L'intercalation dans la double hélice et l'initiation de lésions d'ADN, * L'interférence avec l'activité des hélicases, * L'inhibition de la topoisomérase II (Topo-II) et le déclenchement de l'apoptose en réponse à cette inhibition, * La genèse et la maturation des spermatozoïdes (Hawkes and Turek 2001), * L'activation des enzymes antioxydantes et la protection des cellules contre les dommages oxydatifs (Tinggi 2008), * Le processus de conversion des hormones thyroïdiennes (Fraczek-Jucha et al. 2019), * La baisse des inflammations et l'établissement des signaux entre les cellules immunitaires (Huang et al. 2012), * Le mécanisme de réparation de l'ADN (Bera et al. 2013), * La protection contre les facteurs carcinogènes (Kieliszek and Blazejak 2013), * La régulation de la tension artérielle (Kuruppu et al. 2014).

Propriétés physicochimiques

. Dans notre étude, nous avons utilisé le Se sous forme de sélénite de sodium afin de freiner la gonadotoxicité de la DOX chez le rat. Le sélénite de sodium est un

Liste

Le cancer est une maladie très complexe caractérisée par une prolifération cellulaire non-régulée et due à de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. Le cancer est la deuxième cause de mortalité dans le monde et environ un décès sur six est attribué aux tumeurs malignes [START_REF] Ferlay | Cancer incidence and mortality patterns in Europe: estimates for 40 countries in 2012[END_REF]. La chimiothérapie clinique est l'une des thérapies modernes les plus prometteuses et efficaces contre cette maladie à caractère hautement morbide. Néanmoins, ce traitement qui emploie une variété de drogues cytotoxiques est toujours sujet à de nombreuses controverses, à cause de deux faits majeurs, à savoir la non-sélectivité des agents antinéoplasiques aux cellules tumorales et le développement d'une résistance des cellules malignes aux traitements chimiothérapeutiques.

L'une des drogues antinéoplasiques capable de fournir une réponse globale importante variant de 30 à 50%, est la doxorubicine (DOX). Cette efficacité a fait en sorte que la DOX soit parmi les agents anti-tumoraux qui ont fait l'objet de nombreuses recherches. Néanmoins, en dépit de son potentiel anticancéreux reconnu, l'utilisation clinique de la DOX suscite encore des désagréments, et demeure limitée en raison de sa toxicité cumulative aiguë, qui s'accompagne à long terme d'une altération importante des fonctions cardiaque et testiculaire.

Jusqu'à présent, la cardiotoxicité élevée et l'azoospermie engendrées par la DOX constituent un inconvénient majeur pour les régimes chimiothérapeutiques qui utilisent cette anthracycline à caractère toxique sévère.

Depuis quatre décennies, l'activité cytotoxique de la DOX contribue fortement au maintien de son utilisation dans les thérapies antinéoplasiques. La DOX agit via la production d'un grand nombre d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) et l'induction de dommages à l'ADN ce qui entraîne l'arrêt du cycle cellulaire, et par conséquent l'activation des signaux de mort cellulaire. Etant donné que les processus de mort et de survie sont communs aux cellules saines et malignes, la DOX ne présente aucune sélectivité pour les cellules tumorales. Cet inconvénient pose toujours un problème capital, car l'exposition à la DOX provoque une destruction massive des cellules saines de phénotype hyperprolifératif, telles que les cellules somatiques et les cellules germinales, dont les spermatozoïdes matures.

La chimiothérapie faisant appel à la DOX est prescrite chez l'adulte comme chez l'enfant, et doit être accompagnée, à titre préventif, d'une conservation des gamètes mâles, par cryoconservation. Cependant, chez les patients pré-pubères ou ayant un spermogramme déjà altéré, la conservation des gamètes est souvent peu envisageable. A l'heure actuelle, les recherches intensives sur le large spectre d'activité de la DOX sont minimes, laissant place à des recherches plus ciblées et approfondies, basées sur des associations avec des molécules potentiellement prometteuses qui peuvent diminuer sa cytotoxicité. De ce fait, une question fondamentale est de savoir s'il existe, ou si nous pouvons développer ou identifier une molécule potentielle capable de réduire ou même inhiber les répercussions délétères de la DOX sur les cellules saines, tout en maintenant son efficacité antitumorale.

Afin de réduire les dommages de la DOX sur l'épithélium testiculaire sain, plusieurs molécules naturelles et synthétiques ont été associées à la DOX dans le cadre de stratégies thérapeutiques combinées. Dans notre travail, nous testons l'efficacité d'un nouvel analogue de la famille des thioamides, le thiocyanoacétamide (TA) et le comparons au sélénium (Se), qui est parmi les oligoéléments indispensables au fonctionnement du tissu gonadique et au développement des spermatozoïdes, contre la cytotoxicité de la DOX, d'abord vis-à-vis de l'épithélium gonadique, des fonctions hépatique et rénale et des cellules sanguines in vivo, ensuite des cellules de Sertoli immatures (CSs) ainsi que des spermatozoïdes épididymaires isolés in vitro.

A ce titre, notre travail sera présenté en quatre chapitres. D'abord, nous présentons la problématique et les objectifs de la thèse. Ensuite, le premier chapitre qui consiste en une synthèse bibliographique divisée en quatre parties qui traitent l'utilisation de la DOX en chimiothérapie, les propriétés du Se, la synthèse et l'identification du TA et la physiologie de l'appareil reproducteur masculin. Dans le deuxième chapitre, nous présentons nos travaux de recherche en trois parties indépendantes, comportant chacune une brève introduction, les matériels et méthodes utilisés et les résultats ainsi que leur discussion. Chaque publication scientifique sera incluse à la fin du chapitre correspondant, avec un récapitulatif des résultats les pertinents. Le troisième chapitre de notre travail consiste en une discussion générale qui vise à expliquer dans un contexte comparatif, l'ensemble des données obtenues dans les deux modèles in vivo et in vitro, et à les relier sous leurs différentes facettes. Dans le quatrième et dernier chapitre, nous dévoilons de manière globale les conclusions de notre étude, ses limites et les perspectives techniques les plus intéressantes.

Parmi les plus grands challenges auxquels la médecine actuelle est confrontée, se trouve le traitement du cancer. C'est dans le cadre de recherche de traitement contre cette maladie redoutée qui résulte d'une prolifération cellulaire anarchique, que l'ère de la chimiothérapie a connu un grand essor dans les années 1940. Néanmoins, ce traitement considéré révolutionnaire fait appel à des agents cytotoxiques dotés d'une toxicité systémique sévère. La plupart des drogues antinéoplasiques s'attaquent aux cellules malignes et aux cellules saines, ayant une activité métabolique intense. Jusqu'à présent, la non-sélectivité de ces agents aux cellules cancéreuses alimente les batailles acharnées menées contre l'utilisation de ces traitements dans les thérapies cliniques.

Les balbutiements de la chimiothérapie remontent à la découverte des anthracyclines, parmi lesquelles figure la DOX. Dans la synthèse bibliographique, nous avons vu que la DOX doit son efficacité anticancéreuse à sa toxicité nucléaire et mitochondriale qui stimule la mort cellulaire. La DOX est une drogue non-sélective aux cellules malignes, qui s'attaque également aux cellules saines, les cellules germinales comme les cellules somatiques. Chez les sujets mâles, l'exposition à la DOX s'accompagne généralement d'une azoospermie ou absence de spermatozoïdes dans le sperme, un phénomène emblématique d'une perte de la spermatogenèse due à ce traitement. De ce fait, plusieurs techniques de préservation des gamètes mâles, comme la cryoconservation sont couramment proposées aux patients cancéreux, avant le commencement de leur chimiothérapie. Toutefois, au cours des dernières années, nous avons assisté à une hausse du nombre de patients ayant une qualité spermatique médiocre et considérés non-éligibles à la cryoconservation. Pour ces sujets qui sont en âge de procréation et qui envisagent de concevoir un enfant, l'exposition à la DOX reste un enjeu majeur et un facteur compromettant leur fertilité. D'autre part, le traitement avec la DOX ne se limite pas uniquement à l'adulte mais peut être prescrit chez l'enfant, dans le cadre du traitement des tumeurs solides ou encore des leucémies juvéniles. Chez ces enfants, la DOX provoque des effets indésirables sévères sur le coeur d'où la nécessité d'un suivi médical à vie, mais aussi affecte leur fertilité en endommageant particulièrement l'épithélium testiculaire immature, via une destruction massive des cellules souches des tubes séminifères. Chez ces sujets nonpubères, une biopsie permettant de prélever un bout du tissu testiculaire afin de le conserver, peut être pratiquée. Néanmoins, une telle procédure, dont le coût est relativement important, reste peu abordable.

Dans ce contexte, la question qui se pose est comment réduire la toxicité gonadique de la DOX en adoptant une stratégie thérapeutique efficace et peu coûteuse ?

C'est dans cette optique que de nombreux chercheurs ont mis en place des co-thérapies associant la DOX à une variété de molécules synthétiques, des vitamines, des oligoéléments, etc. Pourtant, les aboutissements de ces travaux ne sont pas concluants et fournissent des résultats insuffisants, quant à l'impact de ces co-thérapies sur l'organisme de manière globale.

L'objectif principal de notre étude est de proposer une solution efficace et peu coûteuse qui permettrait de limiter la baisse de la fertilité due à la DOX. Pour cela, notre travail de recherche consiste à mettre en place deux méthodes thérapeutiques associant la DOX avec le Se, un oligoélément qui assure des fonctions cruciales dans le développement et le maintien de la fertilité masculine, ou avec un nouveau dérivé de thioamide « TA », qui s'est révélé doté d'une activité antioxydante élevée.

Notre étude pratique est divisée en trois volets, qui ont pour but de mesurer la toxicité de la DOX et d'estimer l'ampleur de la protection fournie par le Se et le TA, contre le stress cytotoxique médié par la DOX in vivo et in vitro.

Dans le premier volet, nous avons évalué, dans le cadre d'une approche globale, le potentiel protecteur des co-traitements contre la toxicité gonadique et systémique de la DOX, in vivo. Pour cela, nous avons utilisé des rats pubères de souche Wistar, qui ont reçu des doses thérapeutiques des trois composés à tester. Dans ce premier chapitre, nous avons pour but de :

-Identifier une baisse de la fertilité conséquente à la DOX, en évaluant la qualité des spermatozoïdes épididymaires, -Doser une variété de paramètres biochimiques, lipidiques et ioniques, tout en comptabilisant des cellules sanguines, afin de mettre en évidence la toxicité généralisée de la DOX, -Effectuer une étude histopathologique du tissu hépatique et des épithéliums testiculaire et épididymaire, pour fournir une évaluation concrète du déroulement de la spermatogenèse, de l'état des cellules épithéliales épididymaires et de l'aspect des hépatocytes, -Observer l'ultrastructure du testicule en nous focalisant sur l'aspect de la paroi du tube séminifère, les spermatides rondes et la morphologie des CSs.

