L’étudiante (Cécile Adam) a participé à la conception de l’étude. Elle a réalisé toutes les 

expériences présentées dans ce chapitre et a participé à l’analyse critique des données. La 

première version de l’article a été écrite par l’étudiante et elle a également participé au choix du 

journal. L’étudiante a participé à la version finale de l’article en apportant les corrections 

demandées par les examinateurs. 

 Le directeur de recherche (Daniel G. Cyr) a participé à la conception de l’étude, à 

l’analyse critique des données et à l’écriture et la correction de l’article ainsi qu’au choix du 

journal. 

  



 

66 

1. Résumé 

Chez les rats pré-pubères, GJB2 est exprimée entre les cellules en colonne adjacentes 

de l'épididyme. À 28 jours, lorsque les cellules en colonne se différencient en différents types 

cellulaires, les niveaux d'ARNm de Gjb2 diminuent à des niveaux à peine détectables. Il n'y a 

aucune information sur la régulation de GJB2 dans l'épididyme. Le présent objectif était de 

caractériser la régulation du promoteur du gène de GJB2 dans l'épididyme. Un unique site 

d’initiation de la transcription situé à -3829 pb par rapport au codon d’initiation ATG a été 

identifié. L'analyse de la séquence du promoteur a révélé plusieurs sites de liaison possibles 

des facteurs TFAP2A, SP1, et KLF4. Un fragment de 1,5 kb du promoteur de GJB2 a été cloné 

dans un vecteur contenant un gène rapporteur luciférase. La transfection de cette construction 

dans des cellules épididymaires RCE-1 a indiqué que le promoteur cloné contient l’information 

suffisante pour l'expression du gène rapporteur. Des délétions successives de la première 

construction ont montré que l'activité basale du promoteur réside dans les premières -230bp par 

rapport au site d'initiation de la transcription. Deux éléments de réponse nécessaires à 

l'expression GJB2 ont été identifiés : un site TFAP2A / SP1 (-136 à -126bp) et un site SP1 (-

50bp). Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et de retard sur gel ont 

confirmé que SP1 et TFAP2A sont liés au promoteur de GJB2. Les analyses de ChIP sur la 

chromatine de rats de 25 et 42 jours ont indiqué que la liaison de SP1 et TFAP2A diminue avec 

l'âge. Les études de baisse d’expression de SP1 et TFAP2A ont indiqué que SP1 est 

nécessaire à l'expression de GJB2. La méthylation de l'ADN ne semble pas impliquée dans la 

régulation de l'expression de Gjb2. Les résultats indiquent que SP1 et TFAP2A régulent 

l'activité du promoteur Gjb2 lors de la différenciation de l'épididyme chez le rat. 

2. Introduction 

La maturation spermatique qui est réalisée au sein de l’épididyme est cruciale pour 

l’acquisition de la motilité progressive et la fécondité (Robaire et al., 1988, Robaire et al., 2006).  

L’épididyme des mammifères est composé de différentes régions ou segments, ayant 

différentes caractéristiques morphologiques et différentes fonctions physiologiques (Hermo et 

al., 2002b).  A la naissance, l’épithélium épididymaire du rat est indifférencié (Hermo et al., 

1992, Sun et al., 1979). Les cellules sont caractérisées par l’absence de microvillosités et 

contiennent peu de vésicules d’endocytose et de vésicules sécrétoires (Hermo et al., 1992).  
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Les cellules en colonne indifférenciées commencent à se différencier au jour 16 et on voit alors 

apparaître les cellules principales et claires au jour 28 (Rodriguez et al., 2002). Les cellules 

basales dérivées également des cellules en colonne (Hermo et al., 1992), apparaissent dans la 

queue de l’épididyme au jour 21 et sont présentes dans tout l’épididyme au jour 28. Les 

jonctions serrées de la barrière hémato-épididymaire commencent à se former durant le 

développement embryonnaire et s’intensifient jusqu’au jour 21 (Agarwal et al., 1989). Chez le 

vison, la barrière est imperméable dès la naissance (Pelletier, 1995) mais l’acquisition de la 

perméabilité chez le rat est controversée (Agarwal et al., 1989, Guan et al., 2005).  

Les Cxs appartiennent à une famille de protéines transmembranaires impliquées dans la 

communication intercellulaire. Six Cxs forment un demi-canal hexamèrique appelé connexon à 

la membrane plasmique (Li et al., 2012). Un canal transmembranaire entre deux cellules est 

formé lorsqu’un connexon d’une cellule se lie au connexon d’une cellule adjacente. 

L’agglomération de canaux transmembranaires forme une jonction lacunaire entre deux 

cellules. Les jonctions lacunaires permettent aux cellules de communiquer par échange direct 

d’ions et de petites molécules (<1kDa) (Loewenstein, 1981). Les Cxs apportent une sélectivité 

au canal transmembranaire et dépendamment du type de Cxs formant la jonction lacunaire, la 

sélectivité de certains ions ou molécules peut être modifiée (Goodenough et al., 1996). La 

communication cellulaire par les jonctions lacunaires est médiatrice de processus cellulaires 

importants comme la prolifération et la différenciation de l’épithélium (Crespin et al., 2014, 

Djalilian et al., 2006, Kardami et al., 2007, Omori et al., 1999, Trosko et al., 2000). 

Les jonctions lacunaires ont été identifiées dans l’épithélium de l’épididyme (Cyr, 2011, 

Friend et al., 1972, Pelletier, 1995) et semblent être cruciales pour le maintien de la 

coordination cellulaire le long de l’épididyme et donc de la maturation spermatique (Cyr, 2011, 

Cyr et al., 2002, Dube et al., 2012, Gregory et al., 2011). GJA1 (Cx43) a été la première Cx 

identifiée dans l’épididyme du rat adulte et est localisée entre les cellules principales et basales, 

ainsi que dans les muscles lisses de la queue de l’épididyme (Cyr et al., 1996). Les souris 

transgéniques mutées pour GJA1 ont une fertilité diminuée et leurs paramètres de motilité sont 

altérés (Gregory et al., 2011).  En plus de GJA1, des transcrits pour Gjb1 (Cx32), Gjb2 (Cx26), 

Gjb5 (Cx30.3), et Gjb4 (Cx31.1) ont également été identifiés dans l’épididyme (Dufresne et al., 

2003). Beaucoup de ces Cxs (GJA1, GJB4, et GJB5) ont été récemment identifiées dans les 

cellules basales de l’épididyme, suggérant une communication intercellulaire intensive entre les 

cellules principales et basales (Mandon et al., 2015b). Durant la différenciation post-natale de 

l’épididyme chez le rat, on assiste à un changement dans l’expression des Cxs (Dufresne et al., 
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2003). Dans la région proximale de l’épididyme, GJB2 est tout d’abord exprimée dans les 

jeunes animaux lorsque l’épithélium est indifférencié et est localisée entre les cellules en 

colonne qui bordent la lumière de l’épididyme. Les niveaux d’ARNm de Gjb2 diminuent 

dramatiquement entre le jour 28 et 35 (Dufresne et al., 2003). En même temps que la 

diminution des niveaux de Gjb2, on observe une augmentation concomitante des niveaux 

d’ARNm de Gjb4, Gjb5 and Gjb1. Les niveaux de Gja1 suivent le même profil que ceux de 

Gjb2 : ils sont fortement exprimés au début du développement post-natal et commencent à 

diminuer au jour 35 mais restent cependant détectables à l’âge adulte. 

Ce changement d’expression des différentes Cxs suggère une modification dans la 

communication intercellulaire entre les cellules en différenciation de l’épididyme, pouvant 

impliquer un rôle des Cxs dans la différenciation de l’épithélium.  

Il a été reporté que l’expression de GJB2 et GJA1 diminuent alors que celle de GJB4 et 

GJB5 augmente dans la différenciation des kératinocytes. Ce changement est associé à une 

modification dans la perméabilité des jonctions lacunaires (Brissette et al., 1994). Durant la 

différenciation en cardiomyocytes des cellules souches embryonnaires de souris, Gja5 (Cx40) 

est indétectable dans les cellules indifférenciées et les niveaux de transcrits augmentent avec 

l’apparition des cellules pulsatiles (Oyamada et al., 1996). Dans les glandes mammaires des 

souris, les niveaux de GJB2 augmentent durant la grossesse alors que GJB1 est exprimée 

uniquement durant la lactation (Locke et al., 2000). Ces données corroborent la notion que les 

Cxs sont impliquées dans la différenciation épithéliale. 

Il existe peu d’information concernant la régulation transcriptionnelle de GJB2 dans le 

tissu sain. Dans les cellules épithéliales endométriales et mammaires, des études ont reporté 

que Gjb2 était stimulée par les facteurs TFAP2A et SP1 (Kiang et al., 1997, Tu et al., 1998a, Tu 

et al., 1998b, Tu et al., 2001), ce qui indique l’importance des boîtes GC et GT du promoteur de 

Gjb2. Dans l’épiderme, GJB2 est inhibée par le facteur de transcription KLF4 durant l’acquisition 

de la barrière épidermique (Djalilian et al., 2006). Les souris mutées pour KLF4 démontrent une 

surexpression de GJB2 dans les kératinocytes et ont une barrière épidermique altérée. Le rôle 

de KLF4 dans la régulation de Gjb2 est controversé car la mutation de KLF4 dans des cellules 

de trachée n’a pas d’effets sur les niveaux d’ARNm de Gjb2 (Crespin et al., 2014). 

Dans divers cancers, Gjb2 est considéré comme un gène suppresseur de tumeur, et s’il 

est surexprimé, il peut diminuer la prolifération cancéreuse (Hellmann et al., 1999, Hirschi et al., 

1996, Mesnil et al., 1995). Dans les cellules cancéreuses de l’endomètre (Nishimura et al., 
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2003), du poumon (Chen et al., 2005, Shimizu et al., 2006) et du sein (Tan et al., 2002), Gjb2 

est diminuée par la méthylation de son promoteur. 

Il n’existe aucune information sur le(s) mécanisme(s) qui régulent la transcription de 

Gjb2 dans l’épididyme. Cependant, la diminution des niveaux d’ARNm de Gjb2 durant la 

différenciation épithéliale suggère que GJB2 joue un rôle dans la différenciation de l’épididyme. 

De ce fait, comprendre la régulation de Gjb2 pourrait fournir des informations critiques sur les 

facteurs impliqués dans la régulation de la différenciation de l’épididyme. L’objectif de ce 

chapitre est d’élucider les mécanismes régulant le gène Gjb2 dans l’épididyme du rat par la 

caractérisation de son promoteur. 

3. Matériel et méthodes 

3.1. Animaux 

Des rats males Sprague Dawley prépubères (25jours) et pubères (42jours) ont été 

obtenus auprès des laboratoires Charles River (St-Constant, Canada). Les animaux ont été 

maintenus dans une photopériode de 12h de lumière et 12h de nuit avec de la nourriture et de 

l’eau à volonté. Les animaux ont été euthanasiés avec du CO2 et par dislocation cervicale. Les 

épididymes ont été échantillonnés, congelés dans de l’azote liquide et conservés à -80°C. Tous 

les protocoles animaliers utilisés dans cette étude ont été approuvés par le comité institutionnel 

de protection des animaux de l’INRS.  

3.2. Amplification rapide des extrémités d’ADNc (RNA Ligase Mediated Rapid 
Amplification of cDNA Ends, RACE) 

L’ARN total a été extrait d’épididymes de rats de 25 jours en utilisant la trousse 

commercial Illustra RNAspin Mini en suivant les instructions du manufacturier (GE Healthcare, 

Baie d’Urfe, PQ). La région 5’ du transcrit de Gjb2 a été amplifiée en utilisant la trousse 

FirstChoice RLM-RACE (RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends, Ambion, 

Austin, TX), en suivant les instructions du manufacturier. Les séquences des amorces utilisées 

pour ces expériences sont listées dans le Tableau 2.1. La première amplification par PCR utilise 

l’amorce Gjb2-outerRACE et l’amorces 5’RACE Outer primer du kit RNA Mini. Deux PCR 

nichées ont ensuite été réalisées en utilisant l’amorce Gjb2-innerRACE1 et Gjb2-innerRACE2 
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avec l’amorce 5’RACE Inner primer du kit. Ces amorces ont été conçus pour amplifier des 

produits de 221 pb et 171 pb respectivement. Les amplifications par PCR ont été réalisées avec 

les cycles de température suivants : 5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30sec à 63°C, 

et 30 sec à 72°C. Les produits ont été analysés sur un gel d’agarose à 2% coloré au bromure 

d’éthidium. Les bandes ont été excisées, purifiées et séquencées (Génome Québec, Montréal, 

Qc). 

3.3. Analyse de la séquence 

Les produits de RACE et les séquences promotrices ont été comparées à la séquence 

génomique du rat en utilisant l’outil Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, GenBank) 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). La détermination des possibles sites de liaison des facteurs de 

transcription sur le promoteur de Gjb2 ont été réalisés en utilisant la base de données TESS-

TRANSFAC (Transcription Element Search System, University of Pennsylvania, Philadelphia, 

PA). Le logiciel CpGplot (http://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/) a été utilisé 

pour prédire les îlots CpG, alors que la conception d’amorces pour la PCR suivant le traitement 

au bisulfite a été réalisée en utilisant le logiciel MethPrimer 

(http://www.urogene.org/methprimer). 

3.4. Clonage 

3.4.1. Clonage du promoteur de Gjb2 

L’ADN génomique total a été extrait de foies de rats adultes Sprague Dawley en utilisant 

la trousse GenElute Mammalian Genomic DNA Purification (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) et en 

suivant les indications du fabricant. Les amorces utilisées pour amplifier le promoteur de Gjb2 

sont indiquées dans le Tableau 2.1. Un fragment de 1697 pb (-1564 à +133 par rapport au site 

d’initiation de la transcription) de la région 5’ du promoteur de Gjb2 a été amplifié par PCR (5 

min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec à 61°C, et 2.5 min à 72°C). Le produit a été 

analysé sur un gel de d’agarose à 0.7% teinté au bromure d’éthidium. La bande d’ADN d’intérêt 

a été excisée, purifiée en utilisant la trousse ZymoClean Gel DNA recovery (Zymo Research, 

Irvine, CA) et séquencée (Genome Québec). Le promoteur de Gjb2 a été inséré dans le 

plasmide pGL3-Basic (New England Biolabs, Whitby, ON) à l’aide des sites de restriction NheI 
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et HindIII en amont du gène de la luciférase. Des bactéries TOP10 (Invitrogen, Burlington, ON) 

ont été rendues compétentes à l’aide de chlorure de calcium. La construction plasmide a été 

transfectée par choc thermique dans les bactéries TOP10 afin d’être amplifiée. La construction -

1564/+133 a ensuite été purifiée par un kit de midiprep (Plasmid Midi kit, Qiagen, Toronto, ON), 

analysée par digestion enzymatique avant d’être séquencée. 

 Le site de restriction NheI localisé en amont du promoteur en combinaison avec AvrII, 

SpeI et PstI localisés en aval du promoteur ont été utilisés afin de générer plusieurs produits de 

délétion en 5’ de la première construction. Les différents fragments d’ADN digérés ainsi obtenus 

ont été purifiés sur gel d’agarose, complétés en utilisant une ADN polymérase T4 (New England 

Biolabs) et liés avec une T4 ligase. Des bactéries TOP10 rendues compétentes ont ensuite été 

transformées avec chacune de ces constructions. Après amplification et purification, les 

nouvelles constructions ont été analysées par digestion enzymatique et séquencées. Les 

constructions contenant -1083/+133 pb, -402/+133 pb et -283/+133 pb ont été aini obtenues. 

 Afin de caractériser plus précisément la région proximale du promoteur de Gjb2 (-

283/+133 pb), des constructions additionnelles ont été générées par PCR en utilisant des 

amorces contenant des sites de restriction spécifiques (Tableau 2.1). Les produits de PCR ont 

été digérés en utilisant HindIII et XhoI ou NheI et séparés par électrophorèse sur gel d’agarose. 

Les bandes d’intérêt ont été découpées, purifiées et ligaturées dans le plasmide pGL3-Basic. 

Cinq constructions supplémentaires ont été générées : -230/+133, -148/+133, -101/+133, -

64/+133 et -8/+133 pb. Comme pour les constructions précédentes, des bactéries TOP10 

rendues compétentes ont été transformées avec chacune de ces cinq nouvelles constructions. 

Les clones obtenus ont été purifiés, analysés par digestion enzymatique et séquencés. Après 

confirmation de leur identité, chacune de ces constructions a été conservée à -20°C. 

3.4.2.  Mutagénèse dirigée 

Les sites de liaison identifiés dans l’analyse de la séquence des facteurs de transcription 

SP1 (-221; -126; -50 pb) et TFAP2A (-201; -124 pb) ont été mutés à partir de la construction -

283/+133 en utilisant la trousse QuickChange II Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La 

Jolla, CA). Une construction dans laquelle le site de chevauchement de SP1/TFAP2A (-126 to -

116) a été muté a été utilisée afin de produire un double mutant avec le site SP1 localisé à -50 

pb par rapport au site d’initiation de la transcription. Les amorces portant les mutations purifiées 

par électrophorèse sur gel de polyacrylamide utilisées pour ces expériences sont détaillées 
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dans le Tableau 2.1. Sept nouvelles constructions ont ainsi été générées par mutagénèse 

dirigée. Des bactéries rendues compétentes par chlorure de calcium ont été transformées par 

chacune de ces sept nouvelles constructions. Les clones résultants ont été purifiés (Plasmid 

Midi kit, Qiagen) et séquencés afin de vérifier leur identité (Genome Quebec). 

3.5. Culture cellulaire, transfection et essais luciférase 

Les cellules RCE-1 (Dufresne et al., 2005) ont été cultivées dans du Dulbecco modified 

Eagle medium/Ham nutrient mixture F12 (DMEM/HAM F12, Sigma) supplémenté de 5% de 

sérum de veau fœtal (FBS), 2 mM de L-glutamine, 10 μg/ml d’insuline, 10 μg/ml de transferrine, 

80 ng/ml d’hydrocortisone, 10 ng/ml de facteur de croissance épidermique (EGF), 10 ng/ml 

d’AMPc et 5 nM de testostérone à 32°C dans un incubateur humide contenant 5% de CO2. Les 

cellules ont été cultivées sur des plaques 24 puits préalablement recouvertes de collagène IV 

(BD Biosciences, Mississauga, ON). Après 24h, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et 

le milieu a été remplacé. Les cellules ont été transfectées avec 1 µg d’une des constructions 

contenant une partie du promoteur de Gjb2 (constructions Gjb2-pGL3) et 100ng de plasmide 

phRL-TK (Promega, Madison WI) utilisé comme un contrôle de l’efficacité de transfection. Les 

transfections ont été réalisées à l’aide de 3 µl d’agent de transfection FastFect (Feldan, 

Quebec, QC) dans 100 µl de milieu. Le plasmide phRL-TK exprime la luciférase Rénilla sous le 

contrôle du promoteur de la thymidine kinase du virus Herpes simplex. Le plasmide pGL3-Basic 

vide a été utilisé comme témoin négatif. Un plasmide contenant le gène de la luciférase Firefly 

sous le contrôle du promoteur du virus du sarcome de Rous (pRSV-Luc) a été utilisé comme 

témoin positif. Après transfection, les cellules ont été placées dans l’incubateur pendant 24h. Le 

jour suivant, le milieu a été enlevé et les cellules ont été lavées avec du PBS 1X. Les cellules 

ont ensuite été décollées par traitement à la trypsine, grattées et transférées dans des 

microtubes de 1,5 ml. Après centrifugation (300 x g) pour 10 min, les cellules ont été 

resuspendues dans 75 µl de milieu et placées dans une plaque opaque de 96 puits (Corning, 

New York, NY). Les activités luciférase Firefly et Rénilla ont été déterminées en utilisant la 

trousse Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) et le luminomètre MicroBeta TRILUX 

(PerkinElmer, Waltham, MA). Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata 
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3.6. Retard sur gel 

Les extraits nucléaires ont été préparés de cellules RCE-1 et d’épididymes proximaux 

(segment initial, tête, corps) de rats de 25 et 42 jours en utilisant la trousse Nuclear Extract 

(Active motif, Carlsbad, CA). Les concentrations en protéines ont été déterminées par la 

méthode de BCA avec la trousse Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Waltham, MA). 

Les séquences des oligonucléotides contenant le site de chevauchement de SP1/TFAP2A et le 

site proximal SP1 utilisés sont indiqués dans le Tableau 2.1. Un aliquot e 10pmol 

d’oligonucléotide sens a été marqué avec 50 μCi de [γ-32P]ATP en utilisant 5 unités de 

polymérase T4 et incubé pendant 45 min à 37°C. L’oligonucléotide sens marqué a été incubé 

avec son oligonucléotide anti-sens à 65°C pendant 10 min et à température pièce pendant 30 

min. Les oligonucléotides doubles brins ont été purifiés sur une colonne Sephadex G-50 (Nick 

column, GE Healthcare) et la radioactivité de la fraction résultante a été analysée. L’activité 

spécifique de chaque fraction purifiée était supérieure à 5000 cpm/fmol. Un aliquot de 5 µg 

d’extraits protéiques nucléaires (trois groupes de trois rats de 25 jours et trois groupes de deux 

rats de 42 jours) a été ajouté au tampon de liaison 1X (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 4% glycérol, 1 

mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 0.5 mM DTT) et à la poly-dI-dC (50 μg/ml). Pour les 

expériences de compétition ou les expériences de supershift, des oligonucléotides non marqués 

ou des anticorps (1-5 μg) ont été ajoutés et incubés à température pièce pendant 30 min. Un 

anticorps poly-clonal de chèvre anti-SP1 (sc-59X; Santa Cruz Biotechnologies) et un anticorps 

poly-clonal de lapin anti-TFAP2A (sc-184X; Santa Cruz Biotech) ont été utilisés pour les 

expériences de supershift. Les oligonucléotides marqués (30 fmol) ont ensuite été ajoutés au 

mélange et incubés pendant 30 min supplémentaires à température pièce. Les produits ont été 

séparés sur gels de polyacrylamide de 6%. Les gels ont été séchés et exposés pendant la nuit 

sur des films auto-radiographiques (Classic blue films, Universal X-Ray, Pointe Claire, Qc, 

Canada).  

3.7. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)  

3.7.1. Immunoprécipitation de la chromatine sur les cellules RCE-1 

L’immunoprécipitation de la chromatine a été réalisée en utilisant la trousse EZ-ChIP 

(EMD Millipore, Billerica, MA). Les cellules RCE-1 ont été cultivées sur des Pétris de 58 cm2 
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recouverts de collagène IV (BD Biosciences). Les cellules ont été fixées avec une solution de 

formaldéhyde à 1% pendant 8 min à température pièce et la réaction a été arrêtée avec l’ajout 

de 125 mM de glycine. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS 1X froid et 

récupérées par grattage dans 4 ml de PBS 1X froid supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs de 

protéase (EMD Millipore). Après centrifugation (700 x g pendant 5 min à 4 ºC), les cellules (5 x 

106 cellules/ml) ont été resuspendues et lysées dans du tampon de lyse contenant du SDS (1% 

SDS; 10 mM EDTA et 50 mM Tris pH 8) pendant 10 min et gardées à -80°C jusqu’à utilisation. 

Les lysats ont été dégelés sur glace et soniqués avec 35 cycles de 15 sec on/45 sec off à l’aide 

d’un sonicateur Q125 (Qsonica, Newtown, CT) équipé d’une sonde de 2 mm. La chromatine a 

été coupée en fragments de 200 à 1000 pb et analysée sur gel d’agarose. L’équivalent de 1 

million de cellules (200 µl de lysat) a été utilisé pour chaque immunoprécipitation. La chromatine 

a été prélavée pendant 1h à 4°C et incubée pendant la nuit à 4°C avec 5 µg d’anticorps anti-

SP1 (sc-59X; lot G1813; Santa Cruz Biotechnologies) ou d’anticorps anti-TFAP2A (sc-184X; lot 

J1110; Santa Cruz Biotechnologies). Une fraction de l’échantillon prélavé a été conservée à -

20°C et utilisée comme échantillon contrôle ou input. Les complexes anticorps-protéine-ADN 

ont ensuite été précipités en utilisant des billes d’agarose couplées à des protéines G. Les billes 

ont été lavées dans du tampon, éluées et l’ADN a été purifié selon les indications du fabricant 

(EMD Millipore). Les réactions de PCR ont été réalisées en utilisant les amorces Gjb2 ChIP 

indiquées dans le Tableau 2.1 qui amplifient 138 pb de la région promotrice du gène Gjb2 

comprenant les sites SP1 et TFAP2A/SP1. Un aliquot de 5 µl d’ADN purifié a été utilisé comme 

substrat dans un volume de 25 µl de solution de réaction contenant 0.5 μM de chaque amorce, 

0.2 mM dNTPs (Invitrogen), 2 mM MgCl2, du tampon Mango Taq et 1 unité d’ADN polymérase 

MangoTaq (Bioline, Taunton, MA). L’ADN amplifié par PCR (dénaturation à 94°C pendant 5 min 

suivie de 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec à 63°C et 30 sec à 72°C) a été analysé sur un gel 

d’agarose à 2% teinté avec du bromure d’éthidium. 

