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Le réle des jonctions intercellulaires
dans le fonctionnement de la barriere

Le testicule est constitué de deux
compartiments anatomiquement et
fonctionnellement distincts : les tu-
bules séminiféres et le tissu intersti-
tiel. Ce dernier est le tissu remplis-
sant les espaces entre les tubules et
contenant, entre autres, les cellules
de Leydig qui sont responsables de la
production de testostérone. Les tu-
bules sont de petits tubes creux,
d’environ 250 [tm de diameétre. L’in-
térieur de chaque tube est tapissé
d’'un épithélium appelé «séminife-
re » dont la fonction essentielle est de
produire les spermatozoides a I'issue
de la spermatogenése. Ce qui diffé-
rencie les cellules germinales les plus
mures, les spermatozoides, des cel-
lules somatiques, c’est le nombre de
leurs chromosomes qui a été réduit
de moitié au cours de la méiose. La
méiose, ou division cellulaire réduc-
tionnelle, s’effectue durant la secon-
de moitié de la genése des spermato-
zoides ou spermatogenese.

L’épithélium séminifére

La méiose et I'achévement de la sper-
matogenese s’effectuent dans I'épi-
thélium séminifére. Celui-ci est
constitué de deux types cellulaires
distincts : les cellules germinales et
les cellules de Sertoli. Celles-ci nour-
rissent et soutiennent les cellules ger-
minales au cours de leur développe-
ment. Les cellules de Sertoli cessent
de se diviser chez I'adulte. Elles ont
environ 70 pm de long et sont com-
parables a un «arbre» dont le
«tronc » serait fixé a la membrane li-
mitante du tubule séminifére et dont
les multiples «branches» entoure-
raient chaque cellule germinale,
pour reprendre une image proposée
par Elftman [1]. Des jonctions cellu-
laires sont présentes sur ce tronc de
la cellule de Sertoli ; ces jonctions
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permettent a chaque cellule de Ser-
toli d’étre reliée au tronc de cellules
de Sertoli voisines. Trois types de
jonctions y sont présentes qui sont
définies par I'épaisseur de I'espace
intercellulaire : la jonction serrée ou
étroite (tight junction) mais que nous
appellerons ici jonction occlusive,
c’est-a-dire «qui ferme» l'espace in-
tercellulaire, la jonction lacunaire
(gap junction ou mnexus) et la jonction
adhérente (adhering junction). Par
convention, cet espace est de plus de
10 nm dans les jonctions adhérentes,
d’environ 2-4 nm dans les jonctions
lacunaires et inexistant dans les jonc-
tions occlusives ou les feuillets ex-
ternes des membranes plasmiques de
cellules adjacentes semblent fusion-
nés. Ces jonctions coexistent le long
de la membrane plasmique et for-
ment ensemble le complexe jonc-
tionnel de la cellule de Sertoli. L’in-
térét de ce complexe de jonction
réside en ce que les jonctions occlu-
sives, qui en font partie, constituent
une véritable barriére anatomique a
I'entrée de substances provenant du
sang dans le tubule séminifeére [2-4].

Les jonctions occlusives

Tout au long de I’épithélium sémini-
fere, le tronc de chaque cellule de
Sertoli est réuni au tronc de la cellu-
le de Sertoli voisine par une jonction
occlusive qui forme une bande im-
perméable et continue autour de
chaque cellule. Dés lors, une barriere
hématologique est ainsi créée le long
de chaque tubule séminifére du testi-
cule : c’est la barriere hémato-testicu-
laire. Cette barriére divise I'épithé-
lium séminifére en deux espaces ou
compartiments cellulaires : basal, au-
dessous de la jonction occlusive
continue, et adluminal, c’est-a-dire
tourné vers la lumiére du tube, au-

hémato-testiculaire

dessus. Les cellules germinales les
plus jeunes sont situées dans le com-
partiment basal, tandis que les cel-
lules plus dgées, incluant les cellules
méiotiques et postméiotiques telles
les spermatides, occupent le compar-
timent adluminal. Seul le comparti-
ment basal est perméable aux élé-
ments sanguins. La raison d’étre de
cette barriere, son fonctionnement et
son role dans l'achévement de la
spermatogenese ont fait I'objet de
multiples articles de synthése trés
complets [5-7].