Les résultats fournis par notre étude préliminaire nous ont amenés à énoncer de nouveaux objectifs. Etant donnée la baisse importante de la fertilité détectée chez les rats exposés à la DOX, qui a été partiellement restaurée par les traitements combinés, dans le deuxième volet de notre travail, nous avons cherché à déterminer si la DOX inhibe la spermatogenèse de façon indirecte en altérant le fonctionnement des cellules nourricières de l'épithélium séminifère ou CSs. C'est dans cette optique, que nous avons évalué l'activité mitochondriale et étudié quelques mécanismes de la mort cellulaire dans les CSs immatures, cultivées in vitro. Les objectifs de cette deuxième partie de notre étude étaient de :

-Mesurer l'activité métabolique des CSs exposées à des doses croissantes de Se et de TA, -Etudier la mort par nécrose en réponse aux traitements, -Mesurer le potentiel membranaire mitochondrial (PMM ou ΔΨm), -Evaluer la mort apoptotique, -Etudier l'autophagie cellulaire, -Analyser quelques marqueurs du stress oxydatif.

Dans le troisième volet de notre étude, nous avons orienté nos travaux vers la vérification de l'hypothèse suivante : la détérioration critique de la qualité spermatique observée in vivo serait liée, non seulement à une inhibition de la spermatogenèse causée par une altération des CSs au niveau séminifère, mais aussi à une cytotoxicité directe de la DOX sur les spermatozoïdes stockés dans la queue de l'épididyme. Dans ce troisième chapitre, nous avons utilisé des spermatozoïdes épididymaires isolés in vitro, dans le but de :

-Estimer l'impact de différentes doses des traitements sur leur taux de consommation 

Synthèse bibliographique

Chapitre I : Chimiothérapie et Doxorubicine (DOX)

Cancer

Le cancer est le résultat de la division anarchique de cellules anormales mutées ayant échappé aux machineries de régulation de leur prolifération [START_REF] Sudhakar | Portulaca oleracea L. extract ameliorates the cisplatin-induced toxicity in chick embryonic liver[END_REF]. Cette maladie dévastatrice figure parmi les causes majeures de morbidité [START_REF] Ferlay | Breast and cervical cancer in 187 countries between 1980 and 2010[END_REF]. A l'échelle mondiale, un décès sur 6 est attribué au cancer [START_REF] Plummer | Surgical quality in colorectal cancer[END_REF]. D'ici l'année 2030, un taux de 44% de mortalité globale sera associé aux affections malignes. Certes, l'impact économique croissant et les stratégies de diagnostic et de prévention contre le cancer ont éveillé la conscience collective par rapport à cette maladie. Néanmoins, la toxicité des traitements antitumoraux reste un problème perpétuel et une controverse capitale pour les cliniciens (WHO 2016).

La validité du diagnostic est un facteur indispensable à l'administration d'un traitement adapté à chaque type de tumeur qui sollicite un protocole thérapeutique et des modalités bien spécifiques. Bien que l'optimisation du dépistage et des thérapies adjuvantes aient amélioré la qualité de vie des patients cancéreux [START_REF] Berry | The evolving role of chemotherapy in androgen-independent (hormone-refractory) prostate cancer[END_REF], les traitements antinéoplasiques tels que la chimiothérapie, continuent à générer de nombreux effets secondaires de caractère sévère et des séquelles parfois irréversibles sur les tissus sains. Pour cela, l'un des défis majeurs de la prise en charge du cancer est non seulement le développement d'agents antinéoplasiques plus efficaces, mais surtout dotés d'une toxicité amoindrie [START_REF] Bazak | Cancer active targeting by nanoparticles: a comprehensive review of literature[END_REF].

Chimiothérapie

1. Évidences

La chimiothérapie est une stratégie thérapeutique qui fait appel à l'aptitude d'agents antinéoplasiques qui favorisent la mort des cellules tumorales via une variété de processus tels que l'arrêt du cycle cellulaire, la stimulation de l'apoptose ou encore l'inhibition de certaines voies métaboliques essentielles à la croissance des cellules tumorales, etc [START_REF] Teuffel | Anthracyclines during induction therapy in acute myeloid leukaemia: a systematic review and metaanalysis[END_REF].

La chimiothérapie repose sur l'utilisation de produits chimiques extraits de végétaux ou élaborés par synthèse. De tels composés sont extrêmement toxiques pour les cellules cancéreuses, d'où leur appellation d'agents cytotoxiques, capables d'inhiber le développement, la croissance, la division et le fonctionnement des cellules, entraînant en conséquence leur mort par apoptose, nécrose, catastrophe mitotique ou même par autophagie [START_REF] Tubiana | A new method of assessing the dose-carcinogenic effect relationship in patients exposed to ionizing radiation. A concise presentation of preliminary data[END_REF]).

Agents chimiothérapeutiques

La chimiothérapie moderne a connu son essor dans les années 1940 suite à des découvertes fortuites de nouvelles molécules pourvues d'une activité antitumorale importante [START_REF] Hoerni | Anticancerous chemotherapy and the general practitioner[END_REF]). Une soixantaine de produits actifs sont utilisés pour le traitement d'une variété de tumeurs malignes parmi lesquels se trouvent les alkylants, les antimétabolites, les antimicrotubules, les anticorps monoclonaux et les anthracyclines. Cependant, les anthracyclines comme la DOX, la daunorubicine, l'épirubicine, la pirarubicine et l'idarubicine représentent plus de 80% des traitements de chimiothérapie [START_REF] Gustafson | Doxorubicin pharmacokinetics: Macromolecule binding, metabolism, and excretion in the context of a physiologic model[END_REF][START_REF] Teuffel | Anthracyclines during induction therapy in acute myeloid leukaemia: a systematic review and metaanalysis[END_REF]. La DOX demeure l'une des anthracyclines les plus utilisée grâce à son large éventail d'effets thérapeutiques, contre de nombreux types de tumeurs [START_REF] Thorn | Doxorubicin pathways: pharmacodynamics and adverse effects[END_REF]) (Figure 1). 

3. Cytotoxicité

Dans la majorité des cas, l'exposition aux produits actifs de la chimiothérapie s'accompagne d'une altération de l'état général du patient. Les effets secondaires communs à toutes les drogues cytotoxiques sont généralement des troubles hématologiques à savoir l'anémie, la leucopénie ou la pancytopénie et les troubles digestifs y compris les nausées, les vomissements, les mucites et la diarrhée. Certains agents chimiothérapeutiques peuvent encore provoquer une toxicité hépatorénale, une neurotoxicité, une cardiotoxicité ainsi qu'une baisse aiguë de la fertilité [START_REF] Ginsberg | Preventing organ-specific chemotherapy toxicity[END_REF].

Le fait que les cellules tumorales soient en division rapide et perpétuelle, favorise la défaillance de leur système de réparation des lésions de l'ADN, et constitue un facteur incitant à les détruire à l'aide des agents cytotoxiques [START_REF] Cheung-Ong | DNA-Damaging Agents in Cancer Chemotherapy: Serendipity and Chemical Biology[END_REF]. Toutefois, la toxicité étendue de ces agents n'est pas sélective pour les cellules malignes et endommage également les cellules saines, notamment celles à caractère hautement prolifératif [START_REF] Bagnyukova | Chemotherapy and signaling: How can targeted therapies supercharge cytotoxic agents?[END_REF]. La majorité des agents cytotoxiques affecte la topologie et le processus de réplication de l'ADN au cours de la division mitotique, tout en induisant des lésions nucléaires irréversibles.

Ces lésions occasionnées provoquent soit la mort immédiate ou la nécrose, soit l'arrêt du cycle cellulaire en engendrant deux événements potentiels, à savoir la non-réparation de l'ADN et l'activation de l'apoptose étant donné que la réparation de l'ADN est entravée. 

Les agents antinéoplasiques les

Doxorubicine (DOX)

1. Nature, origine et utilité

La DOX ou l'hydroxydaunorubicine, également connue sous son nom commercial Adriamycine®, est un antibiotique antinéoplasique classe I de la famille des anthracyclines (Aubel-Sadron and Londos-Gagliardi 1984), à usage clinique depuis 1974 dans le traitement du cancer [START_REF] Blum | Adriamycin. A new anticancer drug with significant clinical activity[END_REF]. La DOX est la forme 14-hydroxylée de son précurseur immédiat la daunorubicine, et se trouve sous forme d'un pigment rouge brillant en solution injectable. La DOX est extraite d'une souche bactérienne désignée Streptomyces Peucetius [START_REF] Arcamone | Adriamycin (14-hydroxydaunomycin), a novel antitumor antibiotic[END_REF], suite à des modifications de sa machinerie génétique, via un clonage de nombreux gènes codant pour la production de la DOX, qui contiennent des mutations pour désactiver les enzymes telles que les glycosides de type baumycine, capables de métaboliser les précurseurs de la DOX en produits moins utiles [START_REF] Lomovskaya | Doxorubicin overproduction in Streptomyces peucetius: cloning and characterization of the dnrU ketoreductase and dnrV genes and the doxA cytochrome P-450 hydroxylase gene[END_REF].

Cette agent antinéoplasique a fait ses preuves quant à son efficacité anticancéreuse remarquable contre de nombreux modèles de tumeurs murines [START_REF] Minotti | Anthracyclines: molecular advances and pharmacologic developments in antitumor activity and cardiotoxicity[END_REF]) et humains [START_REF] Zhao | Use of liposomal doxorubicin for adjuvant chemotherapy of breast cancer in clinical practice[END_REF]. Jusqu'à présent, cette drogue cytotoxique fait partie de nombreux de régimes thérapeutiques multi-drogues de durée limitée, tels que le protocole AC (adriamycine, cyclophosphamide) ou encore TAC (taxotère, AC) [START_REF] Martin | Docetaxel, doxorubicin and cyclophosphamide (the TAC regimen): an effective adjuvant treatment for operable breast cancer[END_REF]. La DOX est une molécule active couramment utilisée en oncologie et en oncopédiatrie [START_REF] Dhingra | Bnip3 mediates doxorubicin-induced cardiac myocyte necrosis and mortality through changes in mitochondrial signaling[END_REF], pour traiter les leucémies, les lymphomes (maladie de Hodgkin), les tumeurs solides telles que le cancer du sein et de l'ovaire, les sarcomes osseux et tissulaires, ainsi que les neuroblastomes [START_REF] Tacar | Doxorubicin: an update on anticancer molecular action, toxicity and novel drug delivery systems[END_REF]. L'administration de la DOX se fait seulement par voie intraveineuse étant donné que l'exposition orale, intramusculaire ou sous-cutanée à cette drogue provoque une nécrose [START_REF] Daugherty | Amelioration of doxorubicin-induced skin necrosis in mice by butylated hydroxytoluene[END_REF]. A cause de sa toxicité cardiaque chronique, la DOX est administrée de manière cyclique à une posologie moyenne comprise entre 60 à 75 mg/m 2 par cycle, jusqu'à atteindre une dose cumulée de 550 mg/m 2 au-delà de laquelle la cardiotoxicité de la DOX peut évoluer vers une insuffisance cardiaque congestive [START_REF] Goldspiel | ASHP guidelines on preventing medication errors with chemotherapy and biotherapy[END_REF].