3.7.2. Immunoprécipitation de la chromatine quantitative sur les tissus de rats 

Les épididymes proximaux (segment initial, tête et corps) de rats de 25 et 42 jours ont 

été broyés dans de l’azote liquide en utilisant un mortier et un pilon et puis fixés avec du 

formaldéhyde à 1% pendant 8 min à température pièce avec faible agitation. La réaction a été 

arrêtée par l’ajout de glycine (125 mM) et les tissus ont été centrifugées à 1250 x g pendant 10 

min à 4°C. Les culots ont été lavés deux fois avec du PBS 1X et resuspendus dans du tampon 



 

75 

cytoplasmique (10 mM Tris pH 7.4; 3 mM CaCl2; 3 mM MgCl2; 1 mM PMSF; et du cocktail 

d’inhibiteurs de protéases; Sigma Aldrich). Les échantillons ont ensuite été homogénéisés à 

l’aide d’un homogénéisateur de type Dounce sur glace, centrifugés à 850 x g pendant 10 min à 

4°C et resuspendus dans du tampon cytoplasmique. Les échantillons ont été homogénéisés 

manuellement à l’aide du Dounce avec 0.6 % de NP40 (nonyl phenoxypolyethoxylethanol) afin 

d’obtenir une suspension de cellules isolées. Les noyaux ont été récupérés par centrifugation à 

14000 x g pendant 1 min à 4°C. Les culots ont été resuspendus dans du tampon de lyse 

contenant du SDS (100 mg/ml) et conservés à -80°C jusqu’à sonication. Les noyaux ont été 

soniqués sur glace pendant 30 cycles de 30 sec on/20 sec off. La chromatine a ensuite été 

analysée comme mentionné précédemment et analysée sur gel d’agarose (Figure 2.1). Les 

concentrations protéiques ont été déterminées en utilisant la trousse Pierce BCA Protein Assay 

(Thermo Scientific, Waltham, MA). Les immunoprécipitations ont été réalisées en utilisant 150 

µg de protéines comme décrit précédemment avec 5 μg d’anticorps anti-SP1, anti-TFAP2A, ou 

anti-KLF4 (sc-20691, lot H0514; Santa Cruz Biotechnologies). La quantification a été réalisée 

par qPCR utilisant les amorces référencées dans le Tableau 2.1 Ces amorces amplifient une 

région de 238 pb du promoteur de Gjb2 comprenant les éléments de réponse de SP1, TFAP2A, 

et KLF4. Ces analyses ont été réalisées avec 2 µl d’ADN dans 15 µl de solution de réaction 

PerfeCTa SYBER Green Supermix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD) et 0.3 µM de 

chaque amorce. L’ADN a ensuite été amplifié par dénaturation à 94°C pendant 5 min suivi de 

40 cycles de 30 sec à 94°C, de 30 sec à 63°C et de 30 sec à 72 °C. Les données ont été 

analysées et normalisées en utilisant la méthode du pourcentage d’input (Haring et al., 2007). 

Les données sont exprimées en pourcentage de l’input ou témoin positif. 
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Figure 2. 1 Analyse de la sonication de la chromatine 
La chromatine d’épididymes de trois groupes de rats de 25 jours a été extraite comme expliqué dans la section 
matériel et méthode et soniquée afin d’obtenir des fragments entre 200 et 1000 pb. Des résultats similaires ont été 
obtenus pour la sonication des cellules RCE-1 et des épididymes de rats de 42 jours. M : marqueur de poids 
moléculaire, 1, 2 et 3 : trois différents groupes de rats de 25 jours. 

3.8. Interférence par ARN 

De petits ARN interférents (siRNA) contre SP1 et TFAP2A (5 et 10 nM; Qiagen) ainsi 

qu’un ARN de séquence aléatoire (5 et 10 nM; Qiagen) ont été transfectés dans des cellules 

RCE-1 à l’aide de la Lipofectamine RNAiMax et en suivant les instructions du fabricant 

(ThermoFisher, Ottawa, ON). Les cellules ont été ensemencées sur des plaques de 24 puits et 

transfectées 24 h après avec les siRNA. Les cellules ont été incubées 24 h avec les siRNA 

contre TFAP2A et 48 h avec les siRNA contre SP1. Les cellules ont été lysées et l’ARN total a 

été extrait en utilisant la trousse d’extraction NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Bethlehem, 

PA) en suivant les indications du fabriquant. Un aliquot de 400 ng d’ARN total a été rétro-

transcrit en ADNc en utilisant la trousse qScript cDNA superMix (Quanta Biosciences, 

Gaithersburg, MD). Les niveaux de Sp1, Tfap2a et Gjb2 ont été évalués par RT-qPCR comme 

décrit précédemment et en utilisant les amorces mentionnées dans le Tableau 2.1. Les niveaux 

protéiques de SP1, TFAP2A et d’Histone H3 ont été mesurés par immunobuvardage de type 

western (western blot). 
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3.9. Immunobuvardage de type western (western blot) 

Les protéines nucléaires ont été extraites d’épididymes de rats de 25 et 42 jours comme 

décrit précédemment. Les concentrations protéiques ont été déterminées à l’aide du kit Pierce 

BCA Protein Assay kit (ThermoFisher). Les échantillons ont été conservés à -80°C jusqu’à 

utilisation. Les protéines (25 µg) ont été diluées dans du tampon Laemmli et chauffées pendant 

5 min à 94°C. Les protéines ont ensuite été séparées sur un gradient de 4-20% de gel de 

polyacrylamide et transférées sur une membrane en polyvinylidène fluoride en utilisant un 

appareil Transblot (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON). Les membranes ont été bloquées 

pendant 1 h avec 5 % de lait non gras dissout dans du TBS (tris-buffered saline) contenant 

0,1% de Tween-20 (TBST) à température pièce. Les membranes ont ensuite été incubées 

pendant la nuit à 4°C avec un anticorps de lapin anti-TFAP2A (2 μg/ml), un anticorps de chèvre 

anti-SP1 (2 μg/ml) ou un anticorps de lapin anti-Histone 3 (2 μg/ml; #4499; Cell Signaling, 

Danvers, MA) dans la solution de blocage. Après une série de lavage dans du TBST, les 

membranes ont été incubées pour 1h à température pièce avec un anticorps secondaire 

conjugué à la péroxidase du raifort (HRP). Dépendamment de l’anticorps primaire, un anticorps 

de chèvre anti-lapin (0,04 μg/ml; sc-2004; Santa Cruz Biotechnologies) ou un anticorps d’âne 

anti-chèvre a été utilisé (0,04 μg/ml; sc- 2020; Santa Cruz Biotechnologies). Les signaux ont été 

révélés par l’ajout du substrat Clarity Western ECL (Bio-Rad Laboratories) et analysés en 

utilisant le système d’imagerie ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories). 

3.10. Traitement au bisulfite 

L’ADN génomique total a été extrait à partir d’épididymes proximaux de rats de 25 et 42 

jours en utilisant la trousse de purification GenElute Mammalian Genomic DNA Purification 

(Sigma-Aldrich). Le traitement au bisulfite a été réalisé en utilisant la trousse EZ DNA 

Methylation (Zymo Research). Le réactif de conversion a été ajouté à 500 ng d’ADNg et incubé 

pour 16 h à 50°C dans le noir. L’ADN a été purifié et amplifié par PCR en utilisant la polymérase 

JumpStart Taq (Sigma) et les amorces pouvant amplifier l’ADN traité au bisulfite (Tableau 2.1). 

Les amorces ont été conçues pour amplifier deux régions du promoteur de Gjb2 : la région 1 

comprend les nucléotides situés entre -194 et +97 et la région 2 les nucléotides situés entre -

700 et -483 pb par rapport au site d’initiation de la transcription. La méthylation du promoteur du 

gène Rhox5 (Bhardwaj et al., 2012) a été utilisée comme témoin positif pour le traitement au 
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bisulfite. Le programme de PCR utilisé pour amplifier la région -402 à -111 pb du promoteur 

Rhox était d’une minute à 94°C, suivi de 35 cycles de 30 sec à 94°C, de 30 sec à 59°C et 1 min 

à 72°C, avec une extension finale de 7 min à 72°C. Les produits de PCR ont été analysés sur 

un gel d’agarose à 2%, découpés et purifiés. Les produits ont été clonés en utilisant le plasmide 

de clonage pGME-T Easy Vector System (Promega). Les clones obtenus des épididymes de 

rats des deux âges ont été séquencés (Genome Québec) et leur profil de méthylation a été 

déterminé. 

3.11. Analyse statistique 

Tous les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel GraphPad Prism 

(GraphPad Software, San Diego, CA).  Des tests d’analyse de la variance (ANOVA) à un 

facteur suivis du test de Newman-Keuls ou des tests de Student (test T) ont été utilisés pour 

analyser les données. Une valeur de P < 0,05 est considérée comme significative. 
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Tableau 2. 1 Séquence des oligonucléotides utilisés dans l’étude du promoteur de Gjb2. 
Pour les expériences de clonage, les sites de restriction sont indiqués en gras. Pour les expériences de retard sur 
gel, les sites de liaison des facteurs de transcription sont indiqués en gras. Les bases mutées sont soulignées. 
 

Expérience Nom Séquence 5’ vers 3’ 

5’ RACE 

Gjb2-outer RACE GGTTGGCACTGTGTCCCGAGG 

Gjb2-inner1 RACE GGAGCAGGTCCGGAGTGGGT 

Gjb2-inner2 RACE GGGTATCGGGCCGCTCCTG 

Clonage du promoteur 

-1564/+133 pmt Gjb2-F TGGCTGCTAGCGCCCTCATC 

-1564/+133 pmt Gjb2-R CTCCAAGCTTGGTCAGAAGT 

pmt Gjb2-R TTCACTGCATACGACGATTC 

-230/+133 pmt Gjb2-F GCCTTGAGCTAGCAGAGAG 

-148/+133 pmt Gjb2-F TCGCTAGCTCTGACG 

-101/+133 pmt Gjb2-F GGGTGGCTAGCTACTGGGA 

-64/+133 pmt Gjb2-F TTCTCAATCGCTCGAGGGT 

-8/+133 pmt Gjb2-F CGGCCTCGAGGTGTCCA 

Mutagénèse dirigée 

Gjb2m-221SP1-F GCCTTGAGCTGGGGGTAAAGTAGGGT 

Gjb2m-221SP1-R CCCCACTCCACCCTACTTTACCCCCAG 

Gjb2m-201AP2-F GGGGTAGGGTGGAGTGAAGTGGGGAGTGACTTAG 

Gjb2m-201AP2-R CTAAGTCACTCCCCACTTCACTCCACCCTACCCC 

Gjb2m-126SP1-F GCCCGGAGAGCTAAGCCCGCGGCGC 

Gjb2m-126SP1-R GCGCCGCGGGCTTAGCTCTCCGGGC 

Gjb2m-124AP2-F GCTCCGCCCGCTACGCTGGGGGTGG 

Gjb2m-124AP2-R CCACCCCCAGCGTAGCGGGCGGAGC 
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Gjb2m-124126SP1AP2-F CGGAGAGCTCCGAACGCGGCGCTGGG 

Gjb2m-124126SP1AP2-R CCCAGCGCCGCGTTCGGAGCTCTCCG 

Gjb2m-50SP1-F TCCAGGGTGAGAGAGGAAGGGTGAGGGGTTCAG 

Gjb2m-50SP1-R CTGAACCCCTCACCCTTCCTCTCTCACCCTGGA 

Traitement au bisulfite 

-700/-483pmt Gjb2-F GGTGGAGTGGGGTGGGGAGTGATTTAG 

-700/-483 pmt Gjb2-R ACCTTTTAACTAAACCCCTCACCC 

-194/+97 pmt Gjb2-F TTTTTGGTATTTTGTTTAAAGTGAT 

-194/+97 pmt Gjb2-R ATATAAACCAACAACTTCCAATATC 

-102/-111 pmt Rhox5-F TTTAACTGGGCACCCTAAGT 

-102/-111 pmt Rhox5-F GGCTGATATCATGGCTAGA 

Retard sur gel (EMSA) 

Sp1/Tfap2a sense GAGAGCTCCGCCCGCGGCGCTGGGG 

Sp1/Tfap2a antisense CCCCAGCGCCGCGGGCGGAGCTCTC 

mSp1/Tfap2a sense GAGAGCTAAGCCCGCGGCGCTGGGG 

mSp1/Tfap2a A antisense CCCCAGCGCCGCGGGCTTAGCTCTC 

Sp1/mTfap2a sense GAGAGCTCCGCCCGCTACGCTGGGG 

Sp1/mTfap2a antisense CCCCAGCGTAGCGGGCGGAGCTCTC 

mSp1/mTfap2a sense GAGAGCTCCGAACGCGGCGCTGGGG 

mSp1/mTfap2a antisense CCCCAGCGCCGCGTTCGGAGCTCTC 

-50 Sp1 sense GGTGAGAGAGGCGGGGTGAGGGG 

-50 Sp1 antisense CCCCTCACCCCGCCTCTCTCACC 

-50 m Sp1 sense GGTGAGAGAGGAAGGGTGAGGGG 
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-50 m Sp1 antisense CCCCTCACCCTTCCTCTCTCACC 

ChIP 

Gjb2ChIP-F GTGACTTAGGCTCCAGGAGAG 

Gjb2ChIP-R CACCCTGGAGCGATTGAGAA 

qPCR Gjb2ChIP-R ACTGGCTGCGAGTTGGGAG 

siRNA 

qPCR Sp1 sense GCCAGGCCTCCAGACCATT 

qPCR Sp1 antisense GTACATGCTTCCCGCCGAGT 

qPCR Tfap2a sense GCCTTTTGTGTGTGGCTCTTT 

qPCR Tfap2a antisense GCTGGTGTAGGGAGATTGACC 

qPCR Gjb2 sense ACGCTCCTCGGGACACAGT 

qPCR Gjb2 antisense TGGTGGAGTGCTTGTTGACAC 

qPCR Gapdh sense TCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA 

qPCR Gapdh antisense AACTTGCCGTGGGTAGAGTC 
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4. Résultats 

4.1. Identification d’un site d’initiation de la transcription pour Gjb2 dans 
l’épididyme 

Afin d’identifier le site d’initiation de la transcription du gène Gjb2, la région 5’ du transcrit 

de Gjb2 a été amplifiée à partir d’épididymes de rats de 25 jours. Des PCR successives utilisant 

les amorces nichées ont généré les produits attendus de 221 et 171 pb (Figure 2.2). Le 

séquençage et l’analyse des séquences à l’aide de l’outil BLAST de Genbank ont confirmé 

l’identité des produits. Les résultats montrent la présence d’un site d’initiation de la transcription 

(SIT) unique pour Gjb2 dans l’épididyme qui correspond à une adénine à la position -3829 pb 

par rapport à l’ATG (Figure 2.3A). Le promoteur proximal de Gjb2 est localisé dans un îlot CpG 

qui commence à -201 et s’étend à +237 pb par rapport au SIT identifié (Figure 2.3B). L’analyse 

de la séquence du promoteur de Gjb2 révèle plusieurs sites de liaison possibles de facteurs de 

transcription. Trois sites SP1, deux sites TFAP2A et quatre sites KLF4 ont été identifiés dans 

les 230 pb en amont du SIT. Les facteurs de transcription SP1 et TFAP2A sont typiques des 

îlots CpG comme ils lient les régions riches en GC. Nous avons également identifié un site de 

chevauchement des deux facteurs de transcription situé de -126 à -136 pb par rapport au SIT. 

Ce site a précédemment été identifié comme étant important pour l’activité transcriptionnelle de 

Gjb2 dans la glande mammaire du rat (Tu et al., 2001). 

 

Figure 2.2 L’amplification de l’extrémité 5’ révèle un site d’initiation de la transcription pour Gjb2. 
L’amplification de la région 5’ non traduite (UTR) a été obtenue par RLM-RACE. Un diagramme schématique montre 
la stratégie d’amplification. Une PCR nichées a été réalisée avec une première amorce anti-sens spécifique de Gjb2 
sur de l’ARN de deux pools de rats de 25 jours (Colonnes 2 et 3). Une seconde PCR nichée a été réalisée (Colonnes 
4 et 5). Les conditions contrôles ont été réalisées en utilisant de l’eau comme substrat (Lignes 1 et 6). 



 

83 

 

Figure 2.3 Représentation schématique du promoteur de Gjb2 contenant l’îlot CpG proximal.  
A) Les flèches représentent le site d’initiation de la transcription (SIT) identifié par RACE. L’analyse de la séquence 
du promoteur de Gjb2 en utilisant les logiciels TRANSFAC et TFSearch ont révélé de multiples sites de liaison pour 
les facteurs SP1 et TFAP2A représentés en gras. Les caractères en italiques représentent le chevauchement d’un 
site SP1 et d’un site TAFP2A.  Les caractères soulignés indiquent les sites de liaison à KLF4. Le rectangle indique 
une séquence TATA-box. B) Un îlot CpG conservé entre le rat, la souris et l’humain est localisé dans les premières 
200 pb en amont du SIT et ainsi que sur l’exon 1 situé en aval du site d’initiation de la transcription de Gjb2. Le 
logiciel CpG Plot a été utilisé pour localiser l’îlot CpG dans le promoteur des différentes espèces. +1 : site d’initiation 
de la transcription. 

 

 

 

 



 

84 

4.2. Activité du promoteur de Gjb2 

En utilisant des amorces spécifiques (Tableau 2.1) ainsi qu’un plasmide contenant un 

gène rapporteur de luciférase (pGL3), un fragment de 1697 pb du promoteur Gjb2 a été isolé et 

cloné. Ce fragment contient 1564 pb du promoteur de Gjb2 en amont du SIT et 133 pb en aval 

de ce site identifié par RACE. Afin d’identifier le promoteur minimal essentiel du gène Gjb2, des 

constructions contenant des délétions en 5’ ont été générées et transfectées dans les cellules 

RCE-1 (Figure 2.4A). La construction initiale (-1564/+133) ainsi que la première construction de 

délétion en 5’ (-1083/+133) présentent des niveaux élevés d’activité luciférase. En effet, on 

observe une activité luciférase de 7 et 9 fois supérieure au témoin négatif pGL3 respectivement. 

L’activité luciférase la plus élevée a été obtenue avec les constructions -402/+133 et -283/+133 

qui présentent une activité 15 à 14 fois supérieure au témoin négatif pGL3. Une délétion 

additionnelle en 5’ avec la construction -101/+133 résulte en une diminution drastique de 

l’activité luciférase, suggérant la présence d’éléments régulateurs essentiels au sein de la 

région -283 à -101 pb par rapport au site d’initiation de la transcription. 

Afin d’identifier et de caractériser les régions régulatrices des premières 283 pb du 

promoteur proximal de Gjb2, quatre constructions additionnelles ont été générées par des 

délétions en 5’ de la construction -283/+133 (Figure 2.4B). La première délétion -230/+133 a 

montré une augmentation de l’activité luciférase par rapport à la construction -283/+133. La 

transfection des trois autres constructions -148, -64 et -8/+133 montre une diminution de 

l’activité luciférase, qui est complètement abolie avec la construction 8/+133. Chacune de ces 

constructions est associée avec la perte d’un site de liaison SP1 ou TFAP2A, suggérant un rôle 

pour ces facteurs de transcription dans l’activation du promoteur de Gjb2. 
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Figure 2.4 Activité du promoteur de Gjb2 dans les cellules RCE-1. 
A) Le promoteur de Gjb2 du rat a été amplifié par PCR (-1564 pb par rapport au site d’initiation de la transcription 
identifié par RACE) et cloné dans le plasmide sans promoteur pGL3 contenant un gène rapporteur de luciférase. 
Plusieurs constructions de délétion ont été obtenues : -1083, -402, -283 and -101 pb.  
B) La construction -283 pb a été analysé plus précisément par des délétions successives afin de produire quatre 
autres constructions -230, -148, -64 and -8 pb. Les cellules RCE-1 ont été transfectées avec chaque construction et 
avec le plasmide pHRL-TK afin de normaliser l’efficacité de transfection. Le vecteur vide pGL3 est utilisé comme 
témoin négatif. Les données représentent l’activité luciférase relative pour les différentes constructions normalisée 
par l’activité Renilla. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM; chaque analyse a été réalisée en triplicata. 
L’analyse statistique a été effectuée à l’aide du test ANOVA suivi du test de comparaison de Newman-Keuls. Les 
lettres différentes indiquent une différence significative (P < 0.05). 

4.3. Rôle des sites de liaison des facteurs SP1 et TFAP2A dans les cellules RCE-1 

Pour confirmer le rôle de SP1 et TFAP2A dans l’activation du promoteur de Gjb2, des 

mutagénèses dirigées des sites possibles de liaison de SP1 et TFAP2A ont été réalisées. Sept 

construction plasmidiques contenant différentes mutations ont été obtenues et transfectées 

dans les cellules RCE-1 (Figure 2.5). La mutation du site SP1 et du site TFAP2A situés à -221 

et -201 pb respectivement n’ont pas montré de différences dans l’activité luciférase 

comparativement à la construction non mutée. Cependant, les mutations sur les sites SP1 



 

86 

localisés à -50 et -126 pb et le site TFAP2A localisé à -124 pb par rapport au site d’initiation de 

la transcription ont diminué significativement l’activité luciférase. De plus, la mutation du site de 

chevauchement SP1/TFAP2A résulte également en une diminution de l’activité luciférase. La 

double mutation du site SP1/TFAP2A et du site SP1 localisé à -50 pb abolit presque 

complètement l’activité luciférase, suggérant un rôle crucial de ces sites de liaison pour la 

transcription du gène de Gjb2 dans l’épididyme. 

 

Figure 2.5 Les facteurs de transcription SP1 et TFAP2A sont importants pour l’activité transcriptionnelle du 
promoteur de Gjb2.  
Les sites de liaison des facteurs SP1 et TFAP2A identifié par analyse de la séquence sont représentés en noir et 
blanc respectivement. Les mutagénèses dirigées ont été réalisées sur la construction -283 pb/+133. Les cellules 
RCE-1 ont été transfectées avec chacune des sept constructions contenant les mutations et le plasmide pHRL-TK 
afin de normaliser l’efficacité de la transfection. Le plasmide sans promoteur pGL3-Basic a été utilisé comme témoin 
négatif. Les activités luciférase Firefly et Renilla ont été mesurées. Les données montrent le ratio de l’activité Firefly 
sur celui de la Renilla. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM; chaque analyse a été réalisée en triplicata; 
n=3 expériences séparées. Les analyses statistiques ont été effectuée en utilisant le test ANOVA suivi du test 
Newman-Keuls. Les lettres différentes indiquent une différence significative (P < 0.05). 

4.4. Liaison de SP1 et TFAP2A sur le promoteur de Gjb2  

Le recrutement des facteurs de transcription SP1 et TFAP2A sur le promoteur de Gjb2 in 

vivo a été confirmé par ChIP en utilisant de la chromatine de cellules RCE-1 et d’épididymes de 

rats de 25 et 42 jours. Les immunoprécipitations réalisées avec un anticorps anti-SP1 ou un 

anticorps anti-TFAP2A ont confirmé que les deux facteurs se liaient au promoteur de Gjb2 dans 

les cellules RCE-1 (Figure 2.6A). 
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Afin de confirmer les niveaux de ces facteurs de transcription recrutés au niveau du 

promoteur dans le tissu, des expériences de ChIP quantitatif ont été réalisés sur les protéines 

nucléaires d’épididymes de rats de 25 et 42 jours. Les résultats ont montré que SP1 et TFAP2A 

sont recrutés sur le promoteur de Gjb2 chez les jeunes rats (Figure 2.6B). Il est intéressant de 

noter que le recrutement de TFAP2A au promoteur est diminué chez les rats de 42 jours. On 

observe également une diminution du recrutement de SP1 chez les rats adultes mais cette 

diminution n’est pas significative (P = 0.1143). Ces résultats sont en accord avec la diminution 

de l’expression de Gjb2 précédemment observée chez les rats adultes (Dufresne et al., 2003). 

 

Figure 2.6 Les facteurs de transcription SP1 et TFAP2A interagissent avec le promoteur de Gjb2. 
A) Les expériences de ChIP ont été réalisées sur les cellules RCE-1. La chromatine a été immunoprécipitée avec un 
anti-SP1 ou un anti-TFAP2A ou des IgG (témoin négatif). Les réactions de PCR ont amplifié un fragment de 138 pb 
du promoteur de Gjb2 et les immunoprécipitations avec les anticorps dirigés contre SP1 et TFAP2A ont montré un 
enrichissement par rapport à IgG. Les données sont représentatives de trois expériences différentes. W, contrôle 
eau; M, échelle de poids moléculaire. B) Les analyses de ChIP quantitatif ont été réalisées sur la chromatine de rats 
de 25 et 42 jours. La qPCR a montré un enrichissement significatif pour les immunoprécipitations avec les anticorps 
anti-SP1 et anti-TFAP2A par rapport au témoin négatif IgG chez les rats de 25 jours. Les données sont exprimées en 
pourcentage de l’input (témoin positif). Les données sont exprimées en moyenne ± SEM; n = 4 expériences 
séparées. Les analyses statistiques ont été faite avec le test de Student. Un astérisque indique une différence 
significative (P < 0.05). 
 