La question fondamentale que soulé-
ve la présence d’une barriére sélecti-
ve aux éléments du sang dans I’épi-
thélium séminifére est double.
D’abord, comment les jonctions oc-
clusives continues peuvent—elles in-
terdire le passage de petites molé-
cules provenant du sang tout en
permettant celui de cellules germi-
nales pourtant considérablement
plus grandes ? Le déplacement des
cellules germinales fait sans doute
appel a une dynamique des jonctions
cellulaires qu’il reste a explorer. En-
suite, pour que les changements de
perméabilité  jonctionnelle soient
vraiment efficaces, ils doivent se pro-
duire a une période précise du déve-
loppement des cellules germinales,
ce qui implique I'existence d’un mé-
canisme de coordination entre les
deux événements.

Rappelons-le, les complexes de jonc-
tions réunissant les cellules de Sertoli
sont constitués de jonctions occlu-
sives, lacunaires et adhérentes.
Chaque jonction est reliée a 'autre
dans le temps et dans I’espace de sor-
te que, lorsqu’un type de jonction est
affecté, les autres le seront trés pro-
bablement. La figure IA représente
de facon schématique la relation
dans I'espace entre une cellule de

Sertoli et différentes cellules germi- co——

605



nales, ainsi que la distribution des dif-
férents types de jonctions intercellu-
laires depuis la base jusqu’a I'apex
d’une cellule de Sertoli, observée sur
coupe ultramince. La figure IB, qui
lui est adjacente, représente les spé-
cialisations intramembranaires cor-
respondant aux diverses jonctions
observées avec la technique de cryo-
décapage qui consiste a fendre a
froid la membrane cellulaire pour en
révéler I'intérieur. Les jonctions oc-
clusives sont représentées par des
points de fusion entre les membranes
plasmiques adjacentes (figure 1A) et
par des cordons de particules intra-
membranaires ou cordons de ferme-
ture représentés ici par des traits ou
des lignes (figure 1B). Les jonctions
occlusives sont distribuées le long de
la membrane latérale et apicale de la
cellule de Sertoli unissant des por-
tions de cellules de Sertoli adjacentes
ou des portions de cellules germi-
nales a une cellule de Sertoli. Des
études utilisant des traceurs de per-
méabilité visibles en cryodécapage
ont démontré que la continuité du
cordon de fermeture est ce qui confe-
re I'imperméabilité a la jonction oc-
clusive [8]. Des lors, seule la jonction
occlusive continue dont les cordons
de fermeture ceinturent complete-
ment la cellule de Sertoli constitue
une barriére anatomique dans I'espa-
ce intercellulaire. Les jonctions oc-
clusives discontinues ou ponctuelles,
faites de cordons de fermeture inter-
rompus ou sporadiques, représentent
un obstacle local contournable et, de
ce fait, ne forment pas une barriére
efficace [8]. Ces jonctions occlusives
discontinues correspondent a des pé-
riodes dans la vie des jonctions occlu-
sives : elles se forment pres de la base
de la cellule de Sertoli, deviennent
une barriére continue dans le tiers
inférieur de I'épithélium et se dé-
mantélent en fragments de jonctions
occlusives vers le tiers supérieur de
I'épithélium [8]. Cette modulation,
c’est-a-dire la formation-déformation
des jonctions occlusives, s’effectue
dans la méme direction que celle de
la migration des cellules germinales
qui passent du compartiment cellulai-
re basal au compartiment adluminal.
Il reste a élucider le ou les facteur(s)
responsable(s) de la formation et la
déformation des jonctions occlusives