2. Physicochimie

2. 1. Structure et propriétés chimiques

La DOX (C27H29NO11 ou C27H29NO11 . HCl) est un composé aromatique formé d'un noyau tétracyclique chromophore (groupement naphthacenequinone), lié par une liaison glycosidique au niveau du carbone 7 à un substitut daunosamine et contenant une quinone et une hydroquinone (Figure 2). La structure particulière de la DOX lui procure une grande affinité pour les lipides membranaires et lui permet d'interagir avec les molécules chargées négativement, comme les acides nucléiques [START_REF] Awasthi | The relationship of doxorubicin binding to membrane lipids with drug resistance[END_REF].

Cette anthracycline photosensible est également dotée de propriétés fluorescentes et peut émettre une fluorescence rouge-orange à 595 nm, après une excitation à 480 nm [START_REF] Karukstis | Deciphering the fluorescence signature of daunomycin and doxorubicin[END_REF]. L'auto-fluorescence de la DOX est généralement inhibée suite à sa liaison à l'ADN ou amplifiée par sa liaison aux histones [START_REF] Mohan | Doxorubicin as a molecular nanotheranostic agent: effect of doxorubicin encapsulation in micelles or nanoemulsions on the ultrasound-mediated intracellular delivery and nuclear trafficking[END_REF].

La fluorescence et la stabilité structurelle de la DOX dépendent essentiellement de sa conservation à une température comprise entre 2 et 8 °C [START_REF] Lankelma | Doxorubicin gradients in human breast cancer[END_REF], mais aussi d'une variété de facteurs comme le pH de la solution et du microenvironnement cellulaire. A un pH physiologique intracellulaire compris entre 7,2 et 7,4, le groupement sucre de la DOX se charge positivement, ce qui permet de stabiliser la conformation de la drogue au niveau membranaire ou dans le cytosol [START_REF] Gallois | The overall partitioning of anthracyclines into phosphatidyl-containing model membranes depends neither on the drug charge nor the presence of anionic phospholipids[END_REF].

Selon la nature de la solution, la DOX peut avoir plusieurs formes. Dans des conditions physiologiques, la DOX se trouve sous deux formes physicochimiques différentes à savoir une forme neutre non-chargée hautement hydrophobe et une forme cationique hydrosoluble. Dans une solution aqueuse, la DOX se présente généralement sous forme de plusieurs monomères, dimères ou polymères neutres ou chargés positivement [START_REF] Muggia | Salvage treatment of ovarian cancer[END_REF]. 

2. 2. Pharmacocinétique

La pharmacocinétique de la DOX est multifactorielle et peut varier selon la dose, l'âge et le sexe du patient, mais également la variabilité métabolique interindividuelle. Après son injection intraveineuse, la concentration plasmatique de la DOX augmente mais chute au bout de quelques minutes grâce à sa distribution rapide dans les tissus [START_REF] Speth | Clinical pharmacokinetics of doxorubicin[END_REF].

L'élimination plasmatique de la DOX se fait sur deux phases, avec une phase initiale rapide, d'une demi-vie d'environ 5 minutes et une phase terminale lente, d'une demi-vie d'environ 20 à 30 heures [START_REF] Berthiaume | Persistent alterations to the gene expression profile of the heart subsequent to chronic Doxorubicin treatment[END_REF].

Distribution : après son injection la concentration de la DOX atteint un pic plasmatique de 1 à 2 μM. La demi-vie de la DOX est d'environ 5 minutes dans le plasma, ce qui suggère son absorption rapide au niveau hépatique. Son volume de distribution est entre 809 et 1214 l/m 2 . La liaison de la DOX et de son principal métabolite le doxorubicinol aux protéines plasmatiques est comprise entre 74 et 76%, laissant une fraction de 15 à 50% libre dans le plasma [START_REF] Celio | Doxorubicin and 5fluorouracil plasma concentrations and detectability in parotid saliva[END_REF]. Diffusion cellulaire : la DOX est de nature basique et peut diffuser passivement à travers la membrane plasmique sous sa forme neutre non-chargée par un mouvement de flipflop du feuillet externe au feuillet interne [START_REF] Regev | Transport of anthracyclines and mitoxantrone across membranes by a flip-flop mechanism[END_REF]. Le transport transmembranaire de la DOX associe une diffusion passive à travers la membrane plasmique mais fait également intervenir un efflux actif contrôlé par la glycoprotéine P qui est principalement associée à la membrane plasmique, mais qui se trouve aussi en faible fraction au niveau de l'enveloppe nucléaire sous une forme glycosidique différente. Cette P-glycoprotéine assure le passage de la DOX à travers l'enveloppe nucléaire [START_REF] Szaflarski | Nuclear localization of P-glycoprotein is responsible for protection of the nucleus from doxorubicin in the resistant LoVo cell line[END_REF]. L'accumulation de la DOX dans la cellule varie selon la cinétique des mécanismes d'influx et d'efflux cellulaires [START_REF] Gallois | The overall partitioning of anthracyclines into phosphatidyl-containing model membranes depends neither on the drug charge nor the presence of anionic phospholipids[END_REF].

Métabolisme

Grâce à sa structure hydrophile et son poids moléculaire d'environ 600 Da, la DOX parvient à traverser la membrane externe mitochondriale, sans pour autant passer à travers la membrane mitochondriale interne à cause de sa structure lipoïdique. Par conséquent, la DOX ne peut pas atteindre la matrice mitochondriale d'où son accumulation dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie [START_REF] Conklin | Coenzyme q10 for prevention of anthracycline-induced cardiotoxicity[END_REF].

Excrétion : L'élimination de la DOX est triphasique (demi-vie de 5 min, 1 h et 24-48 h) et sa clairance plasmatique est comprise entre 324 et 809 ml/min/m 2 . La DOX est éliminée majoritairement par voie biliaire dans les selles (45-50%) et dans les urines (5-20%).

Approximativement deux tiers de la DOX sont éliminés dans les urines sous forme inchangée [START_REF] Pethran | Uptake of antineoplastic agents in pharmacy and hospital personnel. Part I: monitoring of urinary concentrations[END_REF][START_REF] Pieri | Biological monitoring of nurses exposed to doxorubicin and epirubicin by a validated liquid chromatography/fluorescence detection method[END_REF].

Effets cytotoxiques

Jusqu'à présent, la DOX est la drogue la plus utilisée en chimiothérapie en dépit de ses effets secondaires redoutables, comme l'insuffisance gonadique précoce [START_REF] Howell | Spermatogenesis after cancer treatment: damage and recovery[END_REF], et la cardiotoxicité importante qui se traduit par des arythmies cardiaques transitoires ou encore une insuffisance cardiaque congestive, pendant ou après le traitement [START_REF] Chatterjee | Doxorubicin cardiomyopathy[END_REF]). Le tout s'accompagne d'une alopécie dans 90% des cas, de nausées, de stomatites, d'aménorrhée et d'azoospermie (absence totale de spermatozoïde dans le sperme) [START_REF] Shapiro | Side effects of adjuvant treatment of breast cancer[END_REF].

Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la cytotoxicité de la DOX a mis en lumière l'ensemble de ses activités qui affectent des voies intracellulaires caractéristiques des cellules cancéreuses et saines [START_REF] Gewirtz | A critical evaluation of the mechanisms of action proposed for the antitumor effects of the anthracycline antibiotics adriamycin and daunorubicin[END_REF] 

2. Dommages de l'ADN

L'un des mécanismes fondamentaux qui assure l'activité de la DOX est l'induction de dommages irréversibles à l'ADN par l'intermédiaire de la Topo-II. Les topoisomérases sont des enzymes présentes dans pratiquement tous les types de cellules et sont essentielles pour désenchevêtrer l'ADN chromosomique. Elles modulent la topologie de l'ADN sans altérer ni l'architecture, ni la disposition des bases et induisent temporairement des cassures simple-brin (Topo-I) ou double brin (Topo-II) qui sont refermées après avoir changé la torsion de la double hélice [START_REF] Binaschi | Anthracyclines: selected new developments[END_REF]. Chez les eucaryotes, la Topo-II modifie la structure de l'ADN afin de faciliter sa réplication, sa transcription ainsi que dans d'autres processus nucléaires.

A des doses thérapeutiques, la DOX piège la Topo-II lors de la réplication de l'ADN et empêche l'association des deux brins de la double hélice [START_REF] Nitiss | Targeting DNA topoisomerase II in cancer chemotherapy[END_REF]. La DOX peut également déstabiliser les complexes Topo-II-ADN double brin, de telle sorte que les brins seront découpés et liés de manière covalente à des résidus tyrosine de la TOP-II, inhibant ainsi la synthèse de l'ADN et induisant de nombreuses cassures nucléaires [START_REF] Thorn | Doxorubicin pathways: pharmacodynamics and adverse effects[END_REF].

Les dommages de l'ADN dans les cellules en prolifération activent des mécanismes qui permettent soit l'arrêt de la division cellulaire afin de permettre la réparation de l'ADN, soit l'activation de la mort cellulaire par apoptose [START_REF] Zhou | The DNA damage response: putting checkpoints in perspective[END_REF]. La DOX peut induire des altérations nucléaires de manière indépendante de la Topo-II. Le traitement avec la DOX s'accompagne d'un stress oxydatif important qui provoque à son tour de nombreuses cassures de l'ADN [START_REF] Yang | Doxorubicin, DNA torsion, and chromatin dynamics[END_REF]. En réponse à ces dommages nucléaires, les voies de réparation de l'ADN sont notamment activées. Les topoisomérases coupent et éliminent les bases oxydées par les radicaux libres, avant ou après le processus de la réplication [START_REF] Audebert | Alterations of the DNA repair gene OGG1 in human clear cell carcinomas of the kidney[END_REF].

Néanmoins, les adduits oxydés sont des composés mutagènes, qui s'accumulent et qui préviennent la réplication de l'ADN tout en contribuant à l'augmentation du taux d'erreur de l'ADN polymérase [START_REF] Parker | Human homolog of the MutY repair protein (hMYH) physically interacts with proteins involved in long patch DNA base excision repair[END_REF]. De ce fait, si la cellule subit un échec de réparation des dommages de l'ADN, la mort cellulaire apoptotique est automatiquement activée. Cette suite logique explique la cytotoxicité et l'efficacité antitumorale concomitantes de la DOX (Zhang et al. 2012).