Afin de déterminer si SP1 et TFAP2A se lient au niveau des sites identifiés par l’analyse 

de séquence, des expériences de retard sur gel ont été réalisées sur des extraits de protéines 

nucléaires. Les résultats ont montré une liaison des protéines nucléaires au site proximal SP1 

situé à -50 pb sur le promoteur de Gjb2 (Figure 2.7A; Tableau 2.1). L’ajout de compétiteur non 

marqué a diminué l’intensité des complexes de haut poids moléculaire particulièrement intenses 
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dans les cellules RCE-1. L’ajout de compétiteur non marqué dans lequel le site SP1 a été muté 

n’a pas eu d’effets sur l’intensité de la liaison. Une pré-incubation des extraits nucléaires avec 

un anticorps anti-SP1 a induit une diminution des complexes protéine-ADN avec les extraits 

nucléaires des cellules et des tissus (Figure 2.7B). Un deuxième oligonucléotide contenant le 

site SP1/TFAP2A (Tableau 2.1) a été utilisé pour détecter les complexes protéine-ADN dans les 

RCE-1 et le tissu (Figure 2.8). Les complexes ont été particulièrement intenses avec les extraits 

nucléaires des RCE-1. La pré-incubation avec un anticorps anti-SP1 a créé un supershift avec 

les protéines des RCE-1 et la prévention de la formation des complexes dans le tissu (Figure 

2.9A). La pré-incubation avec un anti-TFAP2A a provoqué une diminution de l’intensité des 

complexes ADN-protéines dans les cellules RCE-1. Un supershift a été observé dans les tissus 

des rats de 25 et 42 jours mais seulement après surexposition (Figure 2.9B). 
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Figure 2.7 Liaison de SP1 sur le site proximal situé à -50 pb sur le promoteur de Gjb2. 
Les expériences de retard sur gel ont été réalisées sur la région du promoteur de Gjb2 contenant le site proximal 
SP1. Une représentation schématique du site de liaison par rapport à l’exon 1 est fournie. Les extraits nucléaires des 
cellules RCE-1 et des épididymes de rats de 25 et 42 jours ont été incubés avec des oligonucléotides double brins 
marqués contenant le site SP1. A) Pour les études de compétition, les protéines ont été pré-incubées avec 500 
molaire en excès du compétiteur non marqué ou avec des oligonucléotides contenant le site de liaison SP1 muté. B) 
Les études de supershift ont été réalisées en pré-incubant les protéines nucléaires avec 1 ou 5 µg d’anticorps anti-
SP1. Les complexes protéine-ADN sont indiqués par des flèches. 
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Figure 2.8 SP1 et TFAP2A se lient au site de chevauchement SP1/TFAP2A du promoteur de Gjb2  
Les expériences de retard sur gel ont été réalisées sur la région du promoteur de Gjb2 contenant le site de 
chevauchement SP1/TFAP2A. Une représentation schématique du site de liaison SP1/TFAP2A par rapport à l’exon 1 
est fournie. Les extraits nucléaires des cellules RCE-1 et des épididymes de rats de 25 et 42 jours ont été incubés 
avec des oligonucléotides double brins marqués contenant le site de chevauchement des deux facteurs de 
transcription. Pour les études de compétition, les protéines ont été pré-incubées avec 500 molaire en excès du 
compétiteur non marqué ou avec des oligonucléotides contenant une mutation dans le site de liaison SP1 ou le site 
TFAP2A ou les deux. Les complexes protéine-ADN sont indiqués par des flèches. 
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Figure 2. 9 Supershift de la liaison de SP1 et TFAP2A sur le site de chevauchement SP1/TFAP2A du 
promoteur de Gjb2. 
Les études de supershift ont été réalisées sur la région promotrice contenant le site de chevauchement. A) les 
protéines ont été pré-incubées avec un anticorps anti-SP1 (1 or 5 μg). Dans les cellules RCE-1, un supershift est une 
diminution des complexes protéine-ADN est visible lorsque les protéines nucléaires sont pré-incubées avec 
l’anticorps anti-SP1. Dans l’épididyme, on observe une diminution de la formation des complexes protéine-ADN. B) la 
pré-incubation des protéines nucléaires avec un anticorps anti-TFAP2A (1µg) résulte en une diminution des 
complexes dans les cellules et les tissus. Une bande distincte est également observée dans les tissus incubés avec 
l’anticorps (flèche). 
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4.5. Rôle de SP1 et TFAP2A dans l’activité transcriptionnelle de Gjb2 dans les 
cellules RCE-1 

Afin de confirmer le rôle de SP1 et TFAP2A dans la régulation de l’expression de Gjb2, 

des ARN interférents ont été utilisés afin de diminuer l’expression de ces gènes. Nos données 

indiquent que les niveaux d’ARNm de Sp1 et Tfap2a ont été diminués d’environ 50% comparés 

au siRNA de séquence aléatoire (Figure 2.10A). Des analyses de western blot ont montré que 

les niveaux protéiques de TFAP2A et SP1 ont été diminués de 50% (P < 0.005) et 70% (P < 

0.0005) respectivement, comparés au siRNA de séquence aléatoire (Figure 2.10B). Des 

expériences de qPCR ont montré que les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été diminués de 60% 

quand SP1 est réduit (P < 0.05; Figure 2.10C). Curieusement, la diminution de TFAP2A n’a pas 

eu d’effets sur les niveaux d’ARNm de Gjb2 (Figure 2.10C). 
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Figure 2. 10 Inhibition de SP1 et TFAP2A dans les cellules RCE-1. 
Les cellules RCE-1 ont été transfectées avec un ARN interférent non codant (Scramble, 5 ou 10 nM; 24 ou 48 h), un 
ARN interférant anti-SP1 (siSP1; 10 nM; 48 h) ou anti-TFAP2A (siTFAP2A; 5 nM; 24 h). A) L’ARN total a été extrait 
et les niveaux d’ARNm de Sp1 et Tfap2a ont été mesurés par RT-qPCR et normalisés par la Gapdh. Une baisse 
significative des deux transcrits a été observée après traitement avec les siARN spécifiques. B) Les niveaux 
protéiques de SP1 et TFAP2A ont été diminués de 70% et 50% respectivement dans les cellules traitées avec les 
siRNA spécifiques par rapport au siARN avec séquence aléatoire (scramble). C) La diminution de SP1 a provoqué 
une diminution significative des niveaux d’ARNm de Gjb2. La diminution de TFAP2A n’a pas eu d’effets sur les 
niveaux d’ARNm de Gjb2. *** P < 0.0005; ** P < 0.005; * P < 0.05. 

4.6. Niveaux protéiques de SP1 et TFAP2A 

Afin de déterminer si la diminution du recrutement de SP1 et TFAP2A sur le promoteur 

de Gjb2 était due à une diminution des niveaux protéiques de ces facteurs de transcription dans 

l’épididyme, des expériences de western blot ont été réalisées sur des protéines nucléaires des 

rats de 25 et 42 jours. Les analyses des western blots ont révélé que les niveaux protéiques de 

SP1 et TFAP2A étaient similaires à 25 et 42 jours dans l’épididyme (Figure 2.11) 
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Figure 2. 11 Niveaux protéiques de SP1 et TFAP2A durant le développement. 
Analyses des niveaux nucléaires de SP1 et TFAP2A par western blot dans l’épididyme proximal des rats de 25 et 42 
jours (n=3). Les niveaux protéiques de SP1 et TFAP2A ne sont pas différents entre les deux âges. Les protéines 
nucléaires ont été normalisées par les niveaux de l’histone H3. Les données représentent la moyenne des réplicas ± 
SEM. 

4.7. Méthylation du promoteur de Gjb2 

La région proximale du promoteur de Gjb2 contient un ilot CpG (Figure 2.3B). Des 

études ont rapporté que la méthylation peut affecter la liaison de SP1 et TFAP2A (Reynard et 

al., 2014, Tian et al., 2015). Par conséquent, la méthylation du promoteur de Gjb2 a été 

examinée. Des expériences de PCR ont été réalisée sur de l’ADN traité au bisulfite sur deux 

régions du promoteur de Gjb2 : la région 1 comprend les nucléotides de -194 à +97 et la région 

2 les nucléotides de -700 à -483 pb par rapport au site d’initiation de la transcription. Aucune 

méthylation n’a été identifiée sur les 29 CpG identifiés dans la région 1 du promoteur de Gjb2 

(Figure 2.12B). Pour la région 2, une légère augmentation de la méthylation des CpG a été 

observée chez les rats adultes comparés aux jeunes rats (Figure 2.12C). Le pourcentage de 

méthylation des CpG était de 24.47% chez les jeunes animaux alors qu’il était de 33.67% chez 

les rats adultes, ce qui représente une augmentation de 8.2% avec l’âge. Le promoteur de 

Rhox5 a été choisi comme témoin positif pour le traitement au bisulfite, car une étude a 

rapporté des modifications de la méthylation de l’ADN de ce promoteur durant le 

développement de l’épididyme de souris (Bhardwaj et al., 2012). Nos résultats chez le rat sont 

en accord avec ceux observés chez l’épididyme de la souris (Figure 2.12A). 
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Figure 2. 12 Méthylation de l’ADN de deux régions du promoteur de Gjb2 dans l’épididyme de rats de 25 et 42 
jours. 
A) Le promoteur de Rhox5 a été utilisé comme témoin positif pour le traitement au bisulfite. Un schéma indique la 
région 5’ du promoteur de Rhox5 contenant 4 CpG (barres verticales). La méthylation de 5 clones de 25 et 42 jours 
est montrée. B) Une représentation schématique de la région 5’ du promoteur proximal de Gjb2 et de l’exon 1 (-194 à 
+97) contenant 29 CpG est indiquée. La méthylation de 10 clones de 25 et 42 jours a été analysée. Les données ne 
montrent pas de changement dans la méthylation des CpG entre les différents âges pour le promoteur de Gjb2. C) 
Analyse de la méthylation de la région 2 (-700 à -483) du promoteur de Gjb2 dans l’épididyme. Une représentation 
schématique de la région 2 du promoteur de Gjb2 est donnée. La méthylation de la région 2 par traitement au 
bisulfite sur l’ADN génomique de rats de 25 et 42 jours a été analysée sur 11 clones de chaque âge. Les résultats 
montrent une légère augmentation de la méthylation de l’ADN chez les rats de 42 jours. La méthylation de chaque 
CpG est indiquée par un cercle blanc (non méthylé) ou un cercle noir (méthylé). Les positions des paires de bases 
sont indiquées par rapport au site d’initiation de la transcription. 
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4.8. Rôle de KLF4 dans la régulation de l’expression de Gjb2 

KLF4 est un répresseur connu de l’expression de GJB2 durant la différenciation des 

kératinocytes (Djalilian et al., 2006, Segre et al., 1999). Nos données indiquent que les niveaux 

de KLF4 augmentent durant le développement de l’épididyme quand les niveaux de Gjb2 

diminuent (Figure 2.13A). Afin d’évaluer le rôle de KLF4 sur l’expression de Gjb2 durant la 

différenciation de l’épididyme, le recrutement du facteur de transcription KLF4 sur le promoteur 

de Gjb2 a été évalué par ChIP sur des épididymes de rats de 25 et 42 jours. La chromatine a 

été immunopécipitée avec un anticorps anti-KLF4 et aucun enrichissement n’a été observé pour 

les deux âges par rapport au témoin négatif IgG (Figure 2.13B). 

 

Figure 2. 13 Niveaux protéiques de KLF4 dans l’épididyme proximal durant le développement proximal et son 
recrutement sur le promoteur de Gjb2.  
A) Analyse par western blot des niveaux de KLF4 durant le développement post-natal de l’épididyme. Les données 
indiquent que les niveaux de KLF4 augmentent durant le développement de l’épididyme jusqu’au jour 42 mais 
diminuent chez les rats de 90 jours. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM; n = 4 épididymes par âge. B) 
Les expériences de ChIP ont été réalisées sur la chromatine d’épididyme de rats de 25 et 42 jours. La quantification 
a été faite par qPCR. Les résultats indiquent que KLF4 n’interagit pas avec le promoteur de Gjb2 in vivo. Aucun 
enrichissement n’est observé avec l’immunoprécipitation avec un anticorps anti-KLF4 par rapport au témoin négatif 
IgG. L’analyse statistique a été réalisée par analyse de la variance suivi par un test de Newman-Keuls. Les données 
sont exprimées en moyenne ± SEM; n = 4 expériences séparées. Une lettre différente indique une différence 
significative (P < 0.05). 
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5. DISCUSSION 

GJB2 est impliquée dans des processus physiologiques importants en permettant le 

transfert d’ions et de petites molécules et la délétion de cette Cx chez la souris est létale 

(Gabriel et al., 1998). L’expression de GJB2 diffère selon les tissus et les stades de 

développement, confirmant son rôle dans le processus de différenciation (Brissette et al., 1994, 

Locke et al., 2000, Oyamada et al., 1996). Une dérégulation ou une mutation du gène Gjb2 

conduit à de sévères pathologies (Nishii et al., 2014) incluant le cancer (Chen et al., 2005, 

Ezumi et al., 2008, Loncarek et al., 2003, Nishimura et al., 2003, Shimizu et al., 2006), la surdité 

(Han et al., 2014, Nishii et al., 2014, Xu et al., 2013) et les maladies de la peau (Bakirtzis et al., 

2003, Djalilian et al., 2006, Langlois et al., 2007). 

Le rôle de GJB2 dans l’épididyme est encore aujourd’hui très peu connu. Il a 

précédemment été observé que GJB2 est présente dans l’épididyme entre les cellules 

adjacentes qui bordent le lumen des rats de 21 jours et entre les cellules principales chez les 

rats de 91 jours (Dufresne et al., 2003). L’expression de GJB2 est régulée de façon dynamique 

durant le développement post-natal de l’épididyme de rat. GJB2 est fortement exprimée durant 

les premiers stades de la différenciation mais est à peine détectable dans l’épididyme adulte 

(Dufresne et al., 2003). Par conséquent, l’élucidation des mécanismes régulant l’expression de 

GJB2 permet la compréhension des mécanismes agissant durant la différenciation post-natale 

de l’épididyme. 

Les résultats de cette étude démontrent que le gène Gjb2 possède un site d’initiation de 

la transcription dans l’épididyme du rat. Nous avons identifié ce site comme étant une adénine, 

située 24 pb en aval d’une séquence TATA-box. Le motif TATA-box a été précédemment 

identifié sur le promoteur de Gjb2 et il est très conservé entre le rat, la souris et l’humain (Kiang 

et al., 1997, Tu et al., 1998a, Tu et al., 1998b). Le promoteur de Gjb2 est également situé au 

sein d’un ilot CpG qui débute à -201 pb par rapport au site d’initiation de la transcription et 

s’étend à +237 pb en aval. Les promoteurs des mammifères peuvent être divisés en deux 

catégories : les promoteurs possédant une boîte TATA et les promoteurs riches en CpG 

(Carninci et al., 2006). Les promoteurs contenant une boîte TATA ont généralement un site 

d’initiation de la transcription alors que les promoteurs riches en CpG sont plus flexibles et 

contiennent généralement plusieurs sites d’initiation de la transcription (Carninci et al., 2006). 

Le promoteur de Gjb2 possède une séquence TATA et est localisée dans un ilot CpG. Des 

études précédentes ont prédit quatre sites d’initiation de la transcription pour le gène Gjb2 dans 
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la glande mammaire du rat (Tu et al., 1998b) et deux chez la souris (Hennemann et al., 1992) : 

un site majeur d’initiation de la transcription a été identifié comme étant une adénine et un 

second site mineur localisé 7 pb en aval. Seulement un site d’initiation de la transcription avait 

été identifié chez l’humain pour Gjb2, et comme pour le rat, c’est une adénine (Kiang et al., 

1997). Nos résultats, combinés avec les études précédentes, montrent que le promoteur de 

Gjb2 appartient aux deux classes de promoteurs et confirment qu’il existe des différences entre 

les mécanismes transcriptionnels qui régulent l’expression de Gjb2 entre les différents tissus et 

espèces.  

Les essais luciférase ont indiqué que notre construction contenant 1,5kb du promoteur 

de Gjb2 contenait l’information suffisante pour activer l’expression du gène rapporteur de 

luciférase dans l’épididyme. La première série de délétions de la plus grande construction a 

révélé que les 283 pb proximales du promoteur de Gjb2 sont suffisantes pour l’activation du 

gène de la luciférase. Afin de caractériser plus précisément les régions régulatrices au sein de 

ces 283 pb, une autre série de délétions a été réalisée. La construction -230/+133 a produit une 

activité luciférase supérieure à la construction -283/+133, suggérant la présence d’un site 

répresseur situé entre -283 et -230 pb. Les délétions suivantes (-148, -64 et -8/+133) montrent 

une diminution significative de l’activité luciférase, suggérant la présence d’éléments de 

régulation essentiels au sein des 230 pb proximales. 

La séquence du promoteur de Gjb2 contient de multiples boîtes GC qui sont spécifiques 

des ilots CpG. Plusieurs facteurs de transcription, comme SP1 et TFAP2A, peuvent se lier sur 

des boîtes GC (Eckert et al., 2005, Lania et al., 1997). Trois sites SP1 ont été identifiés au sein 

de ces boîtes GC aux positions -221, -126 et -50 pb par rapport au site d’initiation de la 

transcription. Deux éléments de réponse de TFAP2A ont également été localisés aux positions -

201 et -124 sur le promoteur de Gjb2. Un site de chevauchement SP1/TFAP2A a été localisé de 

-126 à -116 par rapport au site d’initiation de la transcription. Ce double site ainsi que les boîtes 

GC du promoteur proximal du gène Gjb2 ont été précédemment identifiés et sont conservés 

entre les espèces, ce qui suggère que ces éléments sont critiques pour la régulation du gène 

Gjb2 (Kiang et al., 1997, Tu et al., 2001). Il est intéressant de noter que nos données montrent 

une diminution de l’activité luciférase avec les constructions de délétion -148, -64 et -8/+133, 

dans lesquelles ces sites de liaison sont perdus. Cela souligne l’importance de ces facteurs de 

transcription dans l’activité transcriptionnelle basale de Gjb2 dans l’épididyme. Nos expériences 

de mutagénèse dirigée, de retard sur gel et de ChIP confirment la liaison de SP1 sur le 

promoteur de Gjb2 dans les cellules RCE-1 et dans l’épididyme du rat. Ces données indiquent 
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que le site TFAP2A/SP1 et le site SP1 identifié à -50 pb en amont du site d’initiation de la 

transcription sont cruciaux pour l’expression basale de Gjb2 car la mutation des deux sites 

abolit presque complètement l’activité luciférase. Comme ces sites sont très conservés entre les 

espèces, la liaison et l’interaction de ces facteurs de transcription doivent être requises pour la 

régulation transcriptionnelle de Gjb2 (Tu et al., 1998b, Tu et al., 2001). 

SP1 est un facteur de transcription exprimé de manière ubiquitaire dont les éléments de 

réponse sont souvent identifiés au sein de boîtes GC et GT dans divers promoteurs (Li et al., 

2004a). Typiquement, SP1 agit comme un activateur chez les mammifères (Philipsen et al., 

1999). Des études précédentes ont identifié SP1 comme étant impliqué dans la régulation de la 

transcription de Gjb2. Tu et collaborateurs. (Tu et al., 1998a) ont montré que les sites SP1 

localisés à -81 et -93 pb étaient importants pour la régulation du gène humain Gjb2 dans les 

lignées de cellules mammaires. Dans l’utérus et les glandes mammaires du rat, SP1 joue un 

rôle critique dans l’augmentation de l’expression de Gjb2 durant la grossesse et l’allaitement 

(Tu et al., 1998b, Tu et al., 2001). Dans l’épididyme, SP1 comme SP3 sont cruciaux pour 

l’expression de la claudine 1, une protéine de jonction serrée impliquée dans la barrière 

hémato-épididymaire (Dufresne et al., 2007). SP1 se lie également au promoteur de la 5a-

réductase de type 2, l’enzyme responsable de la conversion de la testostérone en DHT dans 

l’épididyme (Seenundun et al., 2005). Par conséquent, il apparaît que SP1 joue un rôle dans la 

régulation de plusieurs gènes impliqués dans les fonctions de l’épididyme. 

TFAP2A est impliqué dans la régulation de plusieurs gènes régulés durant le 

développement et sa délétion chez la souris conduit à un phénotype létal (Schorle et al., 1996, 

Zhang et al., 1996). Dans les cellules épithéliales de glandes mammaires, TFAP2A, avec SP1, 

est impliqué dans l’augmentation de l’expression de Gjb2 durant la grossesse et l’allaitement, 

lorsque l’épithélium se différencie (Tu et al., 2001). Dans l’épididyme, TFAP2A est un cofacteur 

du récepteur aux androgènes, indiquant un rôle pour TFAP2A dans le recrutement de AR de 

manière spécifique au tissu (Hu et al., 2010, Pihlajamaa et al., 2014). 

Les expériences de ChIP ont montré que SP1 et TFAP2A sont recrutés sur le promoteur 

du gène de Gjb2 dans les cellules RCE-1 et dans l’épididyme des rats de 25 jours. Les 

expériences de retard sur gel ont confirmé que SP1 et TFAP2A peuvent se lier sur les sites 

identifiés par l’analyse de la séquence. 

L’utilisation d’ARN interférents nous a permis de confirmer l’importance de SP1 dans la 

transcription de Gjb2. Cependant, l’inhibition de TFAP2A n’a pas eu d’effets sur les niveaux 

d’ARNm de Gjb2. Ces données suggèrent que bien que le site TFAP2A du double site 
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SP1/TFAP2A apparait important à la transcription du gène Gjb2, d’autres protéines pourraient 

également se lier au niveau de ce site. La famille de facteurs de transcription TFAP est 

composé de cinq membres dont le domaine de liaison à l’ADN est hautement conservé (Wenke 

et al., 2010). Comme ces protéines reconnaissent la même séquence de liaison à l’ADN (Hilger-

Eversheim et al., 2000), il est possible qu’un autre membre de la famille des TFAP2 puisse se 

lier au site SP1/TAFP2A dans les cellules RCE-1. Une autre possibilité est que la mutation du 

site TFAP2A entrave la liaison de SP1 au site SP1/TFAP2A. De plus, comme nos expériences 

de ChIP ont montré le recrutement de TFAP2A sur le promoteur de Gjb2, il est possible qu’une 

faible quantité de TFAP2A est requise pour activer la transcription de Gjb2 et que la diminution 

de 50% de TFAP2A obtenue avec les ARN interférents ne soit pas suffisante pour inhiber sa 

régulation du promoteur de Gjb2. 

Les analyses de ChIP quantitatif ont montré que le recrutement de SP1 et TFAP2A est 

diminué en fonction de l’âge, bien que la diminution de SP1 ne soit pas significative. Cette 

observation est corrélée avec l’expression de la GJB2 dans l’épididyme. L’ARNm de Gjb2 est 

hautement exprimé dans l’épididyme des jeunes rats, quand l’épithélium n’est pas totalement 

différencié, mais il n’est plus détectable chez les rats adultes ayant un épithélium différencié 

(Dufresne et al., 2003). Ces résultats suggèrent que lorsque l’expression de GJB2 diminue, on 

assiste à une baisse du recrutement de SP1 et TFAP2A au promoteur de Gjb2. Curieusement, 

les niveaux protéiques nucléaires de SP1 et TFAP2A ne sont pas différents entre les jeunes 

rats et les rats adultes. Cela suggère l’existence de différences dans les sites de liaison à l’ADN 

ou dans les cofacteurs qui réguleraient la liaison des facteurs de transcription au promoteur de 

Gjb2. 

La méthylation de l’ADN de l’îlot CpG proximal a été évaluée. Plusieurs études ont 

observé une augmentation de la méthylation du promoteur de Gjb2 et l’inhibition d’expression 

de Gjb2 dans de nombreuses cellules cancéreuses (Chen et al., 2005, Shimizu et al., 2006). 

Dans l’épididyme, nous n’avons observé aucune augmentation de la méthylation de l’ADN chez 

les rats adultes. Une récente étude sur un modèle de rats créé pour mimer le vieillissement 

dans la cochlée montre que la diminution d’expression de GJB2 n’est pas liée à la méthylation 

de son promoteur proximal (Wu et al., 2014b). Il est cependant intéressant de noter que les 

auteurs de cette étude ont observé une hyperméthylation d’un îlot CpG localisé en amont du 

promoteur proximal de Gjb2. Nous avons donc examiné si cette région pouvait être responsable 

de la diminution de GJB2 dans l’épididyme proximal. Bien que nous ayons observé une petite 

augmentation de 8.2% de la méthylation de l’îlot CpG de cette région distale, il est peu probable 
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que cela suffise à expliquer la diminution de la liaison de TFAP2A et SP1 sur le promoteur de 

Gjb2. Des résultats similaires ont été rapporté dans les cellules cancéreuses de l’œsophage, où 

la diminution de Gjb2 n’était pas liée à la méthylation de son promoteur (Loncarek et al., 2003).  