essssssss au rythme du développement des cel-
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Figure 1. A. Vue schématique des jonctions intercellulaires établies le long
de la membrane plasmique des cellules de Sertoli. Les jonctions lacunaires,
adhérentes ou occlusives réunissent les membranes plasmiques, tantét de
cellules de Sertoli adjacentes, tantét de cellules germinales (spermatogonies,
spermatocytes, spermatides), avec celles de cellules de Sertoli. RJ : jonction
occlusive réflexive. AV : vacuole autophagique dans lesquelles se trouvent
des jonctions vétustes. JV : jonction occlusive annulaire vétuste. B. Membra-
ne d’une cellule de Sertoli : vue d’'une préparation de cryodécapage corres-
pondant a la figure 1A. Seules les jonctions occlusives continues, appelées
zonules pour indiquer le fait qu’elles entourent complétement la cellule de
Sertoli, constituent la barriére hémato-testiculaire. Le démantélement de ce
type de zonules donne lieu aux zonules occlusives discontinues. Face E : face
externe, face P : face plasmique.
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lules germinales. Il est étonnant de
constater que la nature des particules
intramembranaires qui constituent
les cordons de fermeture des jonc-
tions occlusives est encore peu
connue. Les uns proposent qu’elle
soit strictement protéique [9, 10], les
autres lipoprotéique, a la fois pro-
téique et lipidique [11, 12]. Nous
avons démontré par des techniques
enzymatiques, que les membranes
des complexes de jonction réunissant
les cellules de Sertoli sont riches en
cholestérol [13]. Récemment, une
phosphoprotéine de surface de 225
kDa appelée ZO-1 (zonula occludens 1)
a été identifiée aux sites des jonctions
occlusives des cellules de Sertoli [14,
15]. II semble que ce polypeptide,
dont deux isoformes immunoréac-
tives (ZO-lat et ZO-1o) ont été obte-
nues par épissage alternatif d’ARN
[16, 17], serve de lien transmembra-
naire entre les éléments de la jonc-
tion et la membrane plasmique. Par
des techniques d’immunolocalisa-
tion, nous tentons de déterminer le
role du polypeptide ZO-1 dans la dis-
tribution des particules intramembra-
naires des cordons de fermeture des
jonctions occlusives. Une protéine de
160 kDa, la ZO-2, qui coprécipite
avec la ZO-1, a été identifiée [18] et
localisée [19] au site des jonctions oc-
clusives avec la ZO-1. La cinguline,
protéine de 140 kDa, a aussi été loca-
lisée par immunofluorescence au site
des jonctions occlusives de plusieurs
tissus, en particulier dans I’épididyme
[20]. Dans I’épididyme et le canal dé-
férent il existe une barriére héma-
to-tissulaire faite elle aussi de jonc-
tions occlusives continues [21, 22].
Cependant, les barriéres n’agissent
pas d’'une facon synchrone dans le
testicule et dans ses canaux excré-
teurs [21, 22]. L’équipe de Tsukita a
déterminé que la protéine ZO-1, gé-
néralement associée aux jonctions oc-
clusives, se trouve aussi dans les jonc-
tions adhérentes [23]. Cette méme
équipe a récemment purifié une pro-
téine membranaire d’environ 65
kDa, I'occludine, qui est localisée ex-
clusivement aux sites des jonctions
des cellules épithéliales et endothé-
liales [24]. L’occludine et la ZO-2
sont deux protéines associées aux
jonctions occlusives mais elles n’ont
pas encore été localisées dans le testi-
cule.
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Les jonctions lacunaires

Elles sont caractérisées par un espace
de 2 2 4 nm, entre deux membranes
plasmiques adjacentes. En cryodéca-
page, les spécialisations intramem-
branaires correspondant a ce type de
jonction sont de grosses particules
disposées en rangées ou en plaques.
L’analyse par diffraction de rayons X
de la structure supramoléculaire de
la jonction lacunaire révele quelle
est constituée d’un assemblage de ca-
naux de communication, dont le
faible diameétre limite 'acceés des mo-
lécules [25]. Chaque canal est formé
de six sous-unités protéiques appe-
lées connexines [26]. L’injection
d’anticorps anticonnexine 32 dans
les larves de xénope empéche le
transfert d’une cellule a l'autre de si-
gnaux qui réglent plusieurs étapes
précises du développement [27].
Cela suggere que la jonction lacunai-
re jouerait un réle dans la morpho-
genese et la différenciation cellulai-
re. Enfin, une protéine de 16 kDa
décrite dans des préparations de
jonctions lacunaires de plusieurs tis-
sus appartient également, semble-t-il,
a la H*- ATPase [28].