Malgré les preuves qui indiquent que la DOX agit essentiellement via les dommages de l'ADN, il est toujours peu probable que les altérations nucléaires soient le médiateur principal de sa cytotoxicité, étant donné que les doses thérapeutiques de cette drogue n'entraînent que 4,4 cassures d'ADN/10 7 paires de bases d'ADN. Ces dommages ne représentent qu'une fraction relativement faible des cassures double brin [START_REF] Coldwell | Detection of Adriamycin-DNA adducts by accelerator mass spectrometry at clinically relevant Adriamycin concentrations[END_REF], et suggèrent que d'autres processus sont impliqués dans la toxicité de la DOX.

Stress oxydant

Bien qu'un certain nombre de mécanismes toxiques potentiels liés à la DOX aient été identifiés, son mécanisme d'action majeur semble être la génération d'espèces réactives d'oxygène (ERO) hautement cytotoxiques. Selon [START_REF] Olson | Doxorubicin cardiotoxicity: analysis of prevailing hypotheses[END_REF] et [START_REF] Kim | Doxorubicininduced reactive oxygen species generation and intracellular Ca2+ increase are reciprocally modulated in rat cardiomyocytes[END_REF], la DOX entraîne la formation de radicaux libres, via deux voies principales :

 Une voie non enzymatique qui utilise le fer.

 Une voie enzymatique qui fait intervenir la chaîne respiratoire mitochondriale.

Dans des conditions physiologiques normales, la production des ERO est contrôlée par des mécanismes qui stabilisent leur production et leur élimination. Cependant, leur taux augmente quand un électron non-apparié s'échappe de la chaîne de transfert d'électrons mitochondriale et réagit avec l'oxygène [START_REF] Schulz | Mitochondrial redox signaling: Interaction of mitochondrial reactive oxygen species with other sources of oxidative stress[END_REF].

La perte d'un électron de la forme initiale ou quinone de la DOX aboutit à la formation d'un radical semiquinone par l'intermédiaire de la flavoenzyme NADPH-cytochrome P450 réductase, au niveau du réticulum endoplasmique [START_REF] Pawlowska | Differential ability of cytostatics from anthraquinone group to generate free radicals in three enzymatic systems: NADH dehydrogenase, NADPH cytochrome P450 reductase, and xanthine oxidase[END_REF], la NADPH oxydase membranaire [START_REF] Gilleron | NADPH oxidases participate to doxorubicin-induced cardiac myocyte apoptosis[END_REF]) ou la NADH déshydrogénase mitochondriale (complexe I) [START_REF] Wong | The decrease of mitochondrial NADH dehydrogenease and drug induced apoptosis in doxorubicin resistant A431 cells[END_REF]. La forme semiquinone de la DOX est partiellement stable dans un environnement hypoxique, mais en présence de l'oxygène, les électrons non-appariés dans la cellule sont captés par le dioxygène disponible, et le précurseur quinone est régénéré conduisant ainsi à la formation des ions superoxydes (O 2 •-) par l'oxyde nitrique synthase (NOS) [START_REF] Damiani | Pathways of cardiac toxicity: comparison between chemotherapeutic drugs doxorubicin and mitoxantrone[END_REF]. Les ions O2 •-sont rapidement transformés par une réaction de dismutation catalysée par la SOD en peroxyde d'hydrogène (H2O2), qui à son tour réagit avec le fer ferreux (Fe 2+ ) aboutissant à la génération de radicaux libres encore plus réactifs.

La production des ERO s'accompagne généralement d'une libération du fer à partir des réserves intracellulaires. La forme semiquinone de la DOX est dotée d'une grande affinité pour le fer et forme directement un complexe avec le Fe 2+ , conduisant à la production du radical hydroxyle (HO • ) [START_REF] Kim | Doxorubicininduced reactive oxygen species generation and intracellular Ca2+ increase are reciprocally modulated in rat cardiomyocytes[END_REF].

L'accumulation des ERO déclenche en conséquence des réactions en chaîne entraînant la conversion des acides gras membranaires insaturés en peroxydes lipidiques, perturbant ainsi l'intégrité de la membrane cellulaire (Griffin- [START_REF] Griffin-Green | Adriamycin-induced lipid peroxidation in mitochondria and microsomes[END_REF]. Les changements redox générés par la DOX sont susceptibles de provoquer une destruction des macromolécules cellulaires telles que les protéines et l'ADN [START_REF] Mizutani | Distinct mechanisms of site-specific oxidative DNA damage by doxorubicin in the presence of copper(II) and NADPH-cytochrome P450 reductase[END_REF]) (Figure 5). En s'accumulant dans l'espace intermembranaire des mitochondries, la forme semiquinone de la DOX favorise la production des ERO [START_REF] Sarvazyan | Visualization of doxorubicin-induced oxidative stress in isolated cardiac myocytes[END_REF] et entraîne une baisse critique de la phosphorylation mitochondriale [START_REF] Berthiaume | Persistent alterations to the gene expression profile of the heart subsequent to chronic Doxorubicin treatment[END_REF]. Les travaux antérieurs ont également montré que la DOX inhibe particulièrement l'activité des complexes I et II, résultant en une crise énergétique dans la cellule suite à la perturbation du système de transport d'électron de la mitochondrie [START_REF] Xiong | Attenuation of doxorubicin-induced contractile and mitochondrial dysfunction in mouse heart by cellular glutathione peroxidase[END_REF].

Par ailleurs, l'une des caractéristiques uniques de la toxicité mitochondriale de la DOX est l'induction d'une hypersensibilité des pores de transition de la perméabilité mitochondriale (PTPm). Cette anthracycline entraîne généralement une ouverture amplifiée des PTPm, concomitante à un désaccouplement de la chaîne respiratoire, un effondrement du potentiel membranaire mitochondrial (PMM), ainsi qu'une altération de l'absorption de calcium par les mitochondries [START_REF] Montaigne | Doxorubicin induces mitochondrial permeability transition and contractile dysfunction in the human myocardium[END_REF].

4. Différents modes de mort cellulaire

Certes, le stress oxydatif généré par la DOX a été fréquemment considéré comme le facteur déclencheur majeur de la mort cellulaire. Néanmoins, les dommages de l'ADN et le dysfonctionnement mitochondrial que subissent les cellules sous influence de la DOX, provoquent non seulement l'arrêt de leur cycle cellulaire à la phase G2, mais aussi l'initiation de la mort cellulaire, principalement par apoptose, nécrose ou une dérégulation de l'autophagie [START_REF] Minotti | Doxorubicin irreversibly inactivates iron regulatory proteins 1 and 2 in cardiomyocytes: evidence for distinct metabolic pathways and implications for iron-mediated cardiotoxicity of antitumor therapy[END_REF][START_REF] Koleini | Autophagy and mitophagy in the context of doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF]Kardami 2017). et al. 1999). Les protéases (S1P et S2P) vont par la suite couper la protéine CREB3L1 et sa partie amino-terminale va migrer dans le noyau, où elle agit comme un facteur de transcription activant le locus CDNK1A (gène impliqué dans l'inhibition de la prolifération cellulaire suite aux dommages de l'ADN). De ce fait, une expression amplifiée de la protéine p21 va inhiber le cycle cellulaire et modifier l'activité de la p53 [START_REF] Denard | Doxorubicin blocks proliferation of cancer cells through proteolytic activation of CREB3L1[END_REF].

Les dérivés oxygénés générés par la DOX affectent l'homéostasie du calcium, entraînant ainsi une surcharge de calcium (Ca 2+ ) cytosolique, une activation de la calcineurine et une augmentation de la transcription du ligand Fas (FasL). Les dérivés toxiques de la DOX génèrent un stress intrinsèque qui active les voies de signalisation p53, p38, JNK, NF-κB et MAPK, en faveur d'une perturbation de l'homéostasie entre les facteurs pro et anti-apoptotiques [START_REF] Du | Synthesis and Evaluation of Doxorubicin-Loaded Gold Nanoparticles for Tumor-Targeted Drug Delivery[END_REF]. Ces ERO peuvent également inhiber l'expression de la protéine FLIP, protéine inhibitrice de la caspase-8, stimulant donc l'apoptose (Figure 6). 

4. 2. Autophagie

L'autophagie est un processus qui permet de maintenir la survie et l'homéostasie intracellulaire dans des conditions physiologiques normales ou de stress, telles que la baisse de nutriments, les modifications métaboliques de substrats énergétiques ou de l'oxygène et l'augmentation des ERO [START_REF] Terman | Autophagy in cardiac myocyte homeostasis, aging, and pathology[END_REF]. Ce mécanisme fondamental fournit à la cellule de nouveaux éléments de base pour remplacer les composants cellulaires endommagés ou épuisés [START_REF] Klionsky | Autophagy: from phenomenology to molecular understanding in less than a decade[END_REF]. Cependant, si l'autophagie est dépassée, la mort cellulaire aura lieu souvent par apoptose. Un nombre croissant de connexions moléculaires directes entre l'autophagie et l'apoptose ouvre la possibilité d'un lien de causalité entre ces deux processus [START_REF] Gump | Autophagy and apoptosis: what is the connection?[END_REF].

Les effets de la DOX sur les signaux associés au processus autophagique ont été largement abordés dans de nombreuses revues de littérature. Les modifications cellulaires générées par la DOX telles que l'accumulation des ERO, de macromolécules endommagées ou encore la réduction de la capacité mitochondriale à produire de l'ATP, amplifient la perturbation du processus autophagique aboutissant à la mort cellulaire [START_REF] Koleini | Autophagy and mitophagy in the context of doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF].

La protéine kinase AMP-dépendante (AMPK) et la protéine cible de la rapamycine chez les mammifères (mTOR), représentent deux indicateurs fiables du statut énergétique cellulaire.

En effet, la baisse des réserves énergétiques dans la cellule et l'augmentation du Ca 2+ intracellulaire suite à l'exposition à la DOX, activent l'AMPK qui joue un rôle antagoniste à la protéine mTOR, protéine inhibitrice de l'autophagie [START_REF] Ji | Exogenous cell-permeable C6 ceramide sensitizes multiple cancer cell lines to Doxorubicin-induced apoptosis by promoting AMPK activation and mTORC1 inhibition[END_REF]. L'activation de l'AMPK induit une baisse de l'activité de la mTOR, stimulant ainsi l'autophagie [START_REF] Jung | mTOR regulation of autophagy[END_REF]. Des preuves solides basées sur des études in vitro et in vivo chez des rongeurs ont aussi mis en évidence une action inhibitrice de la DOX sur la protéine mTOR associée à une amplification de l'expression de la p53 [START_REF] Singla | Akt-mTOR Pathway Inhibits Apoptosis and Fibrosis in Doxorubicin-Induced Cardiotoxicity Following Embryonic Stem Cell Transplantation[END_REF][START_REF] Lee | Enhanced-autophagy by exenatide mitigates doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF].