KLF4 est un répresseur connu de Gjb2 durant le développement de la peau et les souris 

mutées pour Klf4 n’ont pas de barrière épidermique étanche, dû à des hauts niveaux de Gjb2 

(Djalilian et al., 2006, Segre et al., 1999). KLF4 semble être un bon candidat pour expliquer la 

diminution de Gjb2 durant la différenciation de l’épididyme car il est exprimé dans l’épididyme. 

Nos données montrent que les niveaux de KLF4 augmentent durant le développement de 

l’épithélium chez le rat, ce qui est similaire à ce qui a été rapporté chez la souris (Godmann et 

al., 2010). Cependant, nos résultats indiquent que KLF4 n’est pas recruté sur le promoteur de 

Gjb2 dans l’épididyme et n’est donc pas directement impliqué dans la diminution de l’expression 

de Gjb2. 

Cette étude fournit de nouvelles informations sur la régulation transcriptionnelle de Gjb2 

dans l’épididyme durant la différenciation post-natale de l’épithélium et sur les mécanismes 

impliqués dans sa régulation. Nous avons identifié une adénine comme étant le site d’initiation 

unique pour Gjb2 dans l’épididyme. Nos données montrent que les facteurs de transcription 

SP1 et TFAP2A sont impliqués dans l’activité transcriptionnelle de Gjb2 dans l’épididyme. Nous 

avons montré que SP1 semble nécessaire pour l’expression de Gjb2 et bien que TFAP2A est 

recruté sur le promoteur de Gjb2 dans les cellules RCE-1 et dans l’épididyme, il ne semble pas 

essentiel pour l’expression du gène de Gjb2. Le recrutement de ces facteurs de transcription 

sur le promoteur de Gjb2 diminue avec l’âge lorsque Gjb2 est presque indétectable dans les 

épithéliums différenciés. La méthylation de l’ADN et le facteur KLF4 ne sont pas impliqués dans 

la diminution de l’expression de GJB2, mais d’autres mécanismes et facteurs de transcription 

pourraient être impliqués. 





 

  103 

 CHAPITRE 3 : IDENTIFICATION DES MECANISMES 
RÉGULANT L’EXPRESSION DES CXS DANS L’ÉPIDIDYME 

 

 

Ce chapitre regroupe les données obtenues lors des expériences dont le but est d’identifier 

les mécanismes impliqués dans la régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme. 

 

Contribution des auteurs 

L’étudiante (Cécile Adam) a participé à la conception de l’étude. Elle a réalisé 

l’ensemble du travail expérimental à l’exception de la chirurgie animale qui a été réalisée par 

Sara Edwards et Daniel Cyr. L’étudiante a participé à l’analyse critique des données et a écrit le 

texte. 

 Le directeur de recherche (Daniel Cyr) a participé à la conception de l’étude, à l’analyse 

critique des données ainsi qu’à la correction du texte. 
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1. Résumé  

Durant la différenciation de l’épididyme, on observe un changement de l’expression des 

Cxs. Cependant, il n’existe aucune information sur le(s) mécanisme(s) responsable(s) de la 

baisse de Gjb2 et de l’augmentation des autres Cxs dans l’épididyme. Notre hypothèse est que 

les hormones stéroïdiennes participent à un mécanisme commun de régulation de l’expression 

des différentes Cxs. Le but de cette étude est d’identifier les mécanismes responsables de la 

diminution de Gjb2 et de l’augmentation des autres Cxs pendant le développement post-natal. 

Les sous-objectifs de ce chapitre sont d’évaluer l’effet de la diminution de l’expression de Gjb2 

sur l’expression des autres Cxs et d’identifier le rôle des hormones stéroïdiennes dans le 

changement d’expression des Cxs dans l’épididyme. Nos résultats indiquent que la diminution 

de Gjb2 n’induit pas de changement d’expression des autres Cxs dans les cellules 

épididymaires de rat, ce qui suggère la présence de mécanisme(s) de régulation commun(s) de 

l’expression des Cxs. L’analyse de la séquence des promoteurs de Gjb2 et Gjb1 ont permis 

l’identification d’éléments de réponse aux hormones stéroïdiennes. Les effets de l’œstradiol et 

des glucocorticoïdes (hydrocortisone et dexaméthasone) ont été évalués sur l’expression de 

Gjb2. L’exposition aux glucocorticoïdes augmente l’expression de Gjb2 de manière significative, 

tandis que l’œstradiol n’a pas d’effet sur l’expression de Gjb2. Les expériences d’orchidectomie 

ont montré une diminution significative de GJA1, GJB1 et GJB4 et une augmentation 

significative de GJB2 dans la tête et le corps de l’épididyme. Ce changement dans l’expression 

des Cxs est inhibé par le maintien des niveaux de testostérone. Afin de confirmer le rôle des 

androgènes dans la régulation de l’expression des Cxs, l’expression des Cxs a été évalué dans 

la prostate qui est aussi un organe réceptif aux androgènes. La même variation d’expression 

est observée dans la prostate de rats castrés et le maintien des niveaux de testostérone abolit 

cet effet. L’exposition des cellules LNCaP réceptives aux androgènes à la DHT induit une 

diminution de Gjb2 et une augmentation de Gjb1. Ces résultats suggèrent que les androgènes 

et les glucocorticoïdes sont impliqués dans la régulation de l’expression des Cxs dans 

l’épididyme. 
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2. Introduction 

Le deuxième chapitre de cette thèse présente des données sur les facteurs impliqués 

dans l’augmentation de l’expression de Gjb2 durant les jeunes stades de développement chez 

le rat. Cependant, aucune information n’est disponible sur les mécanismes responsables de la 

diminution de l’expression de Gjb2 et l’augmentation de l’expression des autres Cxs. 

Comme présenté dans la revue de la littérature, la différenciation de certains tissus ou 

types cellulaires est associée à un changement d’expression des Cxs. Dans l’épiderme, la 

différenciation des kératinocytes est synchronisée à la diminution de l’expression de GJB2 et 

GJA1 et à l’augmentation de l’expression de GJB3 et GJB4 (Brissette et al., 1994). Ce 

phénomène est également observé durant la différenciation des cellules des glandes 

mammaires dans lesquelles les niveaux de GJB2 augmentent pendant la grossesse alors que 

GJB1 est uniquement exprimée durant la lactation (Locke et al., 2000). Dans l’épididyme, on 

observe une diminution de GJB2 et une augmentation de GJB1, GJB3 et GJB4 durant le 

développement post-natal chez le rat (Dufresne et al., 2003). Cependant, aucune information 

n’est disponible sur la présence et la nature des mécanismes régulant l’ensemble de ces 

changements d’expression au cours de la différenciation. 

 Plusieurs exemples existent dans la littérature montrant que la diminution d’une Cx peut 

affecter l’expression d’autres Cxs. Dans la glande mammaire, l’inhibition spécifique de GJB2 

diminue également les niveaux de GJB6 (Stewart et al., 2014). Cette corrélation entre GJB2 et 

GJB6 a également été observée dans la cochlée où l’ablation de GJB2 induit un retard 

développemental d’expression de GJB6 (Crispino et al., 2011). La génération de souris 

transgéniques avec une ablation spécifique de GJB1 dans le pancréas (Chanson et al., 1998) et 

dans le foie (Nelles et al., 1996) présente une expression de GJB2 diminuée. Dans l’épididyme, 

aucune information n’est disponible quant à l’effet de la diminution de GJB2 sur les autres Cxs 

durant le développement.  

Les hormones stéroïdiennes jouent un rôle important dans la mise en place et le 

maintien des fonctions de l’épididyme. L’œstradiol est un métabolite de la testostérone et il est 

synthétisé par les cellules de Sertoli, de Leydig, les spermatozoïdes mais aussi les cellules 

souches du testicule, suggérant son rôle dans la spermatogénèse (Carreau et al., 2010). 

L’œstradiol agit sur les cellules cibles par l’intermédiaire des deux récepteurs ERa et ERb et 

ces récepteurs sont exprimés dans l’épididyme du rat durant la gestation et également après la 
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naissance (Cooke et al., 1991b, Hess et al., 2011, Nanjappa et al., 2016, Zhou et al., 2002). 

Dans l’épididyme des rongeurs, les cellules principales, étroites, apicales et claires montrent 

une forte affinité de liaison pour les œstrogènes (Schleicher et al., 1984) et un marquage 

intense pour ERa (Hess et al., 1997b, Saunders et al., 1997, Zhou et al., 2002). 

Dépendamment des études, sont expression est plus intense dans le segment initial ou la tête 

de l’épididyme (Hess et al., 1997b, Pelletier et al., 2000, Saunders et al., 1998). Les souris 

ERKO mutées pour ERa ont permis de mettre en lumière le rôle majeur de ERa dans la 

réabsorption du fluide luminal dans le segment initial de l’épididyme et dans le maintien de la 

fertilité (Hess et al., 1997a). Le récepteur ERb est également observée dans les différents types 

cellulaires de l’épididyme, à l’exception des cellules halo (Hess, 2003, Zhou et al., 2002). Son 

expression est plus intense dans la tête et la queue de l’épididyme (Cacioppo et al., 2016). Le 

rôle de ERb dans l’épididyme n’est pas encore connu car les souris déficientes pou ERb ont un 

épididyme normal et fonctionnel (Krege et al., 1998). 

D’autres hormones stéroïdiennes comme les glucocorticoïdes jouent également des 

rôles majeurs durant le développement de du tractus reproducteur mâle car ils participent à la 

morphogénèse du testicule ainsi qu’à l’établissement et le maintien de la spermatogenèse 

(Saxena et al., 1987, Weber et al., 2000). Les glucocorticoïdes sont synthétisés sous le contrôle 

de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et agissent par liaison au récepteur GR. Dans 

l’épididyme, GR est présent dans les cellules principales, basales, étroites, apicales, 

interstitielles et les cellules musculaires lisses (Gladstones et al., 2012, Silva et al., 2010), ce 

qui suggère un rôle important des glucocorticoïdes dans les fonctions de l’épididyme. Il est à 

noter qu’une privation de glucocorticoïdes augmente l’expression de AR dans la queue de 

l’épididyme et une privation d’androgènes module l’expression de GR dans la tête de 

l’épididyme (Silva et al., 2010). Aussi, il est intéressant d’observer que l’adrénalectomie chez les 

rats immatures inhibe l’augmentation des niveaux de testostérone observée durant la puberté 

(Lescoat et al., 1982). Chez les rats matures, l’effet de l’adrénalectomie sur les niveaux de 

testostérone sanguins sont controversés car certains n’observent aucun changement (Silva et 

al., 2010) et d’autres observent une augmentation dans les concentrations en testostérone (Gao 

et al., 1996). Le rôle de de GR dans l’épididyme est encore mal connu mais sa présence au 

cours du développement suggère un rôle de GR dans la différenciation de l’épididyme. De plus, 

ces études suggèrent que des interactions fonctionnelles existent entre les glucocorticoïdes et 

les androgènes. 
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Les androgènes sont des hormones stéroïdiennes sécrétées par les cellules de Leydig 

dès le jour 15 du développement embryonnaire et participent à la différenciation du tractus 

reproducteur mâle et donc de l’épididyme, des vésicules séminales et de la prostate (Donjacour 

et al., 1988, Hannema et al., 2007). Après la naissance, les niveaux d’androgènes chez le rat 

augmentent progressivement jusqu’à atteindre plateau à 56 jours (Scheer et al., 1980). La DHT 

est le métabolite naturel le plus actif et elle est synthétisée par la 5α-réductase qui est une 

enzyme notamment présente au sein des cellules principales de l’épididyme et son expression 

est plus forte dans le segment initial (Robaire et al., 1977, Scheer et al., 1983, Viger et al., 

1991, Viger et al., 1994, Viger et al., 1995, Viger et al., 1996). L’action des androgènes est en 

partie relayée par AR et chez les rongeurs, son expression dans l’épididyme est présente dans 

toutes les régions de l’épididyme dans les cellules principales (Zhou et al., 2002, Zhu et al., 

2000). Plusieurs études ont montré l’importance des androgènes sur le développement de 

l’épididyme et de ces fonctions. En effet, le retrait des androgènes entraîne une perte de poids 

de l’épididyme, une diminution du diamètre des tubules, l’apoptose des cellules épithéliales et 

une altération de la morphologie des cellules principales (Fan et al., 1998, Moore et al., 1979, 

Robaire et al., 2011, Robaire et al., 2002). Aussi, les modèles de souris mutées pour Ar 

présentent une perturbation de la différenciation de l’épididyme proximal et une baisse de la 

fertilité (Krutskikh et al., 2011, Murashima et al., 2011, O'hara et al., 2011, Simanainen et al., 

2008), ce qui suggère le rôle crucial de AR dans le développement et le maintien des fonctions 

de l’épididyme. Les données disponibles sur les mécanismes régulant l’expression des Cxs 

dans l’épididyme sont limitées. Chez le rat, une étude a montré que la phosphorylation, les 

niveaux d’expression ainsi que la localisation de la GJA1 sont dépendants des androgènes 

dans le segment initial (Cyr et al., 1996). Dans le tissu sain, GJA1 est localisée entre les 

cellules principales alors qu’elle est également présente entre les cellules basales et principales 

chez les rats castrés. Cet effet est inhibé par l’administration de testostérone aux rats castrés. 

L’hypothyroïdie diminue les niveaux d’ARNm de Gja1 dans l’épididyme proximal mais aucune 

différence n’est observée dans la queue de l’épididyme chez le rat (St-Pierre et al., 2003). Chez 

le sanglier, l’administration de flutamide, un anti-androgène, durant la gestation, diminue les 

niveaux d’expression de GJA1 dans la queue de l’épididyme (Lydka et al., 2011). Ce 

changement est maintenu chez les sangliers adultes et est associé à une diminution des 

niveaux de AR. D’autres études ont montré que les niveaux d’ARNm de Gjb3 sont diminués 

chez les rats orchidectomisés et sont restaurés avec des implants de DHT (Chauvin et al., 

2004, Hamzeh et al., 2010). Comme expliqué dans le deuxième chapitre de cette thèse, nous 

avons observé que la transcription de Gjb2 est régulée par SP1 et TFAP2A dans l’épididyme 
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durant la différenciation post-natale (Adam et al., 2016). Nous avons montré que SP1 et 

TFAP2A se lient au promoteur de Gjb2 afin de stimuler son expression chez les jeunes rats et 

que cette liaison diminue avec l’âge lorsque les niveaux protéiques et d’ARNm de Gjb2 

diminuent.  

 

Il n’existe aucune information sur les mécanismes qui régulent la baisse de Gjb2 et 

l’augmentation des autres Cxs dans l’épididyme durant le développement post-natal. 

L’identification des mécanismes régulant les Cxs durant la différenciation ouvre la porte à de 

multiples facteurs et voies de signalisation. En effet, l’épididyme est un organe complexe 

régionalisé, avec une expression génique et protéique spécifique du segment étudié ainsi que 

de l’âge (Avram et al., 2004, Dufresne et al., 2003, Henderson et al., 2006, Hsia et al., 2004, 

Kirchhoff, 1999). L’hypothèse de cette étude est que les hormones stéroïdiennes appartiennent 

à un mécanisme commun de régulation de l’expression des différentes Cxs dans l’épididyme. 

Notre objectif principal est d’identifier les mécanismes responsables de la diminution de Gjb2 et 

de l’augmentation des autres Cxs pendant le développement post-natal. Afin de vérifier la 

présence d’un mécanisme de régulation commun, nous nous sommes d’abord intéressés à 

l’effet de la diminution de Gjb2 sur l’expression des autres Cxs. Nous avons ensuite examiné le 

rôle des glucocorticoïdes, de l’œstradiol et des androgènes sur l’expression des Cxs. 

 

3. Matériel et méthodes 

3.1. Culture cellulaire et traitement 

3.1.1. Cellules RCE-1 

Les cellules RCE-1 (Dufresne et al., 2005) ont été cultivées dans du Dulbecco modifie 

Eagle medium/Ham nutrient mixture F12 (DMEM/HAM F12, Sigma-Aldrich, Oakville, ON, 

Canada) supplémenté de 5% de sérum de veau fœtal (FBS), 2 mM de L-glutamine, 10 μg/ml 

d’insuline, 10 μg/ml de transferrine, 80 ng/ml d’hydrocortisone, 10 ng/ml de facteur de 

croissance épidermique (EGF), 10 ng/ml d’AMPc, 50 U/ml de pénicilline, 50 µg/ml de 

streptomycine et 5 nM de testostérone à 32°C dans un incubateur humide contenant 5% de 
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CO2. Les cellules ont été cultivées sur les plaques 6 puits recouvertes de collagène IV (BD 

Biosciences, Mississauga, ON).  

3.1.1.1. Traitement à l’œstradiol 

Une solution mère d’œstradiol (Sigma-Aldrich) d’une concentration de 100 µM a été 

préparée dans de l’éthanol. Les cellules ont été ensemencées sur des plaques 24 puits 

recouvertes de collagène IV (5 µg/cm2; BD Biosciences). Après 24 h, les cellules ont été rincées 

au PBS 1X et le milieu a été remplacé par du milieu complet sans rouge phénol contenant du 

sérum strippé pendant 48 h. Les cellules ont ensuite été exposées à de l’éthanol (condition 

témoin), du rouge phénol ou de l’œstradiol (10 nM et 100 nM) pendant 48 h. Le milieu a été 

changé à 24 h. 

3.1.1.2. Traitement à la dexaméthasone 

Une solution mère de dexaméthasone (Sigma-Aldrich) et d’hydrocortisone (Sigma-

Aldrich) d’une concentration de 100 µM ont été préparées dans de l’éthanol. Les cellules ont été 

ensemencées sur des plaques 24 puits recouvertes de collagène IV (5 µg/cm2; BD 

Biosciences). Après 24 h, les cellules ont été rincées au PBS 1X et le milieu a été remplacé par 

du milieu complet sans hydrocortisone et contenant du sérum strippé (Wisent, St-Bruno, QC, 

Canada) pendant 48 h. Les cellules ont ensuite été exposées à de l’éthanol (condition témoin), 

de l’hydrocortisone (80 ng/ml) ou de la dexaméthasone (10 nM et 100 nM) pendant 48 h. Le 

milieu a été changé à 24 h. 

3.1.2. Cellules MH1C1 

Les cellules d’hépatome de rat MH1C1 (Richardson et al., 1969) ont été cultivées dans 

du milieu Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich) supplémenté avec 10% 

de sérum de veau fœtal dans des plaques de 6 puits. Les cellules ont été cultivées à 32°C et le 

milieu a été changé tous les 3 jours. Les cellules ont été cultivées jusqu’à 70% de confluence 

avant d’être passées jusqu’à utilisation pour les transfections et essais luciférase (décrits ci-

après). 
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3.1.3. Cellules LNCaP 

Les cellules de carcinome de prostate LNCaP (Horoszewicz et al., 1980) ont été 

cultivées dans du milieu RPMI (R7509, Sigma-Aldrich) supplémenté avec 2 mM L-glutamine, 1 

mM sodium pyruvate, 10 mM HEPES et 10U/ml Penicillin-Streptomycin (Sigma-Aldrich). Les 

cellules ont été cultivées dans des flasques de 75 cm2 à 37°C avec un changement de milieu à 

tous les deux jours. Une solution stock de 100 nM de dihydrotestosterone (DHT, Sigma-Aldrich) 

a été préparée dans de l’éthanol. Pour les expositions à la DHT, les cellules ont été 

ensemencées dans les plaques de 12 puits dans du milieu complet. Après 24 h, le milieu a été 

changé pour du milieu complet contenant 5% de sérum strippé (Wisent). Après 24 h, les 

cellules ont été exposées à de l’éthanol (condition témoin) ou à 10 nM de DHT pendant 24 h. 

3.2. Interférence par ARN 

De petits ARN interférents (siRNA) contre Gjb2 (15 nM; Qiagen, Toronto, ON, Canada) 

ainsi qu’un ARN non-sens témoin (scramble, 15 nM; Qiagen) ont été transfectés dans des 

cellules RCE-1 à l’aide de l’agent de transfection Hiperfect et en suivant les instructions du 

fabricant (Qiagen). Les cellules ont été ensemencées sur des plaques de 24 puits et 

transfectées 24 h après avec les siRNA. Les cellules ont été incubées 48 h avec les siRNA. Les 

cellules ont été lysées et l’ARN total a été extrait en utilisant la trousse d’extraction NucleoSpin 

RNA (Macherey-Nagel, Bethlehem, PA) en suivant les indications du fabriquant. Un aliquot de 

500 ng d’ARN total a été dénaturé à 65 °C pendant 10 min et refroidit sur glace pendant 5 min. 

L’ARN a ensuite été rétro-transcrit en ADNc en utilisant des amorces oligo (dT) (R&D System 

Inc., Minneapolis, MN) et une rétro-transcriptase MMLV (Sigma-Aldrich) pendant 1 h à 42 °C. 

Les niveaux de Gjb1, Gjb2, Gja1, Gjb5, Gjb3 et Gapdh ont été évalués par PCR en utilisant les 

amorces mentionnées dans le Tableau 3.1. Les produits ont ensuite été analysés sur gel et 

excisés avant d’être purifiés avec la trousse de purification ZymoClean Gel DNA recovery 

(Zymo Research, Irvine, CA) et séquencés (Genome Québec, Montréal, QC, Canada). 

3.3. RT-qPCR 

Après les différents traitements hormonaux, les cellules ont été lysées et l’ARN total a 

été extrait en utilisant la trousse NucleoSpin RNA extraction (Macherey-Nagel) et selon les 
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indications du fabriquant. Un aliquot de 400 ng d’ARN total a été transcrit en ADNc en utilisant 

la trousse qScript cDNA superMix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD). Les niveaux de 

Gjb2, Gjb1, Nfkbia, Igf-1, Hspb8, Yy1 et Gapdh ont été analysés par qPCR en utilisant les 

amorces indiquées dans le Tableau 3.1. Les analyses de qPCR ont été réalisées avec un 

aliquot de 2 µl d’ADNc dans 15 µl de milieu de réaction PerfeCTa SYBER Green Supermix 

(Quanta Biosciences) et 0.3 μM de chaque amorce. L’ADN a été amplifié par dénaturation à 

94°C pour 5 min suivi de 40 cycles à 94°C pour 15 sec, 60°C pour 30 sec et 72°C pour 30 sec. 

Les produits ont été analysés sur gel et excisés avant d’être purifiés avec la trousse de 

purification ZymoClean Gel DNA recovery (Zymo Research) et séquencés (Genome Québec). 

Les données ont été normalisées par rapport à l’expression de la Gapdh et la méthode relative 

du delta-delta Ct a été utilisée afin d’exprimer les données par rapport à la condition contrôle. 

3.4. Animaux 

Des rats males Sprague Dawley adultes (350-400 g) ont été obtenus auprès des 

laboratoires Charles River (St-Constant, Qc, Canada). Les animaux ont été maintenus sous une 

photopériode de 12h de lumière et 12h de noirceur avec de la nourriture et de l’eau à volonté. 

Les expériences d’orchidectomie ont été réalisées comme décrit précédemment (Turmel et al., 

2011). Les rats ont été anesthésiés avec une injection intrapéritonéale de 

kétamine/xylazine/acépromazine (50/5/2,5 mg/kg) et ont reçu une injection sous-cutanée d’un 

analgésique (buprénorphine; 0,3 mg/kg). Des rats ayant subi une chirurgie (anesthésiés et 

incisés) mais n’ayant pas été orchidectomisés (n = 4) ont été utilisés comme témoins. Les rats 

témoins ont été comparés à des rats orchidectomisés pendant 7 jours (n = 4) et des rats 

orchidectomisés pendant 7 jours avec trois implants sous-cutanés de testostérone (3 x 6.2 cm; 

n = 4). Les implants de polydimethylsiloxane ont été préparés avec de la testostérone comme 

décrit précédemment (Stratton et al., 1973) et dont les propriétés de diffusion sont connues 

(Brawer et al., 1983). Les animaux ont été euthanasiés avec du CO2 et par dislocation cervicale. 