En rapprochant les membranes plas-
miques de cellules de Sertoli adja-
centes, les jonctions occlusives ont
certainement aussi un réle de struc-
turation de I’épithélium séminifére
car elles attachent les cellules entre
elles. La barri¢re peut étre contour-
née par des transports actifs entre les
cellules de Sertoli (endocytose, pha-
gocytose ou autre). La fonction prin-
cipale de la jonction occlusive est de
fermer I'espace intercellulaire et, par
conséquent, de I’exclure comme voie
d’accés des molécules vers I'intérieur
du tubule séminifére en contribuant
a l'établissement de gradients dans
I'épithélium. La jonction lacunaire
n’est pas étanche [29] ; elle joue un
role dans les échanges intercellu-
laires via des messages chimiques.
Ces échanges de messages assurent la
coordination des processus physiolo-
giques entre les cellules qui se com-
portent comme si elles formaient un
syncytium fonctionnel. La perméabi-
lité des canaux de communication
peut étre adaptée aux exigences phy-
siologiques rythmiques de la mor-
phogenése et de la différenciation
cellulaire associées au cycle de I'épi-

thélium séminifére en contrdlant le
passage de molécules et d’ions d’une
cellule a I'autre. Par exemple, I'éléva-
tion de la concentration de Ca? ré-
sultant d’une 1ésion cellulaire provo-
querait la fermeture des canaux de
communication [30, 31] et les chan-
gements de pH induiraient un dé-
couplage des cellules.

Outre son roéle dans les communica-
tions entre les cellules, la jonction la-
cunaire semble requise pour la for-
mation et le démantélement de la
jonction occlusive et donc pour le
fonctionnement de la barriere héma-
to-testiculaire [8, 32]. Chez I'adulte,
la taille et le nombre des jonctions la-
cunaires sont inversement reliés a la
longueur des cordons de particules
qui forment les jonctions occlusives.
On peut donc s’attendre a ce que le
nombre et la fonction de la jonction
lacunaire varient durant les périodes
de renouvellement des jonctions oc-
clusives de la cellule de Sertoli au
cours du cycle de I'épithélium sémi-
nifére et aussi durant différentes
phases d’activité spermatogénétique
[32-34]. Quelques protéines de la fa-
mille de la connexine ont été locali-
sées dans le testicule par immuno-
fluorescence [35]. La technique
d’immunoperoxydase a permis de
montrer que la connexine 43 est pré-
sente entre les cellules de Leydig
avant la naissance. Aprés la naissan-
ce, et simultanément avec le début
de la spermatogeneése, cette protéine
apparait dans les tubules séminiféres
ou sa distribution coincide avec celle
des jonctions lacunaires de la barrie-
re hématologique du testicule [36].
L’état physiologique d’une jonction
est généralement mesuré par sa com-
pétence a établir des communica-
tions entre cellules. Pourtant, trés
peu de travaux ont étudié le coupla-
ge entre les cellules de Sertoli. Les
travaux d’Eusebi [37] ont montré
que ces cellules étaient électrique-
ment couplées avant la puberté, mais
pas aprés. Dans sa theése, Spitzer [38]
avait auparavant établi que les cel-
lules de Sertoli étaient électrique-
ment couplées entre elles et avec les
cellules germinales et les cellules
myoides. Ces deux études se sont dé-
roulées avant I’'avénement de la tech-
nique dite de «transillumination»
[39] qui permet d’identifier le stage

de développement des cellules ger- ———
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minales dans les tubes séminiféres
isolés, ce qui est nécessaire pour ef-
fectuer les études de couplage. Il est
donc possible que les cellules de Ser-
toli ne soient électriquement cou-
plées que pendant certaines phases
du développement des cellules ger-
minales.

On sait maintenant que les concen-
trations de testostérone [40, 41] et
de FSH [42] a T'intérieur d’'un seg-
ment de tubule séminifére varient en
fonction du stade du cycle de I'épi-
thélium séminifére auquel est ce seg-
ment. Les jonctions lacunaires étant
particulierement sensibles aux varia-
tions hormonales, la communication
entre les cellules de Sertoli et leur
couplage métabolique peut vraisem-
blablement varier d’un segment de
tubule séminifére a un autre, selon
les variations hormonales locales
liées aux stades du cycle de I’épithé-
lium séminifére. Les modifications
des jonctions lacunaires sont donc
elles-mémes susceptibles d’influencer
I’évolution des jonctions occlusives
de la barriére hémato-testiculaire.