Une autre voie via laquelle la DOX favorise l'initiation de l'autophagie a été proposée.

Cette dernière implique une suppression du facteur de transcription GATA-4 par la p53, provoquant ainsi une baisse de l'activité de la protéine Bcl-2 [START_REF] Xu | Resveratrol attenuates doxorubicininduced cardiomyocyte death via inhibition of p70 S6 kinase 1-mediated autophagy[END_REF]. Un consensus général suggère que la DOX provoque des changements cellulaires associés à une initiation de l'autophagie, tels que la formation d'autophagosomes, l'augmentation du nombre de vacuoles autophagiques, des taux en hausse de la phosphatidylethanolamine-II (LC3-II), l'augmentation de l'expression des gènes autophagiques (Atg) et l'activation de la Beclin-1 [START_REF] Wang | Ghrelin inhibits doxorubicin cardiotoxicity by inhibiting excessive autophagy through AMPK and p38-MAPK[END_REF].

La DOX diminue également l'expression du facteur de transcription EB qui régule l'expression des Atg et la biogenèse lysosomale [START_REF] Bartlett | Doxorubicin impairs cardiomyocyte viability by suppressing transcription factor EB expression and disrupting autophagy[END_REF]. Cependant, certaines augmentations de l'activité des protéines modulatrices de l'autophagie telles que la Atg-5 ont été attribuées à une surproduction de 4-hydroxynonénal (4-HNE) suite à une peroxydation lipidique DOXdépendante [START_REF] Sun | Aldehyde dehydrogenase 2 ameliorates doxorubicin-induced myocardial dysfunction through detoxification of 4-HNE and suppression of autophagy[END_REF]) (Figure 7).

4. Nécrose

Deux voies majeures de mort cellulaire sont déclenchées par la majorité des drogues chimiothérapeutiques, à savoir, l'apoptose ou la nécrose. Contrairement à l'apoptose, la nécrose est une mort cellulaire accidentelle ou caspases-indépendante, occasionnée par un stress exogène [START_REF] Kroemer | Classification of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death[END_REF]. La DOX favorise la mort cellulaire nécrotique par un mécanisme dépendant de la protéine Bcl-2-like 19 kDa-interacting-protein 3 (Bnip3), qui assure une fonction capitale dans la régulation de l'activité mitochondriale et du contrôle des signaux de mort cellulaire. En condition de stress pathologique, la protéine Bnip3 favorise non seulement la nécrose cellulaire mais également l'autophagie [START_REF] Regueira | Inducible expression of BNIP3 provokes mitochondrial defects and hypoxia-mediated cell death of ventricular myocytes[END_REF]. La surproduction des ERO qui résulte du traitement avec la DOX contribue à la nécrose en réponse aux adduits de l'ADN via plusieurs voies de signalisation intracellulaires complexes, y compris la voie impliquant les récepteurs des protéines kinases RIPK1 et RIPK3 [START_REF] Yang | Contribution of RIP3 and MLKL to immunogenic cell death signaling in cancer chemotherapy[END_REF], et la poly-(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) [START_REF] Shin | Doxorubicininduced necrosis is mediated by poly-(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) but is independent of p53[END_REF]) (Figure 7). 

DOX et épithélium testiculaire

Les effets des médicaments antinéoplasiques sur le développement et le fonctionnement des cellules germinales font toujours l'objet de nombreuses controverses. L'utilisation des agents chimiothérapeutiques comme la DOX, pour traiter les maladies néoplasiques chez l'enfant et l'adulte a connu une expansion rapide grâce à leur taux de réussite élevé, qui est souvent dû à leur cytotoxicité importante [START_REF] Witt | Mutagenicity of anticancer drugs in mammalian germ cells[END_REF]. Jusqu'à présent, les risques potentiels associés à la DOX sont problématiques et d'un enjeu majeur pour la sécurité de son utilisation, vu que cette drogue antinéoplasique interfère avec la capacité des individus mâles à procréer et s'accompagne d'une oligo ou azoospermie post-chimiothérapeutique, parfois irréversible [START_REF] Chan | Testicular sperm extraction combined with intracytoplasmic sperm injection in the treatment of men with persistent azoospermia postchemotherapy[END_REF].

1. Impact de la DOX sur les cellules germinales masculines

Divers travaux ont précédemment décrit une toxicité testiculaire de la DOX [START_REF] Levi | Dexrazoxane exacerbates doxorubicin-induced testicular toxicity[END_REF], et ont montré que cette anthracycline est capable d'entraver le processus de spermatogenèse dans le testicule pubère et pré-pubère, en provoquant une altération de la structure et de la fonction des cellules germinales [START_REF] Atessahin | Lycopene prevents adriamycin-induced testicular toxicity in rats[END_REF][START_REF] Tanigaki | C-kit expression in spermatogonia damaged by doxorubicin exposure in mice[END_REF][START_REF] Yang | Assessment of doxorubicin-induced mouse testicular damage by the novel second-harmonic generation microscopy[END_REF].

Parmi les cellules les plus affectées par l'action cytotoxique de la DOX, se trouvent les spermatogonies A et les spermatocytes I [START_REF] Kang | Ginseng intestinal metabolite-I (GIM-I) reduces doxorubicin toxicity in the mouse testis[END_REF]. La DOX conduit généralement à une perte des cellules germinales immatures et éventuellement des spermatozoïdes matures (Figure 8). Le traitement par la DOX affecte profondément l'épithélium testiculaire [START_REF] Shamberger | The effects of postoperative adjuvant chemotherapy and radiotherapy on testicular function in men undergoing treatment for soft tissue sarcoma[END_REF] * Une perturbation du processus de maturation des spermatozoïdes [START_REF] Meistrich | Low levels of chromosomal mutations in germ cells derived from doxorubicin-treated stem spermatogonia in the mouse[END_REF]), * Une baisse de la densité et la mobilité des spermatozoïdes épididymaires [START_REF] Meistrich | Low levels of chromosomal mutations in germ cells derived from doxorubicin-treated stem spermatogonia in the mouse[END_REF], * Une inhibition de la synthèse de l'ADN spermatogonial et une migration des spermatogonies de type A vers la membrane basale [START_REF] Hou | Doxorubicin induces apoptosis in germ line stem cells in the immature rat testis and amifostine cannot protect against this cytotoxicity[END_REF], * Une atrophie des gonades mâles, une désorganisation structurelle de l'épithélium testiculaire et une baisse de la fécondité des cellules germinales [START_REF] Yeh | A standardized extract of Ginkgo biloba suppresses doxorubicin-induced oxidative stress and p53-mediated mitochondrial apoptosis in rat testes[END_REF], * Une altération de l'ADN résultant en une activation de la voie apoptotique impliquant les protéines NF-кB, p38 et caspase-3, une dégénérescence des spermatocytes I et une vacuolisation de l'épithélium séminifère [START_REF] Lee | Melatonin attenuates doxorubicin-induced testicular toxicity in rats[END_REF], * Une altération de la structure et du processus de différenciation membranaire des spermatozoïdes (Said et al. 2012a), * Une peroxydation lipidique accompagnée d'une baisse de l'activité des enzymes antioxydantes spermatiques [START_REF] Trivedi | Hesperetin protects testicular toxicity of doxorubicin in rat: role of NFkappaB, p38 and caspase-3[END_REF][START_REF] Badkoobeh | Effect of nano-zinc oxide on doxorubicin-induced oxidative stress and sperm disorders in adult male Wistar rats[END_REF] [START_REF] Decker | A quick and simple method for the quantitation of lactate dehydrogenase release in measurements of cellular cytotoxicity and tumor necrosis factor (TNF) activity[END_REF][START_REF] Geetha | Effect of alpha-tocopherol on the microsomal lipid peroxidation induced by doxorubicin: influence of ascorbic acid[END_REF]).

D'autre part, la DOX affecte la production d'énergie des cellules germinales via une baisse de la phosphorylation oxydative (PO) des acides gras à longue chaine. Une diminution de la production de l'ATP [START_REF] Sayed-Ahmed | Propionyl-L-carnitine as potential protective agent against adriamycin-induced impairment of fatty acid beta-oxidation in isolated heart mitochondria[END_REF], conséquente à une altération de l'activité des complexes I, II, III et V par la DOX, a été également rapportée [START_REF] Gilliam | The anticancer agent doxorubicin disrupts mitochondrial energy metabolism and redox balance in skeletal muscle[END_REF].

L'ensemble de ces détériorations spermatiques, généré par la DOX, contribue à la perte de la spermatogenèse associée à l'apoptose démesurée des cellules germinales [START_REF] Peluso | Cancer and anticancer therapy-induced modifications on metabolism mediated by carnitine system[END_REF].

2. Impact de la DOX sur les cellules de Sertoli (CSs)

Les CSs jouent un rôle pivot dans le maintien de l'homéostasie dans le testicule via des interactions complexes avec les différentes populations cellulaires de l'épithélium séminifère [START_REF] Foucault | Germ cell and Sertoli cell interactions in human testis: evidence for stimulatory and inhibitory effects[END_REF]. L'atteinte de ces cellules nourricières et protectrices conduit inévitablement à de nombreuses détériorations sévères des cellules germinales [START_REF] Skinner | Sertoli cells synthesize and secrete transferrin-like protein[END_REF].

Des altérations structurelles et fonctionnelles des CSs dues à la DOX ont été mises en oeuvre à de nombreuses reprises (Figure 8) [START_REF] Kang | Ginseng intestinal metabolite-I (GIM-I) reduces doxorubicin toxicity in the mouse testis[END_REF][START_REF] Takahashi | Evaluation of testicular toxicology of doxorubicin based on microarray analysis of testicular specific gene expression[END_REF] 

Apport, intoxication et carence

1. Apport

La teneur en Se peut varier considérablement en fonction des aliments, plus important encore, de leur origine géographique et de la teneur respective en Se dans le sol [START_REF] Kieliszek | Selenium: Significance, and outlook for supplementation[END_REF]. La découverte de pathologies associées à une carence ou à un excès de sélénoprotéines a attiré l'attention sur les effets de ces dernières sur la santé publique. Dans la plupart des régions du monde, le taux normal de Se dans les urines ne dépasse pas 0,03 µg/ml [START_REF] Robberecht | Selenium in human urine: concentration levels and medical implications[END_REF]. Chez l'homme, un apport adéquat en Se est généralement de l'ordre de 50 μg/jour, en se basant sur la saturation de l'activité de la glutathion peroxydase-3

(GSH-Px-3) dans le plasma, avec des niveaux de toxicité estimés entre 350 et 700 μg/jour [START_REF] Monsen | Dietary reference intakes for the antioxidant nutrients: vitamin C, vitamin E, selenium, and carotenoids[END_REF].