Les épididymes ont été échantillonnés, divisés en trois segments (tête, corps et queue), 

congelés dans de l’azote liquide et conservés à -80°C. Tous les protocoles animaliers utilisés 

dans cette étude ont été approuvés par le comité institutionnel de protection des animaux de 

l’INRS.  
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3.5. Immunobuvardage de type western (western blot) 

Les protéines totales des épididymes et prostates des rats orchidectomisés et témoins 

ont été extraites comme décrit précédemment (Turmel et al., 2011). Brièvement, les tissus ont 

été broyés dans de l’azote liquide et homogénéisés dans 3 ml/g de tampon de lyse RIPA froid 

(1X PBS; 1% Igepal CA-630; 0.5% sodium deoxycholate; 0.1% SDS; 10 mg/ml 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF); 100 mM sodium orthovanadate) supplémenté d’un 

cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma–Aldrich). Les échantillons ont été placés sur glace 

pendant 30 min et centrifugés à 10000 x g à 4°C pour 10 min afin de se débarrasser les débris 

cellulaires. Le surnagent a été collecté et les concentrations protéiques ont été déterminées à 

l’aide du kit Pierce BCA Protein Assay kit (ThermoFisher, Ottawa, ON). Les échantillons ont été 

conservés à -80°C jusqu’à utilisation. Les protéines (50 µg) ont été diluées dans du tampon 

Laemmli et chauffées pour 5 min à 94°C. Les protéines ont ensuite été séparées sur un gel de 

polyacrylamide à 12% et transférées sur une membrane en polyvinylidène fluoride en utilisant 

un appareil Transblot (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON). Les membranes ont été 

bloquées pendant 1 h avec 5 % de lait non gras dissout dans du TBS (tris-buffered saline) 

contenant 0.1% de Tween-20 (TBST) à température pièce. Les membranes ont ensuite été 

incubées pendant la nuit à 4°C avec un anticorps de souris anti-GJB2 (2 μg/ml; 138100; lot 

1634574A; ThermoFisher), un anticorps de lapin anti-GJB1 (2 μg/ml; C3470; lot 069K4795; 

Sigma-Aldrich), un anticorps de lapin anti-Cx30.3 (2 μg/ml; 40-0900, lot GJ2102305, Life 

Technologies) ou un anticorps monoclonal de souris anti-Cx31.1 (2 μg/ml; sc-515690, lot 

H2216; Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX) dans la solution de blocage. Après une série 

de lavage dans du TBST, les membranes ont été incubées pour 1h à température pièce avec 

un anticorps secondaire conjugué à la peroxydase du raifort (HRP). Dépendamment de 

l’anticorps primaire, un anticorps de chèvre anti-lapin (0.04 μg/ml; sc-2004; Santa Cruz 

Biotechnologies) ou un anticorps de chèvre anti-souris (0.04 μg/ml; sc-2005; lot B2014; Santa 

Cruz Biotechnologies) a été utilisé.  Les signaux ont été révélés par l’ajout du substrat Clarity 

Western ECL (Bio-Rad Laboratories) et analysés en utilisant le système d’imagerie a ChemiDoc 

MP (Bio-Rad Laboratories). Les membranes ont été strippées pour 2 x 10 min dans une 

solution de stripage (0.1 M glycine, 20 mM d’acétate de magnésium, 50 mM KCl, pH 2.2), 

rincées avec du TBST, bloquées et incubées avec un anticorps de lapin anti-a-Tubulin (0.05 

μg/ml, ab4074, lot GR101259-1; Abcam, Toronto, ON) pour 1 h à température pièce. La 

tubuline a été utilisée pour normaliser les niveaux de protéines. Un anticorps secondaire de 
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chèvre anti-lapin a été utilisé (0.04 μg/ml; sc-2004; Santa Cruz Biotechnologies) et les signaux 

ont été révélé comme décrit précédemment. 

3.6. Analyse des séquences 

Les analyses des séquences des promoteurs des différentes Cxs ont été réalisées à 

l’aide de l’outil Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, GenBank) 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). La détermination des sites de liaison des facteurs de 

transcription sur les promoteurs des différentes Cxs a été réalisée en utilisant la base de 

données TESS-TRANSFAC (Transcription Element Search System, University of Pennsylvania, 

Philadelphia, PA) ainsi que les logiciels TF-search et Alibaba2 (http://www.gene-

regulation.com). 

3.7. Amplification des extrémités 5’ (RACE) 

La région 5’ de l’ARNm de Gjb1 a été amplifié comme décrit dans Adam et al. (2016) en 

utilisant les amorces indiquées dans le Tableau 3.1. Brièvement, l’ARN total a été extrait 

d’épididymes de rats de 56 jours en utilisant la trousse commercial Illustra RNAspin Mini et en 

suivant les instructions du manufacturier (GE Healthcare, Baie d’Urfe, PQ). La région 5’ du 

transcrit de Gjb1 a été amplifiée en utilisant la trousse FirstChoice RLM-RACE (RNA Ligase 

Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends, Ambion, Austin, TX), en suivant les instructions du 

manufacturier. Les amplifications par PCR ont été réalisées avec les cycles de température 

suivants : 94°C pour 5 min, 35 cycles à 94°C pour 30 sec, TA pour 30 sec, et 72°C pour 30 sec. 

Les produits ont été analysés sur un gel d’agarose à 2% coloré au bromure d’éthidium. Les 

bandes ont été excisées, purifiées avec la trousse ZymoClean Gel DNA recovery (Zymo 

Research, Irvine, CA) et séquencées (Genome Québec). 

3.8. Clonage des promoteurs de Gjb1 et Gjb2 

3.8.1. Clonage du promoteur de Gjb2 

L’ADN génomique total a été extrait de foies de rats adultes Sprague Dawley en utilisant 

la trousse GenElute Mammalian Genomic DNA Purification (Sigma-Aldrich) et en suivant les 
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indications du fabricant. Les amorces utilisées pour amplifier les promoteurs de Gjb1 et Gjb2 

sont indiquées dans le Tableau 3.1 (-5kbGjb2MluIF et -5kbGjb2BmgB1R). Un fragment de 3036 

pb ( -4407 à -1371) relativement au site d’initiation de la transcription de la région 5’ du 

promoteur de Gjb2 a été amplifié par PCR (5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec à 

la température d’appariement (TA, Tableau 3.1), et 3 min à 72°C). Le produit de PCR a été 

analysé sur un gel de d’agarose à 0.7% teinté de bromure d’éthidium. La bande d’ADN d’intérêt 

a été excisée et purifiée en utilisant la trousse ZymoClean Gel DNA recovery (Zymo Research). 

Le promoteur de Gjb2 a été ligaturé dans la construction -1564/+133 décrite dans l’étude sur le 

promoteur de Gjb2, en amont du fragment du promoteur déjà inséré. Les sites MluI et BmgB1 

ont été utilisés pour digérer le fragment amplifié par PCR et la construction 1564/+133. Après 

purification sur gel d’agarose, les produits de digestion ont été liés par une ligase à température 

pièce (New England Biolabs, Whitby, ON). Des bactéries TOP10 (Invitrogen, Burlington, ON) 

ont été rendues compétentes à l’aide de chlorure de calcium et ont subi une transformation 

chimique par choc thermique afin d’amplifier le plasmide obtenu. La construction -4407/+133 a 

ensuite été purifiée par un kit de midiprep (Plasmid Midi kit, Qiagen), vérifiée par digestion 

enzymatique avant d’être séquencée (Génome Québecl). Les amorces créées pour le 

séquençage sont données dans le Tableau 3.2. 

3.8.2. Clonage du promoteur de Gjb1 

Le promoteur de Gjb1 a été également amplifié à partir d’ADN génomique de foie de rat. 

Les amorces utilisées pour l’amplification des promoteurs P1 et P2 sont indiquées dans le 

Tableau 3.1 (P1 Cx32 Fw/Rv et P2 Cx32 Fw/Rv). Un fragment de 1650 pb de la région 5’ du 

promoteur P1 de la Cx32 a été amplifié par PCR (5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à TA, 30 

sec à 60°C et 3 min à 72°C). Un fragment de 1173 pb du promoteur P2 de la Cx32 a été 

amplifié par PCR (5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec à TA et 3 min à 72°C). Les 

produits de PCR ont été visualisés sur un gel d’agarose de 0.7% contenant du bromure 

d’éthidium. Les bandes d’ADN d’intérêt ont été excisées, purifiées en utilisant la trousse 

ZymoClean Gel DNA recovery (Zymo Research) et envoyées pour séquençage (Genome 

Quebec). Le promoteur P1 a été inséré par les sites SacI et NheI et le promoteur P2 par les 

sites Xho et NheI dans le plasmide pGL3-Basic en utilisant la ligase T4 (New England Biolabs) 

en amont du gène rapporteur de luciférase. Après transformation chimique de bactéries 

compétentes (TOP10, Invitrogen), le plasmide a été amplifié, isolé et séquencé.  
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Le clonage contenant 5162 pb du promoteur P1 de Gjb1 a été effectuée en deux temps. 

L’amplification de 2916 pb du promoteur de Gjb1 (-2052/+64 pb par rapport au début de l’exon 

1) a été réalisée à l’aide des amorces indiquées dans le Tableau 3.1 (-3kbGjb1F et R) par PCR 

(5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec TA (Tableau 3.1), et 3 min à 72°C). 

L’amplicon obtenu a été analysé sur un gel d’agarose à 0.7% et purifié comme décrit 

précédemment. Il a ensuite été incubé avec une ADN polymérase T4 et des nucléotides afin de 

générer des bouts francs. Le produit obtenu a été digéré par l’enzyme de restriction KpnI (New 

England Biolabs) et les 2759 pb restantes ont été insérées dans le plasmide pGL3-Basic 

préalablement digéré avec KpnI et SmaI (New England Biolabs) à l’aide d’une ligase (New 

England Biolabs). Cette construction -2761/+64 a été utilisée pour transformer des bactéries 

compétentes TOP10 (Invitrogen). Les clones résultants ont été analysés et vérifiés par 

digestion enzymatique. La construction -2761/+64 a été purifiée comme décrit précédemment et 

vérifiée par séquençage. Les amorces élaborées pour le séquençage sont indiquées dans le 

Tableau 3.2. Une deuxième amplification par PCR a permis d’obtenir un fragment de 2510 pb 

du promoteur de Gjb1 situé de -5162 à -2652 pb par rapport au début de l’exon 1. Cette 

amplification a été réalisée avec les amorces décrites dans le Tableau 3.1 (-5kbGjb1KpnIF ou 

R) et par une dénaturation de 5 min à 94°C, 35 cycles de 30 sec à 94°C, 30 sec TA (Tableau 

3.1), et 3 min à 72°C. Le produit a été purifié comme décrit précédemment. La construction -

2761/+64 et l’insert ont été digérés par KpnI (New England Biolabs). Après purification sur gel 

d’agarose à 0.7%, les produits de digestion ont été ligaturés pour donner la construction -

5076/+64 pb. La construction a été utilisée pour transformer des bactéries TOP10 comme décrit 

précédemment. Les clones obtenus ont été analysés par digestion et envoyés à séquencer 

(Génome Québec). Les séquences des amorces créées pour le séquençage sont données 

dans le Tableau 3.2. 

3.9. Transfection et essais luciférase 

Les cellules LNCaP ont été cultivées sur des plaques 12 puits tel que décrit 

précédemment. Après 24h, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et le milieu a été 

remplacé par du milieu complet contenant 5% de sérum strippé (Wisent). Après 24h, les 

cellules ont été transfectées avec 1 µg d’une des constructions contenant une partie du 

promoteur de Gjb2 (constructions Gjb2-pGL3) ou la construction contenant 5kb du promoteur 

de Gjb1 ainsi que 100 ng de plasmide phRL-TK (Promega, Madison WI) utilisé comme contrôle 

de l’efficacité de transfection. Les transfections ont été réalisées à l’aide de 3 µl d’agent de 
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transfection Lipofectamine 3000 (Invitrogen) dans 100 µl de milieu. Le plasmide phRL-TK 

exprime la luciférase Rénilla sous le contrôle du promoteur de la thymidine kinase du virus 

Herpes simplex. Le plasmide pGL3-Basic vide a été utilisé comme témoin négatif. Un plasmide 

contenant le gène de la luciférase de luciole sous le contrôle du promoteur du virus du sarcome 

de Rous (pRSV-Luc) a été uilisé comme témoin positif. Les cellules ont ensuite été exposées à 

10nM de DHT ou de l’éthanol (0,1%, condition témoin) pendant 24h. Le jour suivant, le milieu a 

été enlevé et les cellules ont été lavées avec du PBS 1X. Les cellules ont ensuite été décollées 

à l’aide de trypsine, grattées et transférées dans des microtubes de 1.5 ml. Après centrifugation 

(300 x g) pour 10 min, les cellules ont été resuspendues dans 75 µl de milieu et placées dans 

une plaque opaque de 96 puits (Corning, New York, NY). Les activités des luciférases de luciole 

et Rénilla ont été déterminées en utilisant la trousse Dual-Glo Luciferase Assay System 

(Promega) et le luminomètre MicroBeta TRILUX (PerkinElmer, Waltham, MA).  

Les cellules RCE-1 ont été transfectées tel qu’indiqué dans le chapitre 2. Brièvement, 

les cellules ont été ensemencées dans des plaques 24 puits recouvertes de collagène IV (BD 

Bioscience). Après 24h, les cellules ont été transfectées avec l’agent de transfection FastFect 

(Feldan, Québec, QC, Canada) et 1µg d’ADN des différentes constructions et 100 ng de 

plasmide pHRL-TK pour normaliser l’efficacité de transfection. Après 24h, les activités 

luciférase Firefly et Rénilla ont été déterminées en utilisant la trousse Dual-Glo Luciferase 

Assay System (Promega) et le luminomètre MicroBeta TRILUX (PerkinElmer). Les cellules 

MH1C1 ont été cultivées sur des plaques 24 puits et transfectées de la même manière que les 

cellules RCE-1. 

3.10. Analyse statistique 

Tous les tests statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 

(GraphPad Software, San Diego, CA). Des tests d’analyse de la variance (ANOVA) à un facteur 

suivis du test de Newman-Keuls ou des tests de Student (test T) ont été utilisés pour analyser 

les données. Une valeur de P < 0.05 est considérée comme significative.  

 

Tableau 3. 1 Amorces utilisées dans les analyses de PCR classique et de qPCR. 
Les sites de restriction sont indiqués en gras. 
 

Expérience Amorce Séquence Tm 
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PCR classique 

RCE-1 

Gjb2 Fw CCACTTCTGACCAACCCAGG 
60°C 

Gjb2 Rv CACGAGGATCATGATGCGGA 

Gjb1 Fw CCTTGCTCAGTGGCGTGAAT 
57°C 

Gjb1 Rv AGATGTGCACCTTGTGCCTC   

Gjb4 Fw CTTCAAGGCTGCTGTGGACTCG 
59°C 

Gjb4 Rv CCGGCCTTTGTCAGGACG 

Gjb5 Fw TTCCAGGAGCGGTACTAGGG 
58°C 

Gjb5 Rv CGTTGGTACAGCCGGGTTGC 

Gja1 Fw TTCATTGGGGGAAAGGCGTG 
60°C 

Gja1 Rv CATGTCTGGGCACCTCTCTT 

Gapdh Fw TCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA 
60°C 

Gapdh Rv AACTTGCCGTGGGTAGAGTC 

qPCR LNCaP 

Gjb1 Fw ACACCTTGCTCAGTGGCGTGA 
60°C 

Gjb1 Rv AGGGACCACAGCCGCACATGG 

Gjb2 Fw CGCAGAGCAAACCGCCCAGA 
60°C 

Gjb2 Rv AGCCTGGCTGCAGGGTGTTG 

Yy1 Fw CACCAAGCAGGTCTTCACCTC    
57°C 

Yy1 Rv GTCTCGATGACGCTGTGGTT 

Gapdh Fw GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA 
60°C 

Gapdh Rv GGAAGATGGTGATGGGATTTC 
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Igf-1 Fw CATGTCCTCCTCGCATCTCT 
60°C 

Igf-1 Rv ATACCCTGTGGGCTTGTTGA 

qPCR RCE-1 

Nfkbia Fw AGACTCGTTCCTGCACTTGG 
59°C 

Nfkbia Rv TCTCGGAGCTCAGGATCACA 

Hspb8 Fw AGAGAAGCAGCAAGAAGGTGG 
56°C 

Hspb8 Rv GAGCAGACCCTCTGGAGAAAG 

Gapdh Fw TCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA 
60°C 

Gapdh Rv AACTTGCCGTGGGTAGAGTC 

Clonage 5kb 

promoteur 

Gjb2 

-5kbGjb2MluIF AACACGCGTGTGGCCCTGAGATTTAGTTT 

56°C 
-5kbGjb2BmgB1R CCCCACGTCCTTTCTAACTGTAAGT 

Clonage 1.6kb 

promoteur P1 

Gjb1 

P1 Cx32 Fw CCCCAGAGCTCTTGGTGTGGT 

60°C 
P1 Cx32 Rv ATGTATGCTAGCGTGTCTGTC 

Clonage 1.2kb 

promoteur P2 

Gjb1 

P2 Cx32 Fw CTCTTTCCGCTAGCTTTACTGA 

57°C 
P2 Cx32 Rv TCACTCGAGCCTGGGAAACAA 

RACE 
RV1 Outer Race AGATGTGCACCTTGTGCCTC   57°C 

RV2 Inner R6ace CACATAGAAAAGAAAATGCTACGGC 57°C 

Clonage 3kb 

promoteur 

Gjb1 

-3kbGjb1F GGAAAGCCAGAGCTACACC 

54°C 
-3kbGjb1R ACCTGGTTGCAACTAGTTTTTC 

Clonage 5kb -5kbGjb1KpnIF ATGAGGTACCCCAAGTCCGAACCATAACAC 57°C 
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promoteur 

Gjb1 -5kbGjb1R ATGCCCTCTTTCAGCCTCCACA  

 

Tableau 3. 2 Séquences des amorces utilisées pour le séquençage des promoteurs de Gjb1 et Gjb2. 

Promoteur Amorce Séquence 

Séquençage du promoteur 

de Gjb1 

rv1100 GTCTCCAGCATAGTTCCGTT 

fw1060 AGGTAGAACAGGAATGATGA 

rv2340 TACATACACAAGATAGATAC 

fw2340 ATTTATGTATCTATCTTGTG 

rv2940 AACTTACTGGTATTAGCACT 

fw2850 GAAGAGCATCCAATAGTGTT 

rv4040 TGAGGATACGCAGCCAAAACA 

fw3980 AATCACTTTTGTTTTGGCTGC 

rv5110 AGGCGTGTCTGTCTGTTCAA 

Séquençage du promoteur 

de Gjb2 

rv1568 AATGTAGGTGAGGGCAGAGA 

fw1450 CCAAAGGGCTGACAACTCTC 

rv2130 GCTCGCCCTTGTCTCAGTCA 

fw2100 TCTCTATCTGGTTAGTTTCT 

rv2700 AACTGATTCACTTTCCCTGT 

fw2650 GTGAGCACTAAACCTCGGGA 
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4. Résultats 

4.1. Effet de la diminution de Gjb2 sur l’expression des autres Cxs 

Notre premier objectif était d’évaluer si la diminution de Gjb2 observée durant le 

développement post-natal (Dufresne et al., 2003) pouvait à elle seule expliquer la variation de 

l’expression des autres Cxs dans l’épididyme. Afin d’évaluer l’effet de la diminution de Gjb2 sur 

l’expression des autres Cxs, les cellules RCE-1 ont été transfectées avec un ARN interférant 

dirigé contre Gjb2 (Figure 3.1A). Les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été évalués 48h après 

transfection par PCR. Nos données indiquent que les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été 

diminués de 60% environ (P < 0.0001) dans les cellules RCE-1 par rapport au siRNA avec 

séquence aléatoire (scramble, Figure 3.1B). Des expériences de PCR semi-quantitatives ont 

montré que les niveaux de Gjb1, Gjb4, Gjb5 et Gja1 n’étaient pas affectés dans les cellules 

RCE-1 transfectées avec un siRNA dirigé contre Gjb2 (Figure 3.1A, C). Les mêmes résultats 

ont été observés 6 jours après transfection avec les siRNA contre Gjb2 (données non 

montrées). Les niveaux d’ARNm de la Gapdh ont été utilisés afin de normaliser les quantités 

d’ADN (Figure 3.1A). 
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Figure 3. 1 Effet de la diminution de l’expression de Gjb2 par siRNA sur les niveaux d’ARNm des autres Cxs. 
Les cellules RCE-1 ont été transfectées avec un ARN interférent dirigé contre Gjb2 pendant 48h. Les niveaux 
d’ARNm des différentes Cxs ont été évalués par PCR et normalisés par la Gapdh. A) Gel d’agarose montrant les 
niveaux d’ARNm des différentes Cxs exprimées par les RCE-1. Le témoin négatif de la PCR a été réalisé avec de 
l’eau comme substrat (H2O). B) Quantification des niveaux d’ARNm de Gjb2 48h après transfection dans les cellules 
RCE-1. Les niveaux de Gjb2 ont été diminués de 60% par rapport à la condition témoin. C) Quantification des 
niveaux d’ARNm de Gjb1, Gjb4, Gjb5 et Gja1 des cellules RCE-1 après transfection. Aucune différence significative 
n’a été observée dans les niveaux d’ARNm des autres Cxs. Hiperfect : RCE-1 exposées à l’agent de transfection ; 
scramble : RCE-1 transfectées avec le siRNA non codant (scramble) ; siGjb2 : RCE-1 transfectées avec le siRNA 
dirigé contre Gjb2. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, chaque expérience a été réalisée en triplicata, 
n = 3 expériences différentes. *** P < 0.0001. 
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4.2. Identification des régions communes et régulatrices des promoteurs des Cxs 

Afin d’évaluer la présence de mécanisme(s) commun(s) de régulation de l’expression 

des Cxs au cours du développement post-natal de l’épididyme, notre second objectif était 

d’analyser les séquences ADN des différentes Cxs exprimées dans l’épididyme afin d’identifier 

des régions communes. 

4.2.1. Identification des régions communes dans les promoteurs des Cxs 

Les séquences des promoteurs de Gjb1, Gjb2, Gjb4, Gjb5 et Gja1 ont été comparées et 

analysées à l’aide du logiciel BLAST. Aucune région conservée n’a été identifiée entre les 

différentes Cxs. Les séquences promotrices de Gjb2 et Gja1 ont aussi été comparées afin 

d’identifier une séquence homologue expliquant la diminution de leur expression après le jour 

28 chez le rat (Dufresne et al., 2003). Également, les séquences promotrices de Gjb1, Gjb4 et 

Gjb5 ont été comparées pour déterminer une séquence homologue permettant d’expliquer 

l’augmentation de l’expression de ces Cxs au cours de la différenciation. Aucune région 

homologue n’a été observée entre les différentes Cxs. 

4.2.2. Identification des régions régulatrices sur les promoteurs de Gjb2 et Gjb1 

L’analyse de 5kb de la séquence du promoteur de Gjb2 (Figure 3.2) et Gjb1 (Figure 3.3) 

révèle plusieurs éléments de réponse aux androgènes, aux glucocorticoïdes et aux 

œstrogènes, suggérant un rôle de ces hormones stéroïdiennes sur l’expression de ces Cxs. À 

noter que ces éléments de réponse ont également été identifiés sur le promoteur de Gjb4, Gjb5 

et Gja1 à l’aides des logiciels d’analyse de séquence (données non montrées). 
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Figure 3. 2 Analyse de la séquence du promoteur de Gjb2. 
La région de 5kb en amont du site d’initiation du promoteur de Gjb2 a été analysée à l’aide des logiciels Transfac-
TESS, Alibaba2 et TF-search. Plusieurs éléments de réponse aux glucocorticoïdes (jaune), aux œstrogènes (bleu) et 
aux androgènes (gras) ont été identifiés. Le début de l’exon 1 est indiqué en rouge. 
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Figure 3. 3 Analyse de la séquence du promoteur de Gjb1 
La région de 5kb en amont du site d’initiation du promoteur de Gjb1 a été analysée à l’aide des logiciels Transfac-
TESS, Alibaba2 et TF-search. Plusieurs éléments de réponse aux glucocorticoïdes (jaune), aux œstrogènes (bleu) et 
aux androgènes (gras) ont été identifiés. Le début de l’exon 1 est indiqué en rouge. 

 

4.3. Rôle des glucocorticoïdes et de l’œstradiol sur l’expression de Gjb2 

Notre analyse de la séquence du promoteur de Gjb2 et de Gjb1 nous a permis 

d’identifier des éléments de réponse aux glucocorticoïdes et aux œstrogènes sur les séquences 
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ADN des deux Cxs (Figure 3.2 et 3.3). De plus, des études ont rapporté la présence de GR 

(Gladstones et al., 2012, Silva et al., 2014, Silva et al., 2010) et ER dans l’épididyme du rat 

(Hess et al., 1997b, Zaya et al., 2012, Zhou et al., 2002). Notre troisième objectif était d’évaluer 

si les glucocorticoïdes et/ou l’œstradiol étai(en)t impliqué(s) dans la variation de l’expression 

des Cxs au cours du développement post-natal de l’épididyme. Pour cela, nous avons tout 

d’abord déterminé si ces hormones étaient impliquées dans la baisse de l’expression de Gjb2 

observée au cours du développement (Dufresne et al., 2003). 