Les jonctions adhérentes

Troisiéme composante du complexe
de jonctions de la cellule de Sertoli,
elles sont présentes entre les ccllules
de Sertoli adjacentes, de méme
qu’entre les cellules de Sertoli et les
cellules germinales (figure 1A et 1B).
Dans le testicule adulte, les jonctions
intercellulaires apparaissent selon
une séquence spatio—temporelle par-
ticuliére [8] ; I’établissement d’une
adhérence entre les cellules concer-
nées est un préalable a la formation
de jonctions occlusives [43, 44]. L’ad-
ministration d’anticorps contre la
cadhérine E, protéine de 120-124
kDa associée aux jonctions adhé-
rentes, empéche la formation de
nouvelles jonctions occlusives fonc-
tionnelles et perturbe I'intégrité de
celles déja présentes [45]. La sous-
traction du Ca** du milieu extracellu-
laire modifie les propriétés adhésives
des cadhérines, entrainant a la fois
I'ouverture des jonctions occlusives
et le détachement de la ZO-1 et de la
cinguline des sites de jonctions [46].
Tsukita et son équipe ont découvert
que la ZO-1 s’associe spécifiquement
aux jonctions occlusives et aux jonc-

msssmem tions adhérentes caractérisées par la
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présence de cadhérines [47]. De Phi-
lip et son groupe [48] ont montré
que la période d’expression par les
cellules de Sertoli des trois molécules
d’adhérence, cadhérines épithéliale
(E) (120-124 kDa), neuronale (N)
(127 kDa) et placentaire (P) (118
kDa), est maximale deux semaines
environ avant la mise en place des
jonctions occlusives continues. Il res-
te a savoir si les cellules germinales
expriment les mémes molécules
d’adhérence et si elles le font en
méme temps que les cellules de Ser-
toli.

[’expression de chaque cadhérine
est réglée dans I'espace et dans le
temps au cours du développement
cellulaire. Ainsi, la molécule d’adhé-
rence de la famille des cadhérines ex-
primée au début du développement
des cellules germinales n’est pas né-
cessairement la méme que celle qui
est exprimée au milieu ou a la fin.
Sur la méme cellule de Sertoli, les
molécules d’adhérence exprimées
pres de la base, face aux spermatogo-
nies ou aux jeunes spermatocytes I,
pourraient promouvoir la formation
des jonctions occlusives, tandis que
celles exprimées au niveau des sper-
matocytes du stade zygoténe, situés
un peu plus apicalement le long de
la cellule de Sertoli, pourraient en fa-
voriser le démantélement. Comme
les cellules de Sertoli font face en
méme temps a d’autres cellules de
Sertoli et a des cellules germinales,
des molécules d’adhérence homoty-
piques et hétérotypiques doivent
co—exister dans I’épithélium sémini-
fere. L’alternance de I’expression de
I'un ou de l'autre type de molécules
d’adhérence par les cellules de Serto-
li et par les cellules germinales pour-
rait étre a 'origine de changements
morphologiques et fonctionnels des
jonctions adhérentes d’abord, puis
des jonction occlusives continues. Ce
mécanisme pourrait assurer que les
changements fonctionnels de la bar-
riere hémato-testiculaire s’effectuent
en coordination avec le développe-
ment des cellules germinales.

Conclusion

Dans le testicule, il existe une barrié-
re hémato-testiculaire a I'origine de
I'établissement de gradients et de la
compartimentation de I'épithélium.

Pour comprendre le fonctionnement
de cette barriére, nous avons analysé
chacun des trois types de jonctions
qui y sont présentes : occlusive, lacu-
naire et adhérente. Sur la membrane
plasmique des cellules de Sertoli, les
jonctions apparaissent selon une sé-
quence spatio-temporelle définie. De
sorte que le type de jonction formé
influence la formation du type de
jonction qui suit. La formation et la
déformation de ces jonctions occlu-
sives doivent s’effectuer en coordina-
tion avec le développement des cel-
lules germinales en migration vers
I'apex de I'épithélium. Il est possible
que I'expression de molécules de
connexine et d’adhérence, qui sont a
l'origine de la formation des jonc-
tions occlusives, assure cette coordi-
nation H
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