Il semble que certaines formes de cancer peuvent être prévenues par une consommation de Se à des doses plus élevées que celles recommandées, afin de saturer les sélénoenzymes [START_REF] Rayman | The importance of selenium to human health[END_REF]. [START_REF] Agarwal | Selenium toxicity: A rare diagnosis[END_REF].

Chez les rongeurs, une cirrhose hépatique est considérée comme un signe apparent de la sélénose. Certaines formes de Se peuvent induire des lésions de l'ADN avec un potentiel tératogène relativement important [START_REF] Yu | DNA damage, apoptosis and C-myc, C-fos, and C-jun overexpression induced by selenium in rat hepatocytes[END_REF][START_REF] Pan | Preventive effect of a galactoglucomannan (GGM) from Dendrobium huoshanense on selenium-induced liver injury and fibrosis in rats[END_REF].

Carence

En Europe et dans certaines régions du monde, l'apport en Se reste insuffisant pour assurer une expression optimale de certaines sélénoprotéines protectrices [START_REF] Rayman | Selenium in cancer prevention: a review of the evidence and mechanism of action[END_REF]. Une alimentation pauvre en Se entraîne un risque d'anémie [START_REF] Semba | Low Serum Selenium Is Associated with Anemia Among Older Women Living in the Community: the Women's Health and Aging Studies I and II[END_REF]) et a été fréquemment associée à une perte de la force musculaire [START_REF] Lauretani | Association of low plasma selenium concentrations with poor muscle strength in older communitydwelling adults: the InCHIANTI Study[END_REF], ainsi qu'à un risque plus élevé d'invalidité et de morbidité [START_REF] Bartali | Low nutrient intake is an essential component of frailty in older persons[END_REF][START_REF] Pagmantidis | Supplementation of healthy volunteers with nutritionally relevant amounts of selenium increases the expression of lymphocyte protein biosynthesis genes[END_REF]. La carence en Se s'accompagne de modifications biochimiques susceptibles de prédisposer les personnes à développer certaines maladies, telles que les infections virales ou même une cardiomyopathie [START_REF] Sunde | Molecular biomarker panels for assessment of selenium status in rats[END_REF]. Une carence en Se peut exacerber une carence en iode, augmentant potentiellement le risque de crétinisme [START_REF] Vanderpas | Selenium deficiency mitigates hypothyroxinemia in iodinedeficient subjects[END_REF], et a été également associée à une infertilité masculine [START_REF] Cannarella | Non-hormonal treatment for male infertility: the potential role of Serenoa repens, selenium and lycopene[END_REF] et certains types d'arthrose [START_REF] Tarp | Selenium treatment in rheumatoid arthritis[END_REF]).

Pharmacocinétique

1. Absorption

Comme la majorité des oligoéléments, le Se est un composé naturel de nombreuses protéines, dont la plupart des formes sont solubles dans l'eau et peuvent être efficacement absorbées au niveau du duodénum [START_REF] Graham | Trace element deficiencies in cattle[END_REF] 

2. Métabolisme, incorporation dans les sélénoprotéines et élimination

Les aliments contiennent une variété de formes chimiques de Se, lié de manière covalente à de multiples molécules organiques telles que les sels inorganiques, les composés méthyles et les acides aminés [START_REF] Zeng | Selenium as an essential micronutrient: roles in cell cycle and apoptosis[END_REF]. Pendant le processus de conversion du Se inorganique en forme organique, de nombreux métabolites sont générés. Un taux allant jusqu'à 99% du Se ingéré est transformé par la flore intestinale en séléniure d'hydrogène (H2Se) [START_REF] Ganther | Reduction of the selenotrisulfide derivative of glutathione to a persulfide analog by glutathione reductase[END_REF]. Le H2Se est un métabolite clé, qui est formé à partir du sélénite inorganique par le glutathion (GSH) ou à partir de la Sec, par une activité lyase [START_REF] Bjornstedt | Selenodiglutathione is a highly efficient oxidant of reduced thioredoxin and a substrate for mammalian thioredoxin reductase[END_REF]. Le H 2 Se est généralement métabolisé en métylsélénol (CH 3 SeH), en sélénodiglutathione (GS-Se-GS) ou en séléno-phosphate (H 3 SePO 3 -) afin de synthétiser d'autres sélénoprotéines [START_REF] Zeng | Selenium as an anticancer nutrient: roles in cell proliferation and tumor cell invasion[END_REF].

Les fonctions connues du Se sont attribuées à 25 sélénoprotéines essentielles chez l'homme [START_REF] Avery | Selenium, Selenoproteins, and Immunity[END_REF], qui sont typiquement incorporées par un mécanisme de co-traduction unique dans son genre [START_REF] Stadtman | Selenocysteine[END_REF]. Pour remplir ses fonctions biologiques, le Se doit être converti de sa forme initiale, d'abord en H2Se inorganique puis en H3SePO3 - organique [START_REF] Burk | Molecular biology of selenium with implications for its metabolism[END_REF]. Ce processus est crucial pour la synthèse des sélénoprotéines [START_REF] Hawkes | Subcellular distribution of seleniumcontaining proteins in the rat[END_REF].

L'intérêt porté aux propriétés antioxydantes du Se a été facilité par le fait que les sites actifs des différentes enzymes antioxydantes séléno-dépendantes, contiennent de la Sec. La Sec n'est pas incorporée directement dans les sélénoprotéines spécifiques [START_REF] Daniels | Selenium metabolism and bioavailability[END_REF]. Le processus de son incorporation implique l'utilisation d'un ARNt dans la région 3' non-traduite de l'ARNm, qui permet l'insertion de la Sec au niveau du codon UGA, qui assure à son tour l'intégration de la Sec dans son site peptidique approprié [START_REF] Berry | Recognition of UGA as a selenocysteine codon in eukaryotes: a review of recent progress[END_REF]. Cette incorporation fait intervenir la Sec-bêta-lyase qui réagit avec la Sec libre entraînant ainsi la libération du H2Se [START_REF] Burk | Molecular biology of selenium with implications for its metabolism[END_REF] 9). Se se trouvent généralement en quantités comparables dans les urines et les selles [START_REF] Daniels | Selenium metabolism and bioavailability[END_REF], ceci implique que l'excrétion du Se dépend principalement de la quantité et la forme ingérée. Le Se est souvent éliminé sous forme de tri-méthyl-séléniure dans les urines et diméthyl-séléniure dans l'haleine [START_REF] Bugel | Absorption, excretion, and retention of selenium from a high selenium yeast in men with a high intake of selenium[END_REF].

Intérêts thérapeutiques

Les sélénoprotéines possèdent un large éventail d'effets pléiotropiques, allant des activités antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses, à la genèse et le développement des cellules germinales [START_REF] Olson | Selenoprotein P is required for mouse sperm development[END_REF][START_REF] Steinbrenner | Selenoproteins: Antioxidant selenoenzymes and beyond[END_REF]. De nombreuses vertus ont été attribuées au Se, telles que la désintoxication des agents cancérigènes [START_REF] Ramoutar | Antioxidant and anticancer properties and mechanisms of inorganic selenium, oxo-sulfur, and oxo-selenium compounds[END_REF], la modulation de la progression du cycle cellulaire [START_REF] Zeng | Selenium as an anticancer nutrient: roles in cell proliferation and tumor cell invasion[END_REF] et la stabilisation et la réparation des lésions de l'ADN [START_REF] Roussyn | Selenium-containing compounds protect DNA from single-strand breaks caused by peroxynitrite[END_REF].

1. Anticancéreux

De nombreuses études portées sur le Se ont mis en évidence une action anticancéreuse liée à cette oligoélément [START_REF] Zeng | Selenium as an anticancer nutrient: roles in cell proliferation and tumor cell invasion[END_REF][START_REF] Chen | Dietary selenium supplementation modifies breast tumor growth and metastasis[END_REF]. La preuve en soi que le Se est un agent préventif contre le cancer n'est pas certaine. Cependant, des recherches prospectives ont montré une baisse de l'incidence tumorale et de la mortalité dans tous les cancers combinés [START_REF] Clark | Effects of selenium supplementation for cancer prevention in patients with carcinoma of the skin. A randomized controlled trial. Nutritional Prevention of Cancer Study Group[END_REF], particulièrement au niveau du foie, la prostate, le colon et le poumon, grâce à une supplémentation en Se [START_REF] Fleet | Dietary selenium repletion may reduce cancer incidence in people at high risk who live in areas with low soil selenium[END_REF]. Certaines preuves indiquent que le Se peut affecter non seulement la prévalence du cancer, mais aussi la progression des métastases [START_REF] Jacobs | Selenium and colorectal adenoma: results of a pooled analysis[END_REF][START_REF] Song | Selenium Inhibits Metastasis of Murine Melanoma Cells through the Induction of Cell Cycle Arrest and Cell Death[END_REF]. À la fin des années 1960, le Se a été suggéré comme un antitumoral potentiel [START_REF] Shamberger | Possible protective effect of selenium against human cancer[END_REF]. Depuis lors, des études concluantes ont émergé, indiquant que le Se est doté d'un effet préventif contre le cancer, chez l'homme, les animaux mais également dans des cellules en culture [START_REF] Combs | Status of selenium in prostate cancer prevention[END_REF][START_REF] Dai | Potential of Selenium Compounds as New Anticancer Agents for Cholangiocarcinoma[END_REF]. Une supplémentation appropriée de différentes formes de Se, comme le séléno-méthyl-Sec, la γ-glutamyl-Se-méthyl-Sec ou encore le Se-adénosyl-sélénohomo-Cys, permet une baisse de la morbidité globale du cancer de presque 50% [START_REF] Ip | In vitro and in vivo studies of methylseleninic acid: evidence that a monomethylated selenium metabolite is critical for cancer chemoprevention[END_REF].

2. Antioxydant

Au cours de la PO mitochondriale, les ERO sont générés de manière endogène. Des données récentes montrent un lien étroit entre les sélénoprotéines, la réduction des dommages de l'ADN et le stress oxydant [START_REF] Jablonska | DNA damage and oxidative stress response to selenium yeast in the non-smoking individuals: a short-term supplementation trial with respect to GPX1 and SEPP1 polymorphism[END_REF]. Une surproduction des radicaux libres produit non seulement des lésions de l'ADN mais peut également avoir un effet mutagène [START_REF] Tabassum | Ingestion of selenium and other antioxidants during prostate cancer radiotherapy: a good thing?[END_REF]. Les propriétés antioxydantes du Se ont été largement illustrées par le passé [START_REF] Boucher | Does selenium exert cardioprotective effects against oxidative stress in myocardial ischemia?[END_REF]. Certaines formes de Se, comme le sélénite de sodium, l'acide méthylseleninique, et le méthylsélénol, sont reconnues pour leur capacité à maintenir l'homéostasie redox cellulaire et/ou affectent l'activité mitochondriale [START_REF] Bonilla | Platyhelminth mitochondrial and cytosolic redox homeostasis is controlled by a single thioredoxin glutathione reductase and dependent on selenium and glutathione[END_REF][START_REF] Hafez | Mitochondrial reactive oxygen species affect sensitivity to curcumin-induced apoptosis[END_REF].