Afin de déterminer si les glucocorticoïdes ont un effet sur les niveaux d’ARNm de Gjb2 

dans l’épididyme, les cellules RCE-1 ont été exposées à de l’hydrocortisone (80 ng/ml) et de la 

dexaméthasone (10 and 100 nM). La réponse des cellules RCE-1 aux glucocorticoïdes a été 

évaluée en regardant les niveaux du gène Nfkbia dont l’expression est sensible aux 

glucocorticoïdes (Silva et al., 2010). Une augmentation des niveaux d’ARNm de Nfkbia a été 

observée dans les cellules RCE-1 exposées à l’hydrocortisone (Figure 3.4B) et à la 

dexaméthasone. Les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été déterminés par RT-qPCR avec les 

amorces indiquées dans le Tableau 3.1. Les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été augmentés avec 

l’exposition à l’hydrocortisone (Figure 3.4A) et à la dexaméthasone.  

Afin d’étudier le rôle des œstrogènes dans la régulation de l’expression de Gjb2 dans 

l’épididyme, les cellules RCE-1 ont été exposées à de l’œstradiol (10 et 100 nM). La réponse 

des cellules RCE-1 à l’œstradiol a été évaluée par RT-qPCR sur le gène Hspb8 qui répond aux 

œstrogènes (Yang et al., 2006). Nos données montrent une augmentation de l’ARNm de Hspb8 

dans les cellules traitées à l’œstradiol (Figure 3.4D). L’exposition à l’œstradiol n’a pas d’effet sur 

l’expression de Gjb2 (Figure 3.4C). L’activité œstrogénique du rouge de phénol (Berthois et al., 

1986) a également été évaluée. Nous n’avons observé aucune différence dans l’expression de 

Gjb2 avec l’ajout du rouge de phénol dans le milieu par rapport à la condition contrôle.  
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Figure 3. 4 Rôle des glucocorticoïdes et de l’œstradiol sur les niveaux d’ARNm de Gjb2 dans les cellules 
RCE-1. 
A) et B) Les cellules RCE-1 ont été exposées à de l’hydrocortisone (80 ng/ml) ou de la dexaméthasone (10 et 100 
nM) pendant 48h et des RT-qPCR ont été réalisées sur l’ARN total. Les niveaux d’ARNm de Gjb2 (A) sont 
augmentés avec l’exposition à l’hydrocortisone et la dexaméthasone par rapport à la condition contrôle. Le gène 
Nkfbia répond aux glucocorticoïdes et il a été utilisé comme témoin positif (B).  
C) et D) Les cellules RCE-1 ont été exposées à du rouge phénol ou de l’œstradiol (10 et 100 nM) pendant 48h et des 
RT-qPCR ont été réalisées sur l’ARN total. Il n’y a pas d’effet de l’E2 sur les niveaux d’ARNm de Gjb2 (C) par rapport 
à la condition contrôle. Le gène Hspb8 répond aux œstrogènes et a été utilisé comme témoin positif (D). Les niveaux 
de Gjb2, Nfkbia et Hspb8 ont été quantifiés par la méthode relative du delta-delta-Ct en normalisant par rapport au 
gène de référence qui est Gapdh. Les résultats sont exprimés de manière relative à la condition contrôle. 
CTRL : contrôle; Hydrocort : hydrocortisone; DEX : dexaméthasone; E2 : œstradiol. Les données sont exprimées en 
moyenne ± SEM, chaque expérience a été réalisée en triplicata, n = 3 expériences différentes. *P < 0.05; **P < 
0.005; ***P < 0.0005. 



 

  127 

4.4. Rôle des androgènes sur l’expression des Cxs  

Notre analyse de séquence des promoteurs de Gjb2 et Gjb1 nous ont permis d’identifier 

de nombreux éléments de réponse aux androgènes. Notre quatrième objectif était d’étudier le 

rôle des androgènes sur l’expression des Cxs. 

4.4.1. Rôle des androgènes sur l’expression des Cxs dans l’épididyme 

Afin de répondre à cet objectif, des expériences de western blot ont été réalisées sur 

des protéines totales d’épididyme (caput, corpus et cauda) de rats témoins, de rats 

orchidectomisés et de rats orchidectomisés avec implant de testostérone. La quantification des 

western blots normalisée par l’expression de la tubuline montre une augmentation des niveaux 

de GJB2 dans toutes les régions de l’épididyme après l’orchidectomie (Figure 3.5A). 

L’augmentation des niveaux de GJB2 est statistiquement significative dans la tête (P = 0.0144) 

et le corps (P = 0.0178) mais non significatif dans la queue de l’épididyme. Ce changement des 

niveaux protéiques de GJB2 est inhibé par le maintien des niveaux de testostérone. En effet, on 

observe une diminution de l’expression de GJB2 dans la tête (P = 0.0357) et le corps de 

l’épididyme (P = 0.0342) chez les rats orchidectomisés avec implant de testostérone par rapport 

aux rats orchidectomisés. Il est intéressant de noter que les niveaux protéiques de GJB2 

mesurés chez les rats avec remplacement de testostérone sont plus élevés que chez les rats 

témoins dans la tête (P = 0.0053) et le corps de l’épididyme (P = 0.0214). 

Comme nos résultats suggèrent que les androgènes sont impliqués dans la diminution 

de l’expression de GJB2, nous avons également évalué l’expression des autres Cxs après 

orchidectomie. Le profil d’expression de GJB1 est inverse à celui de GJB2. Les niveaux 

protéiques de GJB1 sont diminués chez les rats orchidectomisés comparés aux rats témoins 

(Figure 3.5A). Ce changement des niveaux protéiques de GJB1 sont significativement différents 

dans la tête (P = 0.004) et le corps (P = 0.0002) de l’épididyme. Une diminution est également 

observée dans la queue de l’épididyme mais la différence entre les groupes est moins marquée 

et non significative. Le maintien des niveaux de testostérone augmente les niveaux de GJB1 

dans la tête (P = 0.0029) et le corps de l’épididyme (P = 0.0097) par rapport aux rats 

orchidectomisés. Il est intéressant de noter que dans le corps de l’épididyme, les niveaux de 

GJB1 sont supérieurs chez les rats orchidectomisés avec implant de testostérone par rapport 

aux animaux témoins (P = 0.0484). 
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Les niveaux de GJB4 suivent la même tendance que ceux de GJB1. On observe une 

diminution significative de GJB4 dans la tête (P = 0.0155) et le corps (P = 0.0007) des rats 

orchidectomisés par rapport aux rats témoins (Figure 3.5B). Les niveaux de GJB4 sont 

augmentés dans la tête (P = 0.0316) et le corps (P = 0.0008) de l’épididyme chez les rats 

orchidectomisés avec implant de testostérone par rapport aux rats orchidectomisés. Nous 

n’observons aucune différence significative dans les niveaux de GJB4 dans la queue de 

l’épididyme pour les différents animaux. 

Les niveaux protéiques de GJB5 ne varient pas significativement chez les animaux 

orchidectomisés dans les trois régions de l’épididyme par rapport aux animaux témoins (Figure 

3.5B). Cependant, on remarque une augmentation des niveaux protéiques de GJB5 dans le 

corps de l’épididyme avec le maintien des niveaux d’androgènes par rapport aux animaux 

orchidectomisés. Il est à noter une augmentation des niveaux protéiques de GJB5 chez les rats 

orchidectomisés avec implant de testostérone par rapport aux rats témoins dans la tête et le 

corps de l’épididyme. 
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Figure 3. 5 Rôle des androgènes sur les niveaux protéiques des Cxs dans l’épididyme. 
Les niveaux protéiques des différentes Cxs de l’épididyme ont été évalués par Western Blot chez des rats témoins 
(CTRL), des rats orchidectomisés (ORCH) et des rats orchidectomisés avec implant de testostérone (ORCH + T). A) 
Les niveaux de GJB2 sont augmentés dans la tête et le corps de l’épididyme de rats orchidectomisés par rapport aux 
rats témoins. Cette augmentation est inhibée avec le maintien des androgènes. GJB1 est diminuée dans la tête et le 
corps de l’épididyme des rats orchidectomisés et cette diminution est inhibée avec la testostérone. B) Les niveaux de 
GJB4 sont diminués dans la tête et le corps de l’épididyme de rats orchidectomisés. Le maintien des niveaux de 
testostérone rétablit les niveaux de GJB4 des rats témoins. L’orchidectomie n’affecte pas les niveaux de GJB5 dans 
les trois régions de l’épididyme. Les niveaux protéiques sont normalisés avec la tubuline; Moyenne ± SEM, n = 4 
animaux par groupe. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.0005. 
 

4.4.2. Rôle des androgènes sur l’expression des Cxs dans la prostate ventrale 

Afin de valider le rôle des androgènes sur l’expression des Cxs, nous avons ensuite 

évalué l’expression des Cxs dans la prostate ventrale qui est également un tissu dépendant des 

androgènes. Nous avons observé une augmentation des niveaux de GJB2 avec la castration 
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(Figure 3.6A) et cette augmentation est inhibée par le maintien des niveaux d’androgènes (P = 

0.0105). En ce qui concerne GJB1, comme dans l’épididyme, nous avons observé une 

diminution de son expression chez les rats orchidectomisés par rapport aux rats témoins (P = 

0.0085; Figure 3.6A). Le maintien des niveaux d’androgènes augmente l’expression de GJB1 

dans la prostate ventrale par rapport aux rats orchidectomisés (P = 0.0011).  Les niveaux de 

protéines de GJB5 et GJB4 ont également été évalués (Figure 3.6B). On observe une 

diminution de GJB5 et de GJB4 avec l’orchidectomie dans la prostate ventrale et cette 

diminution est inhibée par les implants de testostérone. 

 

Figure 3. 6 Rôle des androgènes sur les niveaux protéiques des Cxs dans la prostate ventrale. 
Les niveaux protéiques des différentes Cxs de la prostate ont été évalués par Western Blot chez des rats témoins 
(CTRL), des rats orchidectomisés (ORCH) et des rats orchidectomisés avec implant de testostérone (ORCH + T). A) 
Les niveaux de GJB2 sont augmentés dans la prostate ventrale de rats orchidectomisés par rapport aux rats 
témoins. Cette augmentation est inhibée avec le maintien des androgènes. GJB1 est diminuée dans la prostate des 
rats orchidectomisés et cette diminution est inhibée avec la testostérone. B) Les niveaux de GJB4 et GJB5 sont 
diminués dans la prostate de rats orchidectomisés. Le maintien des niveaux de testostérone rétablit les niveaux des 
animaux témoins. Les niveaux protéiques sont normalisés avec la tubuline ; Moyenne ± SEM, n = 4 animaux par 
groupe. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.0005. 
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4.4.3. Rôle des androgènes sur l’expression de Gjb1 et Gjb2 dans les cellules 

LNCaP 

Afin d’étudier le mécanisme de régulation des androgènes sur l’expression des Cxs, des 

analyses in vitro ont été réalisées. Les cellules épididymaires RCE-1 n’étant pas réceptives aux 

androgènes (Dufresne et al., 2005), la lignée de cellules cancéreuses de prostate LNCaP a été 

utilisée. Les cellules LNCaP sont sensibles aux androgènes (Horoszewicz et al., 1983). Des 

RT-qPCR ont été réalisées sur l’ARN total de cellules LNCaP exposées à 10 nM de DHT. Une 

étude précédente a identifié le gène Igf1 comme étant sensible au androgènes et son 

expression augmente avec la stimulation par les androgènes (Wu et al., 2007b). Afin de vérifier 

la réponse des LNCaP aux androgènes, les niveaux d’ARNm d’Igf1 ont été évalués dans les 

cellules exposées à la DHT. La normalisation par la Gapdh a montré que les niveaux d’ARNm 

d’Igf1 étaient augmentés dans les cellules LNCaP exposées à la DHT (Figure 3.7). Aucune 

différence n’a été observée dans les niveaux d’ARNm de Gapdh avec le traitement aux 

androgènes (donnée non montrée). Les niveaux d’ARNm de Gjb2 ont été diminués d’environ 

35% dans les cellules exposées à la DHT (Figure 3.7A). Il est à noter que les niveaux de Gjb1 

sont augmentés dans les cellules LNCaP exposées à la DHT (Figure 3.7B).  

Le facteur de transcription YY1 est décrit comme un activateur de Gjb1 (Field et al., 

2003, Piechocki et al., 2000) mais il peut également inhiber l’expression de gènes en recrutant 

différentes protéines (Galvin et al., 1997). De plus, YY1 peut interagir avec le récepteur aux 

androgènes et réguler son activité transcriptionnelle (Deng et al., 2009). Afin d’évaluer le rôle de 

YY1 dans la diminution de l’expression de Gjb2 et l’augmentation de Gjb1 dans les cellules 

LNCaP, son expression a été mesurée dans les cellules LNCaP exposées aux androgènes. Les 

résultats des RT-qPCR n’ont pas montré de changement dans l’expression de Yy1 dans les 

cellules LNCaP avec l’exposition à la DHT (Figure 3.7C). 
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Figure 3. 7 Effets de la DHT sur les niveaux d’ARNm de Gjb1, Gjb2, Igf1 et Yy1 dans les cellules LNCaP. 
Les cellules LNCaP ont été exposées à 10 nM de DHT pour 24h et des RT-qPCR ont été réalisées sur l’ARN total. 
Les niveaux de Gjb2 (A), Gjb1 (B), et Yy1 (C) ont été quantifiés par la méthode relative du delta-delta-Ct en 
normalisant par rapport au gène de référence qui est Gapdh. Les résultats sont exprimés de manière relative à la 
condition contrôle (CTRL). Le gène Igf1 est régulé par les androgènes et a été utilisé comme témoin positif. Les 
niveaux de Igf1 sont augmentés avec la DHT. Les niveaux de Gjb2 sont diminués avec la DHT et les niveaux de 
Gjb1 sont augmentés. L’expression de Yy1 n’est pas affectée par la DHT. Les données sont exprimées en moyenne 
± SEM ; P < 0.005. 

4.5. Activité des promoteurs de Gjb2 et Gjb1 sous l’influence des androgènes 

Comme nos résultats montrent que l’exposition à la DHT a un effet sur les niveaux 

d’ARNm Gjb2 et Gjb1 dans les cellules LNCaP, notre cinquième objectif était d’évaluer l’activité 

des promoteurs de Gjb2 et Gjb1 sous l’influence des androgènes. 
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4.5.1. Activité du promoteur de Gjb2 sous l’influence des androgènes 

L’analyse du promoteur de Gjb2 (Figure 3.2) a permis d’identifier plusieurs sites de 

réponse aux androgènes. Afin d’identifier les régions régulant l’expression de Gjb2 dans la 

réponse aux androgènes, une construction contenant 1.5 kb du promoteur de rat de Gjb2 

(Adam et al., 2016) a été transfectée dans les cellules LNCaP exposées ou non à la DHT 

(Figure 3.8A). La construction montre une activité luciférase 9 fois supérieure à celle du 

plasmide vide pGL3. Aucune différence de l’activité luciférase n’a été observée dans les cellules 

exposées à la DHT par rapport aux cellules en condition contrôle. Plusieurs sites de réponse 

aux androgènes ont été identifiés en amont de 1.5 kb du promoteur de Gjb2. Afin d’évaluer le 

rôle de ces régions identifiées par l’analyse des séquences, et en utilisant des amorces 

spécifiques (Tableau 3.1) ainsi qu’un plasmide sans promoteur (pGL3), un fragment de 5 kb du 

promoteur de Gjb2 a été amplifié et cloné. Ces constructions ont ensuite été transfectées dans 

des cellules LNCaP exposées ou non à la DHT (Figure 3.8B). L’activité luciférase de la 

construction de 5kb est 5 fois plus forte que celle du témoin négatif pGL3 dans les cellules du 

groupe témoin. Il semble que l’activité du promoteur de Gjb2 ne soit pas diminuée par 

l’exposition à la DHT. Cependant, cette expérience est préliminaire et devra être répétée afin de 

pouvoir conclure sur la présence d’éléments répondant aux androgènes au sein des 5kb du 

promoteur de Gjb2.  

 

Figure 3. 8 Activité du promoteur de Gjb2 dans les cellules LNCaP après exposition à la DHT 
Les cellules LNCaP ont été transfectées avec un plasmide contenant 1.5 kb (A) ou 5 kb (B) du promoteur de rat de 
Gjb2 en amont d’un gène rapporteur de luciférase. Les cellules ont ensuite été exposées à la DHT pendant 24h. 
L’activité luciférase a ensuite été mesurée. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM ; A) n = 3 ; B) n = 1 ; 
Une lettre différente indique une différence significative ; P < 0.05. 
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4.5.1. Activité du promoteur de Gjb1 sous l’influence des androgènes 

Comme aucune donnée n’est disponible sur la régulation de l’expression du promoteur 

de Gjb1 dans l’épididyme, le premier objectif était de caractériser son promoteur, afin de 

pouvoir ensuite étudier l’effet des androgènes sur son activité. 

4.5.1.1. Caractérisation du promoteur de Gjb1 

Afin d’étudier l’activité transcriptionnelle de Gjb1, il nous fallait déterminer le(s) site(s) 

d’initiation de la transcription dans l’épididyme. L’amplification de l’extrémité 5’ des transcrits de 

Gjb1 a révélé deux sites d’initiation de la transcription dans le tissu (Figure 3.9). Ils sont situés à 

-6508 et -6511 pb de l’ATG, en amont de l’exon 1 de Gjb1, ce qui indique que dans l’épididyme 

adulte, Gjb1 est transcrite par le promoteur P1.  

 

Figure 3. 9 Amplification des extrémités 5' des transcrits de la Cx32 
L’amplification des extrémités 5’ de la Cx32 a été réalisée par RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA 
Ends (RLM-RACE) en utilisant un kit commercial. Le gel présente la première PCR (O: outer) et la PCR nichée (I : 
Inner) réalisées avec de l’ARN d’épididyme de rat adulte (Tissu). Le contrôle négatif de la réaction de RACE (CTL-) 
représente les deux PCRs réalisées sur des ARNs non traités avec la trousse. Enfin, le contrôle négatif de chaque 
PCR a été réalisé avec de l’eau pour substrat (H2O).  
 

Afin de déterminer les régions régulatrices nécessaires à l’expression de la Cx32 dans 

l’épididyme, un fragment de 1.6 kb du promoteur P1 incluant les deux sites d’initiation de la 

transcription a été amplifié et cloné dans un vecteur contenant un gène rapporteur de luciférase. 
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La transfection de la construction P1 dans les cellules RCE-1 résulte en une activité luciférase 

très faible, inférieure au promoteur vide pGL3 utilisé comme contrôle négatif (Figure 3.10). Afin 

de s’assurer que le fragment de P1 cloné contenait assez d’information pour permettre d’activer 

la transcription, la construction contenant P1 a été transfectée dans les cellules MH1C1. Les 

cellules de foie MH1C1 expriment fortement Gjb1 et utilisent le promoteur P1 (Plante et al., 

2006). On observe une activité luciférase sept fois plus importante que pGL3 dans les cellules 

MH1C1 pour la construction contenant P1 (Figure 3.11 ; P < 0.0001). Cela confirme que 

l’information nécessaire à la transcription du gène de la luciférase est présente dans la 

construction P1.  

 

 

Figure 3. 10 Activité des promoteurs P1 et P2 dans les RCE-1 
Les promoteurs P1 et P2 de Gjb1 ont été amplifiés et clonés dans un vecteur contenant un gène rapporteur de 
luciférase. Les constructions ont été transfectées dans les cellules RCE-1 avec le vecteur pHRL-TK pour normaliser 
l’efficacité de transfection. Les résultats sont représentés par l’activité luciférase Firefly normalisée par la Rénilla. 
Moyenne ± SEM ; chaque analyse a été réalisée en triplicata; ** P < 0.005.  
 

Nous avons également amplifié et cloné le promoteur P2 de Gjb1 dans le vecteur pGL3 

contenant le gène de la luciférase. La construction P2 présente des niveaux d’activité luciférase 

2.5 fois plus fort que les niveaux de pGL3 dans les RCE-1 (Figure 3.10), mais on notera que 

l’activité luciférase reste assez faible. Les cellules RCE-1 n’utilisent pas le promoteur P1 mais 

utilisent le promoteur P2 de Gjb1. 

Nos résultats démontrent que dans l’épididyme adulte, c’est le promoteur P1 qui est 

utilisé pour la transcription de Gjb1. 

 

0                    2                    4                    6                    8

- 1194 pb

- 800 pb

- 541 pb

- 473 pb

pGL3

Activité luciférase 

(ratio luciferase/renilla)

0                     1                     2                     3

Promoteur P2

pGL3

Promoteur P1

Activité luciférase 

(ratio luciferase/renilla)

0            2           4            6            8          10

Promoteur P1

pGL3

Activité luciférase 

(ratio luciferase/renilla)

** 



 

  136 

 

Figure 3. 11 Activité du promoteur P1 dans les cellules MH1C1 
Le promoteur P1 de Gjb1 a été amplifié et cloné dans un vecteur contenant un gène de luciférase. La construction a 
été transfectée dans les cellules MH1C1 afin de vérifier son activité. Le vecteur pHRL-TK a également été transfecté 
pour normaliser l’efficacité de transfection. Les résultats sont représentés par l’activité luciférase Firefly normalisée 
par la Rénilla. Moyenne ± SEM ; chaque analyse a été réalisée en triplicata. Les étoiles indiquent une différence 
significative (*** P < 0.0001). 
 

4.5.1.2. Activité du promoteur P1 de Gjb1 sous l’influence des androgènes 

Plusieurs sites de réponse aux androgènes ont été identifiés en amont de 1.6 kb du 

promoteur P1 de Gjb1 (Figure 3.3). Afin d’évaluer le rôle de ces régions identifiées par l’analyse 

des séquences, et en utilisant des amorces spécifiques (Tableau 3.1) ainsi qu’un plasmide sans 

promoteur (pGL3), un fragment de 5 kb du promoteur de Gjb1 a été amplifié et cloné. La 

construction contenant 5 kb du promoteur de Gjb1 a été transfectée dans les cellules LNCaP 

exposées ou non à la DHT (Figure 3.12). L’activité luciférase de la construction est environ 5 

fois supérieure au plasmide vide pGL3 dans les cellules du groupe témoin. Il semble y avoir une 

augmentation de l’activité du promoteur de Gjb1 avec l’exposition à la DHT. En effet, 

l’exposition à la DHT augmente de 4 fois l’activité du promoteur de Gjb1 dans les cellules 

exposées par rapport aux cellules du groupe témoin. Cependant, cette expérience est un 

résultat préliminaire et plusieurs répétitions devront être réalisées avant de pouvoir conclure sur 

l’effet des androgènes sur l’activité du promoteur P1 de Gjb1. 
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Figure 3. 12 Activité du promoteur de Gjb1 dans les cellules LNCaP exposées aux androgènes 
Les cellules LNCaP ont été transfectées avec un plasmide contenant 5 kb du promoteur de rat de Gjb1 en amont 
d’un gène rapporteur de luciférase. Les cellules ont ensuite été exposées à la DHT pendant 24 h. L’activité luciférase 
a ensuite été mesurée. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, chaque analyse a été réalisée en triplicata; 
n = 1 expérience. Une lettre différente indique une différence significative. 
 

 

5. Discussion 

Les mécanismes régulant l’expression des Cxs dans l’épididyme pendant le 

développement sont peu connus. Le but de cette étude était d’identifier les mécanismes 

responsables de la diminution de Gjb2 et de l’augmentation des autres Cxs pendant le 

développement post-natal. 

Les résultats de cette étude montrent qu’à elle seule, la diminution de Gjb2 ne permet 

pas d’expliquer la variation de l’expression des autres Cxs. Des études ont montré que la 

diminution de l’expression d’une Cx spécifique peut faire varier l’expression d’autres Cxs dans 

le foie, le pancréas, l’épiderme et la glande mammaire (Chanson et al., 1998, Langlois et al., 

2007, Nelles et al., 1996, Stewart et al., 2014). De plus, l’ablation spécifique de Gjb2 dans la 

glande mammaire et la cochlée provoque un retard développemental de l’expression de Gjb6 

(Crispino et al., 2011, Stewart et al., 2015a). Bien que nous ayons observé une diminution de 

60% des niveaux d’ARNm de Gjb2 à l’aide de siRNA, nous n’avons observé aucune différence 

dans l’expression de Gjb1, Gjb4, Gjb5 et Gja1 dans les cellules RCE-1. Cela confirme la 
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spécificité du siRNA utilisé et suggère que d’autres mécanismes sont impliqués dans la 

régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme. 

La présence d’éléments de réponse communs sur le promoteur des différentes Cxs 

exprimées dans l’épididyme a été analysée. Aucune similarité n’a été identifiée entre les 

promoteurs de toutes les Cxs. Cependant, plusieurs éléments de réponse aux hormones 

stéroïdiennes ont été identifiés sur le promoteur des différentes Cxs présentes dans 

l’épididyme.  