Le Se est aussi un cofacteur des métalloenzymes extracellulaires et intracellulaires impliquées dans les défenses antioxydantes. Cet oligoélément joue le rôle d'activateur de la GPx, la SOD, la catalase et la thioredoxine réductase et est capable de maximiser le piégeage des radicaux libres tout en minimisant les dommages membranaires et nucléaires liés aux ERO [START_REF] Sunde | Selenium regulation of selenium-dependent glutathione peroxidases in animals and transfected CHO cells[END_REF].

In vivo, le Se s'incorpore particulièrement à la GPx 'enzyme qui protège les lipides membranaires et les macromolécules des dommages oxydatifs produits par les peroxydes [START_REF] Arthur | The glutathione peroxidases[END_REF]', suite à une transformation sous une forme organique qui facilite cette adjonction [START_REF] Sunde | Incorporation of selenium from selenite and selenocystine into glutathione peroxidase in the isolated perfused rat liver[END_REF]. Le complexe Se-GPx minimise la réactivité de tous les radicaux superoxydes [START_REF] Xue | Antioxidative and growth-promoting effect of selenium on senescing lettuce[END_REF]. Les GPx contenant du Se forment une famille d'enzymes antioxydantes incluant la GPx classique (cGPx, GPx1), la GPx gastro-intestinale (GI-GPx), la GPx plasmatique (pGPx), l'hydroperoxyde phospholipide glutathion peroxydase (PHGPx ou GPx4) de la capsule mitochondriale spermatique, la GPx épididymaire (GPx5) et la GPx du noyau spermatique (snGPx) [START_REF] Borchert | Regulation of expression of the phospholipid hydroperoxide/sperm nucleus glutathione peroxidase gene. Tissue-specific expression pattern and identification of functional cis-and trans-regulatory elements[END_REF].

3. Réparation de l'ADN

Plusieurs travaux expérimentaux et cliniques ont mis en évidence une baisse de la fréquence des adduits de l'ADN et des dommages chromosomiques par le Se [START_REF] Zachara | The effect of selenium supplementation in the prevention of DNA damage in white blood cells of hemodialyzed patients: a pilot study[END_REF][START_REF] Bera | Does a role for selenium in DNA damage repair explain apparent controversies in its use in chemoprevention?[END_REF]. Le Se renforce non seulement l'activité des enzymes essentielles à la réparation de l'ADN telles que les ADN glycosylases, mais joue aussi un rôle important dans la modulation de la réparation des lésions de l'ADN qui fait intervenir la p53, la BRCA1 et la Gadd45 [START_REF] Bera | Does a role for selenium in DNA damage repair explain apparent controversies in its use in chemoprevention?[END_REF]. Le Se associé à la méthionine peut stimuler le mécanisme de réparation de l'ADN et protéger les cellules contre les lésions nucléaires récurrentes [START_REF] Seo | Selenomethionine induction of DNA repair response in human fibroblasts[END_REF]. Un mécanisme potentiel par lequel le Se favorise la formation des complexes de réparation de l'ADN, qui font intervenir l'antigène nucléaire chez les cellules en prolifération (ANCP), une protéine impliquée dans la synthèse de l'ADN et responsable de l'activité des ADN polymérases et étroitement associée aux sites endommagés de l'ADN génomique [START_REF] Seo | Selenomethionine induction of DNA repair response in human fibroblasts[END_REF].

4. Agent anti et pro-apoptotique

L'utilisation du Se comme agent anti ou pro-apoptotique est sujette à controverses. Son efficacité varie souvent en fonction de la dose, la forme administrée et la lignée cellulaire traitée.

En effet, le Se régule la croissance cellulaire et intervient dans la dynamique de progression du cycle cellulaire [START_REF] Venkateswaran | Selenium modulation of cell proliferation and cell cycle biomarkers in human prostate carcinoma cell lines[END_REF], tout en ayant un spectre de tolérance relativement étroit [START_REF] Jacobs | Toxicological effects of sodium selenite in sprague-dawley rats[END_REF]. In vitro, le Se inhibe la croissance de diverses cellules cancéreuses, en entravant leur cycle cellulaire aux transitions G1/S et G2/M, de manière p53dépendante [START_REF] Zhao | Effects of selenite and genistein on G2/M cell cycle arrest and apoptosis in human prostate cancer cells[END_REF]. Il a été également suggéré que cette inhibition découle d'une stimulation de nombreux gènes impliqués dans l'activation post-transcriptionnelle de la mort cellulaire par apoptose. La phosphorylation de la protéine kinase JNK1 et l'inhibition ultérieure de la ß-caténine induisent l'apoptose et inhibent la prolifération cellulaire [START_REF] Fang | Tumor inhibition by sodium selenite is associated with activation of c-Jun NH2-terminal kinase 1 and suppression of beta-catenin signaling[END_REF].

L'ADN extrait à partir de cellules traitées par le Se montre généralement des fragmentations nucléosomales typiques de la mort apoptotique. L'induction de cassures d'ADN et l'engagement de l'apoptose médiées par le Se, expliquent l'inhibition de la croissance et la perte du potentiel prolifératif des cellules à long terme [START_REF] Lu | Selenite induction of DNA strand breaks and apoptosis in mouse leukemic L1210 cells[END_REF].

D'un autre côté, la survie cellulaire sollicite soit une inhibition des signaux apoptotiques par prévention des dommages de l'ADN, soit une activation des protéines de survie fonctionnelles [START_REF] Gorur | The anti-oxidant and antiapoptotic activities of selenium in the prevention of myringosclerosis in rats[END_REF] [START_REF] Shalini | Dietary selenium deficiency as well as excess supplementation induces multiple defects in mouse epididymal spermatozoa: understanding the role of selenium in male fertility[END_REF][START_REF] Domoslawska | Selenium and vitamin E supplementation enhances the antioxidant status of spermatozoa and improves semen quality in male dogs with lowered fertility[END_REF]).

2. Transport dans le testicule

Le Se s'accumule préférentiellement dans les organes reproducteurs [START_REF] Behne | Evidence for specific selenium target tissues and new biologically important selenoproteins[END_REF].

La SePP est une glycoprotéine de la gaine mitochondriale synthétisée par le foie puis déversée dans la circulation générale [START_REF] Richardson | More roles for selenoprotein P: local selenium storage and recycling protein in the brain[END_REF], afin d'assurer le transport et la distribution du

Se dans divers tissus, y compris le testicule [START_REF] Renko | Hepatic selenoprotein P (SePP) expression restores selenium transport and prevents infertility and motor-incoordination in Sepp-knockout mice[END_REF]. La SePP chargée en Sec, se lie à son récepteur R2apoE localisé au niveau de la membrane plasmique des cellules de Sertoli (CSs) [START_REF] Olson | Apolipoprotein E receptor-2 (ApoER2) mediates selenium uptake from selenoprotein P by the mouse testis[END_REF]. Le complexe Sec-SePP-R2apoE est ensuite internalisé par un mécanisme d'endocytose et la molécule de Sec ainsi livrée à la cellule, est métabolisée afin de former de nouvelles sélénoprotéines indispensables à la genèse de gamètes mâles fonctionnelles (Figure 11). Chez la souris, une délétion du gène codant pour la SePP, résulte en une baisse de l'activité des sélénoenzymes, et s'accompagne de nombreux changements physiologiques et phénotypiques apparents de l'épithélium séminifère, dont une augmentation des défections spermatiques, similaires à ceux observés chez des souris infertiles et déficientes en Se [START_REF] Renko | Hepatic selenoprotein P (SePP) expression restores selenium transport and prevents infertility and motor-incoordination in Sepp-knockout mice[END_REF]. 

3. Effets sur la morphologie testiculaire

Le développement et le fonctionnement du testicule nécessite un taux optimal de Se, étant donné qu'un petit écart, en déficit ou en excès, conduit dans la plupart des cas à un développement testiculaire anormal et peut affecter l'ultrastructure de l'épithélium séminifère [START_REF] Li | Testicular toxicity induced by dietary cadmium in cocks and ameliorative effect by selenium[END_REF].

Chez le rat, la distribution du Se est régulée par un mécanisme homéostatique assurant une priorité aux gonades mâles par rapport aux autres tissus. Le testicule et les vésicules séminales contiennent les concentrations les plus élevées de Se [START_REF] Segerson | Selenium and reproductive function in boars fed a low selenium diet[END_REF][START_REF] Mahan | Efficacy of dietary sodium selenite and calcium selenite provided in the diet at approved, marginally toxic, and toxic levels to growing swine[END_REF]. La spermatogenèse est un processus dépendant du Se [START_REF] Brennan | Source of selenium supplementation influences testis selenium content and gene expression profiles in Single Comb White Leghorn roosters[END_REF], via la régulation de l'expression de nombreux gènes responsables du maintien de la morphologie et la fonction des cellules germinales et somatiques testiculaires par des sélénoprotéines [START_REF] Mohammadi | Up-regulation of CatSper genes family by selenium[END_REF][START_REF] Brennan | Source of selenium supplementation influences testis selenium content and gene expression profiles in Single Comb White Leghorn roosters[END_REF]. Le Se module l'expression des protéines cjun et cfos, deux composantes essentielles du facteur de transcription, protéine activatrice 1 (AP1), qui contrôle non seulement la croissance et la différenciation cellulaires, mais exerce aussi une fonction régulatrice de la stéroïdogenèse et la spermatogenèse. Une éventuelle altération de l'apport en Se, se traduit généralement par une diminution du nombre des cellules germinales différenciées, ce qui montre le rôle clé du Se dans la régulation de la spermatogenèse [START_REF] Shalini | Role of selenium in regulation of spermatogenesis: involvement of activator protein 1[END_REF].

Chez les souris déficitaires en Se, une baisse du nombre des cellules germinales à des stades post-méiotiques, telles que les spermatides et les spermatozoïdes est généralement constatée [START_REF] Shalini | Role of selenium in regulation of spermatogenesis: involvement of activator protein 1[END_REF]. Les travaux de Wu et al. (1979) et [START_REF] Behne | Effects of selenium deficiency on testicular morphology and function in rats[END_REF] menés sur des animaux déficitaires en Se ont révélé une atrophie bilatérale sévère des testicules, une baisse de la testostérone testiculaire, une hausse des marqueurs du stress oxydatif, une absence d'activité mitotique des spermatogonies, une activité spermatique réduite, et un rétrécissement des tubules épididymaires et des tubes séminifères, qui ne contenaient que les CSs. Les mêmes constatations ont été également rapportées par [START_REF] Kaur | Effects of dietary selenium (SE) on morphology of testis and cauda epididymis in rats[END_REF], suite à une supplémentation excessive en Se chez le rat. Ainsi, un apport adéquat en Se est nécessaire à la conservation de l'aspect normal [START_REF] Behne | Effects of selenium deficiency on testicular morphology and function in rats[END_REF]) et au maintien de l'homéostasie redox de l'épithélium testiculaire [START_REF] Taghizadeh | Effect of selenium on testicular damage induced by varicocele in adult male Wistar rats[END_REF]).