Les hormones sont d’importantes régulatrices du développement ainsi que des fonctions 

de l’épididyme (Joseph et al., 2011, Lee, 2014, Robaire et al., 2007, Silva et al., 2011, Silva et 

al., 2010, Zaya et al., 2012). L’analyse du promoteur de Gjb2 a révélé plusieurs éléments de 

réponse aux œstrogènes, aux glucocorticoïdes et aux androgènes. Nous avons évalué le rôle 

de chacune de ces hormones sur l’expression de Gjb2 dans le but d’identifier un mécanisme 

commun de régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme. Nous n’avons pas observé de 

changement dans l’expression de Gjb2 avec une exposition à l’œstradiol. Les études ayant 

regardé l’effet des œstrogènes sur l’expression des Cxs dans l’épididyme se sont intéressées 

aux effets du benzoate d’œstradiol (Lee, 2014, Lee, 2015a, Lee, 2015b). L’injection de 

benzoate d’œstradiol chez le rat à sept jours diminue l’expression de Gjb2 dans le corps de 

l’épididyme uniquement à la dose de 1.5 µg/kg et n’a pas d’effet à 0.015 µg/kg (Lee, 2015b). De 

plus, les effets du benzoate d’œstradiol sur l’expression des Cxs diffèrent entre le segment 

initial et le corps de l’épididyme (Lee, 2014, Lee, 2015a, Lee, 2015b). Cela suggère que les 

effets des œstrogènes sur les Cxs sont modulés par la dose et la région de l’épididyme. Nos 

résultats suggèrent que les œstrogènes ne sont pas impliqués dans la diminution de 

l’expression de Gjb2 dans l’épididyme. 

Nous avons observé une augmentation des niveaux d’ARNm de Gjb2 dans les RCE-1 

après exposition à l’hydrocortisone et la dexaméthasone. Les glucocorticoïdes sont impliqués 

dans le développement du tractus reproducteur mâle en permettant l’établissement et le 

maintien de la spermatogénèse (Saxena et al., 1987, Weber et al., 2000). La présence de GR a 

été confirmée au sein de l’épithélium de l’épididyme (Gladstones et al., 2012, Silva et al., 2010). 

Des expériences d’histologie ont montré que l’expression de GR semble plus intense dans 

l’épididyme indifférencié ou en différenciation par rapport à l’épididyme adulte, suggérant une 

plus grande sensibilité de l’épididyme aux glucocorticoïdes durant la différenciation du tissu 

(Gladstones et al., 2012). Nous avons récemment montré que les facteurs SP1 et TFAP2A se 

lient au promoteur de Gjb2 afin d’activer sa transcription durant les jeunes stades de la 
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différenciation de l’épididyme (Adam et al., 2016). Comme nous avons observé une 

augmentation de Gjb2 avec les glucocorticoïdes, il est possible qu’ils jouent un rôle dans 

l’augmentation de l’expression de Gjb2 en influençant la liaison de SP1 et TFAP2A dans les 

jeunes stades de développement. Curieusement, une étude a montré qu’une diminution des 

niveaux de glucocorticoïdes augmente l’expression de AR dans la tête de l’épididyme (Silva et 

al., 2010). De plus, la privation d’androgènes module l’expression de GR au niveau de l’ARNm 

et de la protéine dans la tête de l’épididyme. Les actions de GR dans l’épididyme sont peu 

connues mais ces résultats suggèrent l’existence d’interactions fonctionnelles entre GR et AR 

dans l’épididyme.  

Les androgènes sont des régulateurs majeurs du développement et du maintien des 

fonctions de l’épididyme. Leur retrait altère la structure des tubules ainsi que la morphologie des 

cellules principales et cause une vague d’apoptose des cellules épithéliales (Hamzeh et al., 

2009, Moore et al., 1979, Robaire et al., 2011, Robaire et al., 2002). Nos résultats montrent que 

les androgènes modulent l’expression des Cxs dans l’épididyme. Nous avons observé que les 

niveaux de GJB2 étaient significativement augmentés suivant l’orchidectomie dans la tête et le 

corps de l’épididyme. Le maintien des niveaux de testostérone chez des rats orchidectomisés 

réduit les niveaux de GJB2, ce qui suggère que l’expression de GJB2 est en partie inhibée par 

les androgènes dans ces régions. De plus, nous avons observé une diminution des niveaux 

protéiques de GJB1 et GJB4 dans la tête et le corps de l’épididyme des rats orchidectomisés. 

Cet effet est également inhibé par le maintien des niveaux de testostérone. Ces résultats sont 

cohérents avec la variation de l’expression des Cxs dans l’épididyme au cours du 

développement (Dufresne et al., 2003). Dans la queue de l’épididyme, les différences entre les 

groupes ne sont pas significatives. Ces résultats sont cohérents avec la diminution de la 

concentration en testostérone le long de l’épididyme ainsi que de la présence de la 5a-

réductase de type I qui diminue du segment initial à la queue de l’épididyme (Turner, 2002, 

Viger et al., 1994). Le retrait des androgènes par orchidectomie influence l’expression des 

gènes de manière spécifique à la région de l’épididyme étudiée (Ezer et al., 2003). Des études 

précédentes ont également observé des différences entre l’épididyme proximal et la queue de 

l’épididyme en ce qui concerne l’action des androgènes. Chez le sanglier, une exposition 

néonatale au flutamide diminue les niveaux protéiques de GJA1 dans la queue de l’épididyme 

mais pas dans les autres régions (Lydka et al., 2011). Chez le rat, la Pannexine 1 (Panx1), une 

protéine impliquée dans la formation de canaux transmembranaires, est augmentée suivant 

l’orchidectomie dans la tête et le corps de l’épididyme mais pas dans la queue (Turmel et al., 

2011). Aussi, l’expression de Pem est augmentée par les androgènes et son expression est 
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uniquement localisée dans la partie proximale de l’épididyme (Lindsey et al., 1996). Une autre 

étude chez le rat a montré que les niveaux, la localisation et la phosphorylation de GJA1 est 

dépendante des androgènes dans le segment initial de l’épididyme (Cyr et al., 1996). Nos 

résultats montrent que le retrait des androgènes par orchidectomie peut également inhiber 

l’expression de certains gènes. En effet, nous avons observé une augmentation des niveaux 

protéiques de GJB2 après l’orchidectomie et cet effet est inhibé par le maintien des 

androgènes. D’autres études ont également observé une répression de l’expression de gènes 

par les androgènes dans l’épididyme. Chez le rat, on remarque une augmentation des niveaux 

d’ARNm d’Igfbp3 (codant pour la protéine 3 de liaison à l’IGF1) après l’orchidectomie (Ezer et 

al., 2003) et son expression est diminuée chez les rats orchidectomisés ayant reçu de la DHT 

(Hamzeh et al., 2010). Aussi, l’expression de Edn1 (codant pour l’endothéline 1) et Bmp4 

(codant pour la protéine morphogénique osseuse 4) est augmentée après orchidectomie et 

l’ajout de DHT inhibe cet effet (Hamzeh et al., 2010).  

Plusieurs membres de la famille des Cxs sont exprimés dans la prostate du rat, dont 

GJA1, GJB1 et GJB2 (Czyz et al., 2012, Huynh et al., 2001, Li et al., 2015, Meda et al., 1993, 

Mehta et al., 1996, Tate et al., 2006) et la prostate est un organe hautement régulé par les 

androgènes (Cleutjens et al., 1996, Heyns, 1990, Huynh et al., 2001, Robaire, 1979, Yamashita, 

2004). Dans la prostate, nous avons observé une régulation des Cxs semblable à celle de 

l’épididyme avec l’orchidectomie, à savoir une augmentation de GJB2 et une diminution de 

GJB1. Ce changement d’expression des Cxs est inhibé avec le maintien des niveaux 

d’androgènes. Une étude précédente a observé une augmentation des niveaux d’ARNm et 

protéiques de GJA1 dans la prostate après orchidectomie et ces effets sont inhibés avec le 

maintien des niveaux d’androgènes (Huynh et al., 2001). Cependant, dans cette étude, aucun 

changement n’a été observé sur les niveaux d’ARNm de Gjb1. Cependant, les auteurs ont 

mesuré les niveaux d’ARNm de Gjb1 à 120 h après orchidectomie alors que nous avons 

mesuré les niveaux protéiques de GJB1 sept jours après orchidectomie. Cette différence dans 

les méthodes expérimentales peut expliquer les différences dans les résultats observés. De 

plus, il a été montré que certains gènes sont régulés rapidement après orchidectomie comme la 

métallothionéine-3 dont l’expression est diminuée en moins de 2 jours alors que d’autres gènes 

comme Gpx-1 (code pour la glutathion peroxydase) voient leur expression augmenter 

progressivement sept jours après orchidectomie (Ezer et al., 2003). Ces résultats peuvent 

permettre d’expliquer les différences observées pour GJB1. Une autre équipe qui s’est 

intéressée à l’effet du flutamide, un anti-androgène, a montré que l’injection de flutamide durant 

le développement diminue l’expression de AR et augmente l’expression de GJA1 dans la 



 

  141 

prostate (Hejmej et al., 2013). AR serait également impliqué dans la diminution de l’expression 

de GJA1 dans les cellules cancéreuses de la prostate (Chen et al., 2015). Nos résultats ainsi 

que ces études, suggèrent l’importance des androgènes dans la régulation de l’expression des 

Cxs dans la prostate.  

Comme aucune donnée n’était disponible dans la littérature sur la présence de GJB4 et 

GJB5 dans la prostate, des expériences de western blot ont été réalisées sur les prostates des 

rats des différents groupes. Nous avons identifié la présence de GJB4 et GJB5 dans la prostate 

des rats témoins. L’expression de GJB4 et GJB5 diminue significativement avec l’orchidectomie 

et le maintien des niveaux d’androgènes inhibe cette baisse d’expression. Il est intéressant 

d’observer que GJB4 est régulée par les androgènes dans la prostate mais pas dans 

l’épididyme. Il a récemment été montré que GJB4 est exprimée par les cellules basales dans 

l’épididyme (Mandon et al., 2015b). Il est possible que dans l’épididyme, des facteurs 

spécifiques aux cellules basales permettent de maintenir l’expression de GJB4 après 

l’orchidectomie. De plus, comme l’orchidectomie provoque une vague d’apoptose dans 

l’épididyme (Fan et al., 1998) et que les cellules basales possèdent des caractéristiques de 

cellules souches (Mandon et al., 2015b), le maintien des niveaux de GJB4 après orchidectomie 

pourrait suggérer une activité régénératrice des cellules basales afin de reconstruire l’épithélium 

épididymaire. Bien que la prostate et l’épididyme soient deux tissus répondants aux 

androgènes, ils sont dérivés de structures embryonnaires différentes et la présence de facteurs 

spécifiques au tissu ou au type cellulaire semble intervenir dans la régulation de GJB4. 

Afin de comprendre les mécanismes qui sont impliqués dans l’action des androgènes 

sur l’expression des Cxs, nous avons utilisé la lignée cellulaire LNCaP. Ce modèle cellulaire est 

largement utilisé pour étudier l’effet les androgènes car les LNCaP sont des cellules réceptives 

aux androgènes (Horoszewicz et al., 1983). Nos données montrent que les niveaux d’ARNm de 

Gjb2 sont diminués après exposition à la DHT alors que ceux de Gjb1 sont augmentés. Ces 

résultats montrent que l’action des androgènes sur l’expression des Cxs est visible au niveau 

transcriptionnel et que les cellules LNCaP semblent être un bon modèle pour étudier les effets 

des androgènes sur l’expression des Cxs. Afin d’identifier les mécanismes impliqués dans la 

régulation des Cxs durant l’exposition à la DHT, nous avons regardé les niveaux d’ARNm de 

YY1. YY1 est un facteur de transcription qui stimule l’expression de Gjb1 dans les hépatocytes 

(Field et al., 2003). YY1 peut agir comme un répresseur ou un activateur, dépendamment des 

cofacteurs qu’il recrute (Shi et al., 1997). Dans cette étude, nous n’avons observé aucun 

changement dans les niveaux d’ARNm de Yy1 après exposition à la DHT. Il semblerait que YY1 
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ne soit pas impliqué dans la réponse aux androgènes des Cxs mais des expériences sont 

nécessaires afin de vérifier cette hypothèse. En effet, YY1 pourrait moduler l’activité 

transcriptionnelle du récepteur aux androgènes en augmentant sa liaison à l’ADN, comme c’est 

le cas dans les cellules de cancer de prostate (Deng et al., 2009). 

L’analyse du promoteur de Gjb1 et celui de Gjb2 révèle plusieurs éléments de réponse 

aux androgènes. Les résultats préliminaires concernant la transfection de constructions 

plasmidiques contenant 5 kb du promoteur de Gjb2 dans les cellules LNCaP ont révélé que 

l’information nécessaire à la variation de l’expression de Gjb2 par les androgènes ne semble 

pas être contenue au sein de ces 5 kb. Cependant ces résultats doivent être répétés afin de 

fonder une conclusion quant à la présence d’éléments de réponse aux androgènes sur le 

promoteur de Gjb2. Une étude a montré que 40% des sites de liaison du récepteur aux 

androgènes dans l’épididyme de souris étaient localisés dans des régions introniques 

(Pihlajamaa et al., 2014). Des études ont montré que AR régule l’expression de gènes en se 

liant au niveau de leur intron, parfois situé à plusieurs centaines de bases de distance du site 

d’initiation de la transcription (Cochrane et al., 2007, Heemers et al., 2004, Kojima et al., 2010, 

Louro et al., 2007, Makkonen et al., 2009). Une équipe a proposé un modèle dans lequel l’ADN 

formerait une boucle permettant de faire interagir les ARE et le site d’initiation de la transcription 

pour expliquer cette régulation (Makkonen et al., 2009). Dans le cas de Gjb2, l’analyse de 

l’intron a permis d’identifier plusieurs demi-sites de réponse aux androgènes (données non 

montrées). Il se pourrait que certains éléments de régulation par les androgènes se situent au 

sein de l’intron de Gjb2 et participent à la diminution de son expression.  

Le gène de Gjb1 peut être transcrit à partir de deux promoteurs dépendamment du tissu 

(Neuhaus et al., 1996, Neuhaus et al., 1995). Le promoteur P1 est utilisé dans le pancréas et le 

foie (Neuhaus et al., 1996, Neuhaus et al., 1995) et le promoteur P2 est actif dans les fibres 

nerveuses, permettant la transcription d’un ARNm plus court (Neuhaus et al., 1996). Nos 

données démontrent que dans l’épididyme de rat c’est le promoteur P1 qui est utilisé pour la 

transcription de Gjb1. Il est intéressant de noter que P1 est inactif dans les cellules RCE-1. Ce 

résultat est en accord avec le fait que les cellules RCE-1 expriment faiblement Gjb1 par rapport 

au tissu (Dufresne et al., 2005). Ces cellules sont issues de cellules principales de la tête de 

l’épididyme de rats adultes mais leur profil d’expression des Cxs ressemble à celui de cellules 

principales de jeunes rats. En effet, elles expriment fortement Gjb2 et faiblement Gjb1 

(Dufresne et al., 2005), ce que l’on retrouve dans l’épididyme non différencié (Dufresne et al., 

2003). Une hypothèse pour expliquer les résultats obtenus serait qu’il existe un changement 
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d’utilisation des promoteurs de Gjb1 durant le développement de l’épididyme. Durant 

l’hématopoïèse embryonnaire, une étude a rapporté un changement de promoteur pour le gène 

Runx1 qui code pour un facteur de transcription essentiel à ce processus (Pozner et al., 2007). 

Runx1 est transcrit de deux promoteurs, P1 et P2 mais l’utilisation de ces promoteurs varie 

durant le développement embryonnaire. Un changement d’utilisation de promoteur est 

également observé dans les cellules cancéreuses. La protéine WNT5A est impliquée dans la 

voie de signalisation Wnt et son expression dans les ostéoblastes normaux est activée 

majoritairement par son promoteur B et dans une moindre mesure par son promoteur A (Vaidya 

et al., 2016). Dans les ostéoblastes cancéreux, l’activité du promoteur B est pratiquement 

abolie, ce qui conduit à une dérégulation de l’expression de WNT5A. Dans le cas de 

l’épididyme, il se pourrait que les cellules non différenciées utilisent le promoteur P2 de Gjb1 et 

que les cellules différenciées retrouvées dans l’épididyme adulte utilisent le promoteur P1. On 

assisterait à un changement de promoteur au cours de la différenciation, c’est pourquoi on 

retrouve l’utilisation de P1 dans le tissu et de P2 dans les cellules RCE-1. Il serait intéressant 

d’identifier l’activité des deux promoteurs de Gjb1 au cours du développement afin de confirmer 

cette hypothèse. Ces résultats permettent de mettre en évidence la complexité des 

mécanismes impliqués dans la régulation de Gjb1 dans l’épididyme.  

Les résultats des essais luciférase montrent une augmentation de l’activité du promoteur 

de Gjb1 dans les cellules exposées à la DHT. Ces données sont le résultat d’une expérience 

préliminaire et restent à confirmer. Ils suggèrent cependant qu’au moins une partie des 

éléments régulant la réponse aux androgènes sont présents au sein des 5 kb du promoteur de 

Gjb1.   

Nos résultats indiquent que les androgènes sont impliqués dans la diminution de 

l’expression de Gjb2. Nous avons récemment montré que les facteurs SP1 et TFAP2A se lient 

au promoteur de Gjb2 afin d’activer sa transcription durant les jeunes stades de la 

différenciation de l’épididyme (Adam et al., 2016). Sachant que le facteur SP1 et AR sont 

capables de former un complexe afin de réguler l’expression du gène NRIP dans la prostate 

(Chen et al., 2008), il est possible que AR interagisse avec SP1 afin de diminuer l’expression de 

Gjb2. Aussi, de par sa liaison à SP1, AR est capable de se lier à l’ADN par l’intermédiaire d’un 

site SP1 et non d’un ARE dans les cellules de prostate (Chen et al., 2008, Eisermann et al., 

2013). De plus, il a été montré que TFAP2A est le corégulateur majeur de AR et facilite la 

liaison de AR sur la chromatine dans l’épididyme, ce qui suggère un rôle central pour TFAP2A 

dans la réponse aux androgènes dans ce tissu (Pihlajamaa et al., 2014). Ces études ainsi que 
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nos résultats suggèrent que AR pourrait interagir avec les facteurs SP1 et TFAP2A et/ou leurs 

sites de liaison situés sur le promoteur de Gjb2 afin de diminuer son expression.  

Cette étude met en lumière de nouvelles informations sur l’effet des hormones, plus 

particulièrement des androgènes sur l’expression des Cxs dans l’épididyme. Nous avons 

montré que les glucocorticoïdes augmentent l’expression de Gjb2 dans les cellules de 

l’épididyme. Nous avons observé que les androgènes régulent significativement les niveaux 

protéiques de GJB1, GJB2 et GJB4 dans la tête et le corps de l’épididyme ainsi que dans la 

prostate. En utilisant les cellules LNCaP, nous avons montré que le changement de l’expression 

des Cxs induit par la DHT était également observable au niveau de l’ARNm. Il semblerait que 

des éléments de réponse aux androgènes soient contenus au sein du promoteur de Gjb1. 

L’influence des androgènes sur l’expression des Cxs observée dans cette étude suggère leur 

rôle dans la différenciation post-natale de l’épididyme. Sachant que les androgènes peuvent 

activer et influencer une multitude voies de signalisation et induire diverses réponses cellulaires 

(Hammes et al., 2015, Hamzeh et al., 2011, Kretzschmar et al., 2015, Robaire et al., 2011, Sun 

et al., 2003), des investigations sont nécessaires afin de déterminer le mode d’action des 

androgènes dans la régulation de l’expression des Cxs dans l’épididyme.  
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 DISCUSSION GÉNÉRALE  

Les Cxs sont indispensables à la différenciation d’un grand nombre de tissus comme par 

exemple la cochlée (Johnson et al., 2016, Zhu et al., 2015), le foie (Naves et al., 2001, Neveu et 

al., 1995, Paku et al., 2004, Zhang et al., 1994), la rétine (Gong et al., 2007, Jiang, 2010) ou 

encore le testicule (Brehm et al., 2007, Sridharan et al., 2007). À noter qu’un dérèglement de 

l’expression des Cxs est observé dans de nombreuses pathologies associées à ces tissus 

comme la surdité (Gerido et al., 2004, Legan et al., 2014, Leibovici et al., 2008, Xu et al., 2013), 

le développement de cataracte (Gong et al., 2007, Jiang, 2010, White et al., 1999), de cancers 

(Maes et al., 2015a, Maes et al., 2015b, Piechocki et al., 1999) ou encore la baisse de fertilité 

(Gregory et al., 2011, Kerkhofs et al., 2009).  

Dans l’épididyme, le changement d’expression des Cxs est observé durant le 

développement post-natal de l’épithélium (Dufresne et al., 2003) et un dérèglement de 

l’expression des Cxs a été associé à des cas d’infertilité (Dube et al., 2012). Bien que ces 

études aient observé un changement d’expression des Cxs, il existe peu d’informations sur les 

mécanismes qui régulent de tels changement d’expression. Cependant, un approfondissement 

des connaissances sur le sujet est plus que d’actualité afin d’appréhender les mécanismes 

impliqués dans la différenciation des tissus et dans le développement de cancers et pathologies 

associés à l’expression des Cxs. 

1. Régulation de l’expression de Gjb2 dans l’épididyme 

Dans un premier temps, nous avons étudié les mécanismes impliqués dans les premiers 

stades de la différenciation de l’épididyme par la caractérisation du promoteur de Gjb2. Peu 

d’études se sont consacrées à l’étude de la régulation transcriptionnelle de Gjb2 et à ce jour, 

aucune information n’était disponible sur la régulation transcriptionnelle de Gjb2 dans 

l’épididyme. Les résultats obtenus dans cette étude permettent d’apporter de nouvelles 

données dans ce domaine. Nos travaux ont permis la génération de constructions plasmidiques 

contenant diverses régions du promoteur de Gjb2 qui sont utiles à l’étude de l’expression de 

ces Cxs. Sachant que plusieurs pathologies sont causées par une dérégulation de l’expression 

de ces Cxs (Haass et al., 2006, Kleopa et al., 2006, Schwarz et al., 2003, Sirnes et al., 2015, 



 

  146 

Teleki et al., 2014, White et al., 1999, Xu et al., 2013), ces constructions constituent de précieux 

outils pour l’étude des mécanismes impliqués dans ces modifications d’expression des Cxs. 

Nous avons identifié un site unique d’initiation de la transcription pour Gjb2 dans 

l’épididyme. Nos résultats, combinés avec ceux d’études précédentes qui ont identifié de 

multiples sites d’initiation de la transcription pour Gjb2 dans d’autres tissus (Hennemann et al., 

1992, Tu et al., 1998b) suggère que la régulation de Gjb2 est hautement dépendante du tissu 

dans lequel elle est exprimée.  

Nous avons identifié des facteurs de régulation de Gjb2 communs à différents tissus. En 

effet, les facteurs SP1 et TFAP2A régulent l’expression de Gjb2 dans les glandes mammaires 

et l’utérus pendant la grossesse et l’allaitement (Kiang et al., 1997, Tu et al., 1998b, Tu et al., 

2001). Nous avons identifié le site de chevauchement SP1/TFAP2A situé dans la région basale 

du promoteur, comme étant impliqué dans la régulation de GJB2. Ce site a précédemment 

également été identifié dans la glande mammaire (Tu et al., 2001). Cependant, nos résultats 

révèlent l’importance d’un site SP1 situé à -50 pb du site d’initiation de la transcription pour 

l’expression de GJB2. Contrairement à la glande mammaire, ce site SP1 est nécessaire à 

l’expression de GJB2 dans l’épididyme. Ces résultats démontrent une fois de plus que 

l’expression des différentes Cxs est dépendante du tissu. 

Dans l’épididyme, SP1 et TFAP2A se lient au promoteur de Gjb2 chez les rats 

prébubères dont l’épithélium est indifférencié afin de favoriser sa transcription. L’identification 

d’un site de liaison commun aux deux facteurs sur le promoteur proximal de Gjb2 suggère une 

interaction entre SP1 et TFAP2A. Il a été montré que l’interaction de TFAP2A avec SP1 est 

indispensable à la liaison de TFAP2A sur le promoteur du gène de la CYP11A1 afin de moduler 

son expression dans les cellules de foie (Pena et al., 1999). De plus, nous avons vu que 

l’expression de Gjb2 diminue avec la diminution de SP1 mais pas avec celle de TFAP2A, ce qui 

suggère que la liaison de SP1 participe à la liaison de TFAP2A pour réguler l’expression de 

Gjb2 dans l’épididyme. Il serait intéressant de caractériser l’interaction entre SP1 et TFAP2A 

afin de mieux comprendre leur mode de liaison au promoteur de Gjb2 et déterminer comment 

leur liaison au promoteur de Gjb2 est diminuée au cours de la différenciation. En effet, la 

diminution de leur interaction pourrait affecter leur liaison au promoteur de Gjb2.  

Le recrutement de ces facteurs de transcription sur le promoteur de Gjb2 diminue avec 

la différenciation du tissu et est corrélé avec une diminution de l’expression de Gjb2 (Dufresne 

et al., 2003). Comme les niveaux protéiques de SP1 et TFAP2A ne varient pas dans 

l’épididyme pendant le développement, des modifications de l’ADN ou des cofacteurs pourraient 
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intervenir dans la régulation de leur liaison. En effet, des études montrent que la méthylation de 

l’ADN diminue la liaison de SP1 et TFAP2A à leur séquence cible (Reynard et al., 2014, Tian et 

al., 2015, Zhang et al., 2014). Dans l’épididyme, il a été montré que la méthylation intervient 

dans la régulation de l’expression de Rhox5 (Bhardwaj et al., 2012) et de la cycline D1 

(Darwanto et al., 2008) au cours du développement. L’étude de la méthylation du promoteur 

pendant le développement post-natal du rat n’a pas révélé de différence entre les jeunes 

individus et les adultes. Il est possible que d’autres mécanismes tels que les modifications 

d’histones soient impliquées dans le recrutement de SP1 et TFAP2A sur le promoteur de GJB2. 

En effet, il a récemment été montré que la liaison de SP1 sur le promoteur de microRNA-195 

est inhibée par son interaction avec HDAC3 (Zhao et al., 2016). L’hypothèse avancée par 

l’équipe de recherche est que HDAC interagit directement avec l’ADN au niveau du site de 

liaison SP1 comme cela a déjà été montré dans les cellules cancéreuses de la peau (Ye et al., 

2013) et les cellules du foie (Suzuki et al., 2010) afin de verrouiller la transcription. 

KLF4 semblait être un bon candidat pour expliquer la diminution de l’expression de Gjb2 

au cours du développement car c’est un répresseur connu de Gjb2 pendant la différenciation de 

l’épiderme (Djalilian et al., 2006, Segre et al., 1999). Le profil d’expression de Gjb2 dans 

l’épididyme est semblable à celui de l’épiderme mais KLF4 n’intervient pas directement sur le 

promoteur de Gjb2 afin de diminuer son expression comme dans l’épiderme. Cependant, le rôle 

de KLF4 sur la régulation de Gjb2 reste à confirmer car KLF4 pourrait avoir des actions 

indirectes, en régulant l’expression de gènes qui affectent l’expression de Gjb2 dans 

l’épididyme. 

2. Rôle des androgènes dans la régulation de l’expression des 
Cxs 

Dans une deuxième partie, nous avons démontré que les androgènes jouent un rôle 

dans la régulation des Cxs dans l’épididyme. Les androgènes sont indispensables pour le 

développement de l’épididyme et de ces fonctions. Nous avons vu que les androgènes 

induisent une diminution de GJB2 et une augmentation de GJB1 et GJB5, ce qui correspond à 

la variation d’expression des Cxs observée au cours du développement post-natal de 

l’épididyme (Dufresne et al., 2003). Cette régulation par les androgènes est très marquée dans 

la partie proximale de l’épididyme et absente dans la queue de l’épididyme. Les androgènes 

présents dans l’épididyme arrivent en majorité du testicule et leur concentration suit un gradient 
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du segment initial à la queue de l’épididyme (Turner et al., 1990b). Nos résultats suggèrent que 

les Cxs de l’épididyme proximal sont régulées par les androgènes alors que les mécanismes 

régulant l’expression des Cxs de la queue de l’épididyme sont différents et restent encore à 

identifier.  

Pour les Cxs de l’épididyme proximal, des études supplémentaires seraient nécessaires 

afin de conclure sur le mode d’action des androgènes dans la régulation des Cxs. Cependant, il 

est possible d’établir plusieurs hypothèses quant à leurs mécanismes de régulation. 

2.1. Régulation par des mécanismes génomiques 

Tout d’abord, l’action des androgènes peut s’effectuer via AR. Le rôle de AR dans 

l’épididyme proximal est indispensable à la différenciation du segment initial et son inhibition 

conduit à l’infertilité (Krutskikh et al., 2011, O'hara et al., 2011).  AR est capable de réguler la 

transcription de gènes par la liaison directe sur leur promoteur au niveau d’éléments de réponse 

aux androgènes (ARE). Cette réponse est dite « génomique » car elle implique la régulation de 

l’expression de gènes par la liaison de AR. Dans l’épididyme, beaucoup de gènes et protéines 

ont été décrits comme étant régulés par les androgènes mais peu d’études ont démontré que 

cette régulation se faisait au niveau transcriptionnel par le biais d’ARE (Bhardwaj et al., 2008, 

Ghyselinck et al., 1993, Hu et al., 2010, Lareyre et al., 1997, Lareyre et al., 2000). La séquence 

des ARE est idéalement palindromique, composée de deux séquences hexamériques. Bien que 

la présence de ce double site est généralement fiable pour supposer la régulation d’un gène par 

AR, les sites dits imparfaits ou demi-sites représentent 99,9% des motifs ARE (Wilson et al., 

2016). La liaison de AR sur ces demi-sites est souvent associée à la présence de sites de 

liaison d’autres facteurs de transcription à proximité, à la présence de protéines pionnières ou à 

l’interaction avec des cofacteurs (Pihlajamaa et al., 2015, Pihlajamaa et al., 2014, Wilson et al., 

2016, Wu et al., 2014a). Il est à noter que AR et GR ont la capacité de se lier à la même 

séquence d’ADN et peuvent entrer en compétition. C’est le cas dans les cellules pancréatiques 

où la liaison de GR sur le promoteur de la protéine TXNIP (thioredoxin-interacting protein) 

active sa transcription alors que la liaison de AR au même site a un effet inhibiteur (Harada et 

al., 2015). Comme nous avons observé une augmentation de Gjb2 avec la dexaméthasone et 

une diminution de Gjb2 avec les androgènes, il est possible d’observer le même type de 

régulation dans l’épididyme. Ainsi, GR participerait à l’augmentation de Gjb2 durant les 

premiers stades de la différenciation et l’augmentation des niveaux d’androgènes avec le 
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développement permettrait à AR d’entrer en compétition avec GR sur le promoteur de Gjb2 et 

d’inhiber sa transcription. AR peut également se lier aux régions promotrices par l’intermédiaire 

de sites de liaison d’autres facteurs de transcription comme par exemple SP1 (Eisermann et al., 

2013, Lu et al., 2000). Ces études suggèrent l’importance de cofacteurs de AR dans la réponse 

aux androgènes.  

Selon les cofacteurs recrutés, AR est capable d’activer ou d’inhiber l’expression de 

gènes (Heemers et al., 2007). Ainsi, le rôle des androgènes dans la régulation des Cxs dans 

l’épididyme est susceptible de passer par le biais d’AR. Plus de 350 protéines ont été identifiés 

comme corégulateurs pour les récepteurs nucléaires (Heemers et al., 2007, Lonard et al., 

2012). Cela suggère la formation de complexes protéiques composés de multiples cofacteurs 

afin de réguler les actions des récepteurs nucléaires. Pour AR, des corégulateurs différents ont 

été identifiés selon le tissu étudié, suggérant l’importance du type cellulaire dans les actions de 

AR (Culig, 2016, Foley et al., 2016, Igarashi-Migitaka et al., 2005, Kang et al., 2004b, 

Papaioannou et al., 2005, Sahu et al., 2011).  

Les techniques étudiant l’ensemble des sites de liaison de facteurs de transcription, 

comme le ChIP-Seq, ont permis d’identifier les protéines FOXA1, GATA2 comme interagissant 

avec AR et la chromatine afin de favoriser sa liaison sur les gènes cibles dans la prostate 

(Pihlajamaa et al., 2014, Wang et al., 2007). FOXA1 est notamment capable de modifier 

l’histone H1 et permettre un état plus ouvert de la chromatine (Cirillo et al., 2002). Dans le rein, 

c’est le facteur HNF4a qui est le corégulateur majeur de AR alors que dans l’épididyme, c’est 

TFAP2A (Hu et al., 2010, Pihlajamaa et al., 2014). Ces études montrent que les cofacteurs de 

AR sont spécifiques du tissu étudié, dépendants du contexte cellulaire et permettent d’initier des 

programmes de transcription spécifiques. Nous avons observé que la liaison de TFAP2A sur le 

promoteur de Gjb2 est diminuée au cours du développement. Comme c’est le cofacteur majeur 

de AR dans l’épididyme, il est possible que TFAP2A soit recruté sur d’autres promoteurs lors de 

la différenciation afin de participer à la liaison de AR dans la régulation de gènes cibles.  

Il a également été montré que la chromatine liée par AR et son corégulateur majeur 

(FOXA1 pour la prostate, HNF4a pour le rein et TFAP2A pour l’épididyme) est enrichie en 

histone H3K4me1 et H3K27ac qui sont associées à un état ouvert de la chromatine sur les 

gènes activés par AR (Pihlajamaa et al., 2014). Cela suggère que ces cofacteurs sont liés à 

l’ADN avant AR et qu’ils peuvent être impliqués dans la stabilisation de la chromatine afin de 

favoriser la liaison de AR. L’acétylation des histones est fortement associée à une chromatine 

ouverte et une activation de la transcription (Visel et al., 2009). AR interagit avec les protéines 
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TRAM-1 et TIF2 ainsi que SRC1 et SCR3 qui appartiennent à la famille p160/SRC et qui sont 

des histones acétyltransférases (HAC) (Alen et al., 1999, Bevan et al., 1999, Heemers et al., 

2007). De plus, les protéines de la famille p160 sont capables recruter d’autres facteurs comme 

p300 et CBP (CREB-binding protein) qui est également une histone acétyltransférases (Fu et 

al., 2000, Torchia et al., 1997). Il est à noter que la méthylation des histones régule également 

les actions de AR dépendamment du contexte cellulaire. En effet, la déméthylase lysine-

spécifique 1 (LSD1) déméthyle les histones H3K9 afin de favoriser la transcription de gènes par 

AR (Metzger et al., 2005) mais elle permet également l’inhibition de la transcription par AR en 

déméthylant les histones H3K4me2 (Cai et al., 2014). AR peut également diminuer l’expression 

de gènes cibles avec l’aide de la protéine EZH2 (enhancer of zeste homlog 2), qui fait partie de 

la famille des polycomb. En effet, EZH2 favorise la méthylation de H3k27 qui diminue 

l’expression de gènes cibles de AR dans les cellules de prostate (Chng et al., 2012, Zhao et al., 

2012). Aussi, l’activation des gènes KLK2 et PSA par AR dans les cellules LNCaP est associée 

à une série de modifications d’histones (Kang et al., 2004b). Dans l’épididyme, on note la 

présence de SRC-1, TIF2 et TRAM1 dans le noyau des cellules épithéliales avec une 

expression plus forte dans l’épididyme proximal (Igarashi-Migitaka et al., 2005). De plus, ces 

protéines sont fortement co-localisées avec AR au niveau du noyau des cellules épithéliales. Il 

est donc possible que SRC-1, TIF2 et TRAM1 qui font partie de la famille p160 contribuent à la 

régulation de l’expression des Cxs en interagissant avec AR. Cette régulation pourrait faire 

intervenir la modification des histones au niveau des promoteurs des différentes Cxs. Aucune 

information n’est disponible sur la régulation des histones durant la différenciation de 

l’épididyme, mais sachant que les histones participent au processus de différenciation cellulaire 

(Ruijtenberg et al., 2016), qu’elles peuvent être modifiées par AR et qu’elles sont impliquées 

dans la régulation des Cxs dans d’autres types cellulaires (Vinken, 2015), on peut supposer leur 

implication dans la régulation des Cxs par AR durant le développement de l’épididyme.  

Il est à noter que l’inhibition de la kinase zipper interacting protein (ZIP) mène à une 

diminution significative de la transcription régulée par AR (Leister et al., 2008). Cependant, AR 

n’est pas directement phosphorylé par ZIP in vitro, ce qui suggère que ZIP phosphoryle des 

cofacteurs de AR ou des protéines associées à la chromatine afin de réguler la transcription des 

gènes cibles de AR. Cela suggère que les actions transcriptionnelles de AR peuvent être 

indirectement modulées par des protéines, ce qui ajoute à la complexité des mécanismes 

pouvant être impliqués dans le mode d’action de AR en réponse aux androgènes. 
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2.2. Régulation par des mécanismes non génomiques 

L’action des androgènes peut également s’effectuer par des mécanismes dits « non-

génomiques ». Il a été montré que la testostérone altère la communication cellulaire des 

cellules de Sertoli et des cellules cardiaques et que cet effet n’est pas inhibé par le traitement 

avec l’acétate de cyprotérone, un antagoniste de AR (Pluciennik et al., 1996). L’hypothèse 

émise par cette équipe est que la testostérone interagit directement avec la membrane des 

cellules et altère la conformation des jonctions lacunaires. Il serait également intéressant de voir 

si l’action des androgènes sur les Cxs passe par le biais de AR en inhibant son expression. Il 

serait également intéressant de regarder l’expression des Cxs dans les modèles de souris 

mutés pour Ar (Kerkhofs et al., 2009). 

De plus, une étude a montré que GJB1 est augmentée par les androgènes dans une 

lignée cellulaire de prostate (Mitra et al., 2006). Cette augmentation de GJB1 est régulée par 

l’inhibition de sa dégradation au niveau du réticulum endoplasmique. Aussi, la phosphorylation 

et la localisation de GJA1 est affectée par les androgènes, ce qui suggère que les androgènes 

peuvent réguler les Cxs au niveau de leur modifications post-traductionnelles (Cyr et al., 1996). 

Des études supplémentaires sont nécessaires afin de savoir si une régulation post-

traductionnelle des Cxs par les androgènes est présente dans l’épididyme au cours du 

développement.  

Les androgènes peuvent également moduler certaines voies de signalisation 

intracellulaires comme la voie des mitogen-activated protein kinases (MAPK/ERK) par des 

mécanismes non-génomiques (Aquila et al., 2007, Castoria et al., 2003, Hamzeh et al., 2011, 

Kang et al., 2004a, Liao et al., 2013, Robaire et al., 2011, Sun et al., 2003). La liaison de AR à 

la tyrosine-kinase c-Src active la voie des MAPK/ERK (Hamzeh et al., 2011) qui est impliquée 

dans de nombreux processus cellulaires comme la prolifération et la différenciation 

(Schlessinger, 2000, Thomas et al., 1997). Dans l’épididyme, la présence de AR semble 

cruciale à l’activation de la voie ERK et à la différenciation du segment initial. En effet, la 

mutation du gène Ar dans le segment initial de l’épididyme diminue l’activité de la voie ERK, 

affecte la différenciation de l’épithélium et mène à l’infertilité (Krutskikh et al., 2011). Une forte 

activation de la voie ERK est indispensable à la différenciation du segment initial (Jun et al., 

2014, Xu et al., 2010a). De plus, l’activation de la voie MAPK/ERK joue un rôle clé dans la 

régulation des jonctions serrées et donc dans la mise en place d’un environnement luminal 

spécifique (Kim et al., 2016). Dans d’autres tissus ou types cellulaires, il a été montré que la 
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voie de signalisation ERK régule l’expression des Cxs. En effet, la diminution de la 

phosphorylation de ERK est associée à l’augmentation de l’expression de GJB2 dans des 

cellules cancéreuses de foie (Ionta et al., 2012) ainsi que dans les kératinocytes (Lee et al., 

2012). De plus, la phosphorylation de GJA1, et donc sa localisation cellulaire (Moreno et al., 

2007, Solan et al., 2009, Solan et al., 2014, Solan et al., 2016), est régulée par la voie ERK1/2 

dans les cellules épididymaires humaines (Dube et al., 2012). Comme la localisation de GJA1 

est affectée après orchidectomie (Cyr et al., 1996), et que AR est impliqué dans l’expression de 

GJA1 dans les cellules de prostate (Chen et al., 2015), il est possible que les androgènes 

modifient la voie ERK1/2, ce qui entraîne un changement de la phosphorylation de GJA1 et 

affecte sa localisation cellulaire. Donc, sachant que l’activation de la voie de signalisation 

MAPK/ERK est cruciale pour la différenciation du segment initial, qu’elle est modulée par les 

androgènes et qu’elle est également impliquée dans la régulation des Cxs dans d’autres types 

cellulaires ou espèces, il est possible que la voie des MAPK/ERK régule l’expression des Cxs 

pendant la différenciation de l’épididyme. Il a été montré que les protéines de cette voie de 

signalisation sont régulées dès 6h après ligature des canaux efférents (Xu et al., 2011) et que 

ERK est activé par la DHT après 1 min d’exposition dans les cellules PC-1 de l’épididyme 

(Hamzeh et al., 2011). Évaluer leur activité et leur niveau d’expression dans les différents 

segments de l’épididyme après sept jours d’orchidectomie (temps auquel nous avons observé 

une variation de l’expression des Cxs) permettrait d’établir leur implication dans l’action des 

androgènes.  

Les androgènes peuvent également activer la voie ERK par les récepteurs des facteurs 

de croissance EGFR et IGFR dans les cellules épididymaires (Hamzeh et al., 2011). La liaison 

de la DHT à AR active la kinase SRC qui à son tour active ERK via les récepteurs EGFR et 

IGFR. L’activation de ERK aboutit à la phosphorylation de la protéine cAMP response element 

binding (CREB) qui migre vers le noyau afin de réguler l’expression de gènes cibles. CREB est 

un facteur de transcription pouvant se lier au promoteur de gènes cibles contenant un élément 

de réponse cAMP. Dans l’épididyme, CREB a été identifié comme régulant l’expression de 

Pannexine 1 chez le rat (Dufresne et al., 2014) et de ERa chez la souris (Li et al., 2010). Il est 

intéressant de noter que les niveaux et l’activité de CREB augmentent avec l’orchidectomie, ce 

qui suggère une régulation dépendante des androgènes. Ainsi, la voie impliquant AR et qui 

active ERK et conduit à la migration de CREB pourrait être impliquée dans la régulation des 

Cxs par les androgènes dans l’épididyme au cours de la différenciation. 
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Les protéines impliquées dans la voie de signalisation Wnt sont fortement exprimées 

dans l’épididyme. L’expression de b-caténine localisée entre les cellules épithéliales et 

augmente au cours du développement (DeBellefeuille et al., 2003, Wang et al., 2015, Wang et 

al., 2013, Yeung et al., 2012). Des études ont montré que les androgènes peuvent interférer 

avec la voie Wnt, notamment par une interaction directe entre AR et b-caténine (Terry et al., 

2006, Yang et al., 2002). Aussi, l’orchidectomie entraîne une variation de la localisation de b-

caténine : on observe une diminution de b-caténine au niveau de la membrane plasmique et 

une augmentation dans le cytoplasme (DeBellefeuille et al., 2003). Cet effet est bloqué par 

l’ajout d’androgènes. De plus, il a été montré que la voie Wnt augmente les niveaux d’ARNm de 

Gja1 dans les cellules cardiaques (Ai et al., 2000) et que b-caténine interagit avec GJA1 dans 

ces cellules mammaires (Dianati et al., 2016). Sachant que la voie de signalisation Wnt est 

régulée par les androgènes et qu’elle est impliquée dans l’expression des Cxs dans d’autres 

types cellulaires, son rôle est à considérer dans l’identification du mode d’action des 

androgènes dans l’épididyme. 

Les modes d’actions des androgènes sont complexes et multiples. Les androgènes 

activent de nombreuses voies de signalisation et interagissent avec de nombreux cofacteurs 

dépendamment des tissus et types des cellulaires. Cependant, l’élucidation de leur mécanisme 

d’action dans la régulation des Cxs permettrait de mieux d’appréhender leur implication dans la 

différenciation de l’épididyme. 

3. Les voies de signalisation impliquées dans la différenciation de 
l’épididyme  

Comprendre le rôle des Cxs et de la communication cellulaire sur la physiologie de 

l’épididyme durant la différenciation post-natale permettrait d’apporter des connaissances 

essentielles sur la régulation des fonctions de cet organe. Les dernières études s’intéressant à 

la différenciation de l’épididyme ont permis d’avancer dans la compréhension de ces 

mécanismes. En effet, il a été montré que les facteurs lumicrines arrivant du testicule 

permettent l’initiation de la différenciation du segment initial en activant les kinases des voies 

SFK (SRC proto-oncogen family kinases), ERK et AMPK (AMP-activated protein kinases) entre 

les jours 15 à 19 chez la souris (Xu et al., 2016). La phosphatase PTEN est également 

indispensable à l’activation de la voie ERK en inhibant la voie AKT dans le segment initial de 

l’épididyme (Xu et al., 2014). En effet, les souris mutées pour Pten dans le segment initial 
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présentent un épithélium dédifférencié et deviennent progressivement infertiles. Alors que 

l’activation de SFK/ERK/AMPK initie la différenciation du segment initial, PTEN contribuerait au 

maintien de la différenciation du segment initial (Xu et al., 2016). Sachant que la voie Src/ERK 

est pro-proliférative (Schlessinger, 2000, Thomas et al., 1997) et que PTEN est antiproliférative 

(Cantley et al., 1999), il est possible qu’un déséquilibre de ces deux voies pendant le 

développement post-natal conduise le segment initial vers la différenciation (Xu et al., 2010a). Il 

est à noter qu’une interaction directe entre GJA1 et PTEN a déjà été observée dans les 

astrocytes et que leur interaction conduit à l’inhibition de Src (Gonzalez-Sanchez et al., 2016). 

Cette étude montre également que l’expression de GJA1 augmente les niveaux de PTEN ce qui 

inhibe la voie PI3K/AKT. De plus, l’inhibition de GJA1 par siRNA diminue l’expression de PTEN 

et active AKT (Liu et al., 2012). Sachant que GJA1 augmente pendant les premiers stades du 

développement dans l’épididyme proximal du rat, il est possible que GJA1 joue un rôle dans 

l’expression de PTEN ou régule son activité et participe ainsi à la différenciation du segment 

initial. 

La protéine kinase ROS1 est également nécessaire à l’activation de la voie ERK qui 

intervient dans la différenciation du segment initial (Jun et al., 2014). En effet, l’inhibition de 

l’activité de ROS1 provoque une défaillance de la différenciation du segment initial de 

l’épididyme et mène à l’infertilité (Jun et al., 2014, Sonnenberg-Riethmacher et al., 1996). 

Comme pour PTEN, ROS1 est nécessaire à l’activation et au maintien de la voie ERK au sein 

du segment initial. Cependant, la délétion de Pten dans l’épididyme n’affecte pas les niveaux de 

Ros1, ce qui suggère que leur activation est indépendante et converge vers l’activation de la 

voie ERK. Aucune information sur ROS1 et les Cxs n’est disponible dans la littérature. 

L’étude du rôle des Cxs au cours de la différenciation de l’épididyme devrait s’intéresser 

à ces voies de signalisation indispensables à la différenciation du tissu. Ainsi, l’étude des 

interactions entre les Cxs et PTEN et ROS1 semblent être des voies d’étude majeures à 

l’identification du rôle des Cxs au sein de l’épididyme. 
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 CONTRIBUTION À L’AVANCEMENT DES 
CONNAISSANCES 

Les résultats obtenus au cours de ce projet de doctorat contribuent à l’avancement des 

connaissances de différentes manières. Tout d’abord, ils ont conduit à la création d’outils 

d’étude de l’expression des Cxs dans divers tissus ou types cellulaires. Ces outils nous ont 

permis de caractériser les facteurs impliqués dans l’expression de GJB2 pendant les premières 

étapes de la différenciation de l’épididyme. Ces outils peuvent être utilisés dans différents tissus 

afin d’évaluer la régulation des Cxs dans divers cancers et pathologies impliquant un 

dérèglement de leur expression. 

Ces résultats apportent une contribution importante dans la compréhension des 

mécanismes régulant le changement des Cxs observé dans l’épididyme. Ils ont permis 

d’identifier un site d’initiation de la transcription pour Gjb2 dans l’épididyme. Nous avons 

également identifié les facteurs SP1 et TFAP2A comme régulateurs de l’expression de Gjb2 

durant les jeunes stades de développement. Nous avons observé une diminution de leur liaison 

au promoteur de Gjb2 au cours du développement post-natal, ce qui est cohérent avec 

l’expression de Gjb2 durant cette période. L’étude de la méthylation de l’ADN du promoteur de 

Gjb2 nous a permis d’éliminer l’implication de ce mécanisme dans la diminution de la liaison de 

SP1 et TFAP2A. 

Nos résultats ont également permis d’identifier les androgènes comme mécanisme 

commun de régulation de l’expression des Cxs. Si plusieurs études ont caractérisé la régulation 

de certaines Cxs au cours de la différenciation d’un tissu, nos résultats ont permis l’identification 

d’un seul mécanisme commun régulant l’expression d’un ensemble de Cxs au sein d’un même 

tissu. Une étude plus approfondie du mode d’action des androgènes sur la régulation des Cxs 

permettrait une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la différenciation de 

l’épididyme. 

Enfin, ces résultats mettent en évidence un mécanisme régulant le passage de l’état de 

prolifération à l’état de différenciation. En effet, en régulant l’expression des Cxs, les 

androgènes diminuent l’expression de GJB2 qui est associée à un stade prolifératif et 

participent à la différenciation de l’épididyme. La mise en évidence de cet « interrupteur » sur 

l’expression des différentes Cxs permet d’élargir les possibilités d’utilisation de ce mécanisme, 
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notamment dans certains cancers ou pathologies associés à un dérèglement de l’expression 

des Cxs. 

Ce travail de doctorat a permis de faire avancer les connaissances sur les mécanismes 

impliqués dans la régulation de l’expression des Cxs et donc de la différenciation de l’épididyme 

au cours du développement post-natal. 
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