4. Effets sur les spermatozoïdes

Le Se est un élément qui a tendance à s'accumuler dans la pièce intermédiaire (PI) des spermatides et des spermatozoïdes, en s'associant à la protéine structurelle de la capsule mitochondriale, la protéine spermatique cystéine-rich mitochondriale (PSCM) [START_REF] Cataldo | Developmental expression, intracellular localization, and selenium content of the cysteine-rich protein associated with the mitochondrial capsules of mouse sperm[END_REF]. Cette faculté lui confère une fonction structurelle et lui permet de réguler la densité et la mobilité des gamètes mâles. Les défauts métaboliques de l'incorporation du Se dans les cellules spermatiques sont fréquemment corrélés à une stérilité permanente [START_REF] Hansen | Selenium and fertility in animals and man--a review[END_REF].

Un apport nutritionnel faible en Se se manifeste généralement par une augmentation des anomalies des spermatozoïdes au niveau de la tête, de la PI, des mitochondries et de la membrane plasmique.

L'activité du Se réside également dans son rôle de cofacteur activateur de la GPx, une enzyme qui assure la compaction du noyau du spermatozoïde, lui conférant ainsi une structure tertiaire [START_REF] Pfeifer | Identification of a specific sperm nuclei selenoenzyme necessary for protamine thiol cross-linking during sperm maturation[END_REF]. Les sélénoprotéines telles que la mGPx4 et la snGPx4, sont des composantes structurelles des spermatozoïdes matures, indispensables à leur viabilité.

L'absence d'expression de ces sélénoprotéines au cours de la spermatogenèse, augmente le risque d'apparition des anomalies morphologiques des spermatozoïdes [START_REF] Ahsan | Role of selenium in male reproduction -a review[END_REF]. En effet, plusieurs sélénoprotéines sont impliquées dans l'assemblage normal de la queue des spermatozoïdes [START_REF] Suzuki-Toyota | Factors maintaining normal sperm tail structure during epididymal maturation studied in Gopc-/-mice[END_REF]. Un taux inadéquat de Se au niveau de l'épididyme est souvent corrélé à une augmentation des cassures flagellaires des spermatozoïdes [START_REF] Shalini | Dietary selenium deficiency as well as excess supplementation induces multiple defects in mouse epididymal spermatozoa: understanding the role of selenium in male fertility[END_REF].

Dans le testicule, le Se active la protéine Se-rich [START_REF] Ursini | Dual function of the selenoprotein PHGPx during sperm maturation[END_REF], qui maintient la structure de la capsule mitochondriale générée autour de l'axonème des spermatozoïdes par des ponts disulfures [START_REF] Piomboni | The role of mitochondria in energy production for human sperm motility[END_REF]. Une faible supplémentation de Se dans les gonades, se manifeste par des altérations morphologiques des spermatozoïdes, qui montrent communément une déformation de l'architecture de leur PI, dont les mitochondries apparaissent noyées dans une matrice de kératine contenant la majorité du Se spermatique [START_REF] Zhou | Dietary Selenium Deficiency or Excess Reduces Sperm Quality and Testicular mRNA Abundance of Nuclear Glutathione Peroxidase 4 in Rats[END_REF]. Dans l'ensemble, le Se est un élément clé, indispensable au développement et à la genèse des spermatozoïdes fonctionnels [START_REF] Lopez | Effect of organic selenium in the diet on sperm quality of boars[END_REF]).

5. Rôle dans la spermatogenèse

L'approvisionnement en Se dans les cellules germinales de mammifère est un événement physiologique crucial pour le déroulement normal de la spermatogenèse. Les études antérieures ont montré qu'au cours de la spermatogenèse le Se intervient lors du cycle cellulaire pour contrôler la mort cellulaire apoptotique [START_REF] Boitani | Selenium, a key element in spermatogenesis and male fertility[END_REF][START_REF] Song | Effects of dietary selenium on apoptosis of germ cells in the testis during spermatogenesis in roosters[END_REF]. Son activité est principalement médiée par la PHGPx, une sélénoprotéine exprimée par la majorité des cellules germinales et ayant des fonctions multiples. Des travaux cliniques ont établi une relation étroite entre une teneur en PHGPx relativement réduite dans le sperme et certains troubles de la spermatogenèse [START_REF] Roveri | Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase of rat testis. Gonadotropin dependence and immunocytochemical identification[END_REF][START_REF] Boitani | Selenium, a key element in spermatogenesis and male fertility[END_REF]. En effet, pendant la phase tardive de la spermatogenèse, la PHGPx est abondamment synthétisée dans les spermatides sous contrôle indirect de la testostérone [START_REF] Flohé | PHGPx is the mitochondrial capsule selenoprotein of mammalian sperm[END_REF], là où elle demeure enzymatiquement active. Toutefois, elle se transforme en une protéine de structure dans les spermatozoïdes matures, en contribuant à l'assemblage de leur PI, via un processus d'oxydation [START_REF] Roveri | Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase of rat testis. Gonadotropin dependence and immunocytochemical identification[END_REF][START_REF] Maiorino | Functional interaction of phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase with sperm mitochondrion-associated cysteine-rich protein discloses the adjacent cysteine motif as a new substrate of the selenoperoxidase[END_REF]. Cette sélénoprotéine qui peut également se présenter sous forme d'isoforme nucléaire, module la condensation de la chromatine spermatique [START_REF] Moreno | Testis-specific expression of the nuclear form of phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx)[END_REF][START_REF] Conrad | The nuclear form of phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase is a protein thiol peroxidase contributing to sperm chromatin stability[END_REF] et intervient dans le processus de production d'ATP dans la région distale du flagelle [START_REF] Miki | Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-S, a sperm-specific glycolytic enzyme, is required for sperm motility and male fertility[END_REF].

La spermatogenèse est un processus qui nécessite un apport énergétique important et une activité métabolique intense, qui s'accompagne souvent d'une hyperproduction de radicaux libres. La PHGPx est une peroxydase qui assure la protection des membranes biologiques contre les dommages oxydatifs, en réduisant les phospholipides hydro-peroxydés intégrés aux membranes plasmiques [START_REF] Ursini | The selenoenzyme phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase[END_REF]. Cette sélénoenzyme protège particulièrement les mitochondries contre les dommages oxydatifs qui ont lieu dans les spermatides et les spermatocytes I et II [START_REF] Puglisi | Mice overexpressing the mitochondrial phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase in male germ cells show abnormal spermatogenesis and reduced fertility[END_REF]).

Rôle dans la maturation des spermatozoïdes

Les performances reproductrices masculines dépendent non seulement de la genèse de gamètes fonctionnelles, mais également de leur processus de maturation épididymaire. Les troubles d'acquisition de la mobilité ont notamment des répercussions délétères sur la qualité des spermatozoïdes et conduisent dans la plupart des cas à une infertilité apparente [START_REF] Sullivan | The human epididymis: its function in sperm maturation[END_REF]. La snGPx et la nGPx sont deux sélénoprotéines qui contrôlent le développement des spermatozoïdes au cours de la spermatogenèse tardive [START_REF] Chabory | Mammalian glutathione peroxidases control acquisition and maintenance of spermatozoa integrity[END_REF], et qui modulent aussi la stabilité topologique et la condensation de la chromatine des spermatozoïdes pendant la maturation [START_REF] Pfeifer | Identification of a specific sperm nuclei selenoenzyme necessary for protamine thiol cross-linking during sperm maturation[END_REF]. D'autres sélénoprotéines cytosoliques telles que la GPx1 et la GPx4, sont exprimées au niveau de l'épithélium épididymaire et jouent un rôle non négligeable dans la protection des spermatozoïdes contre les attaques des ERO. La sélénoenzyme GPx5 sécrétée dans la lumière des tubules de l'épididyme, agit en synergie avec la GPx3 pour protéger les spermatozoïdes contre les stimuli oxydatifs endogènes ou exogènes, tout au long de leur progression dans le canal épididymaire [START_REF] Noblanc | Glutathione peroxidases at work on epididymal spermatozoa: an example of the dual effect of reactive oxygen species on mammalian male fertilizing ability[END_REF]. Cependant, la GPx5 ne présente pas de site actif pour la Sec, de ce fait, le Se module son activité via la régulation de l'expression de son ARNm [START_REF] Vernet | In vitro expression of a mouse tissue specific glutathione-peroxidase-like protein lacking the selenocysteine can protect stably transfected mammalian cells against oxidative damage[END_REF].

7. Effets sur les CSs

Le Se intervient dans des fonctions biologiques fondamentales du testicule, allant des défenses antioxydantes à la réparation de l'ADN et l'apoptose des cellules germinales [START_REF] Fischer | Selenium protection from DNA damage involves a Ref1/p53/Brca1 protein complex[END_REF]. La spermatogenèse est un processus entièrement dépendant des CSs qui assurent antithyroïdiens communément utilisés dans le traitement des troubles thyroïdiens tels que la maladie de Basedow. Ces agents actifs au niveau de la thyroïde, agissent par inhibition de la synthèse des hormones thyroïdiennes et interfèrent avec l'iodation des résidus de la tyrosine médiée par la peroxydase thyroïdienne, étape cruciale dans la synthèse des hormones thyroïdiennes [START_REF] Marchant | Concentration of 35Spropylthiouracil by the thyroid gland and its relationship to anion trapping mechanism[END_REF][START_REF] Cooper | Antithyroid drugs[END_REF].

Comme le nombre des infections est en augmentation, l'intérêt porté à l'égard des thioamides est de plus en plus grand [START_REF] Crofton | Persistent fever in pulmonary tuberculosis. Older doctors had more experience of tuberculosis[END_REF]. De nombreux thioamides sont utilisés pour traiter certaines infections bactériennes complexes, telles que la tuberculose et la lèpre. Parmi ces composés, on trouve l'éthionamide (2-ethylpyridine-4-carbothioamide) et le prothionamide

(2-propylthioisonicotinamide) qui sont jusqu'à ce jour largement employés dans les thérapies cliniques contre les bacilles fins ou les mycobactéries [START_REF] Wang | Mechanism of thioamide drug action against tuberculosis and leprosy[END_REF]). L'éthionamide et le prothionamide agissent en inhibant la biosynthèse de l'acide mycolique présent dans la paroi des mycobactéries, induisant ainsi une perte de la rigidité et de l'intégrité de leur paroi.

L'éthionamide et le prothionamide peuvent être également prescrits dans les chimiothérapies combinées contre les infections chroniques [START_REF] Katoch | Treatment of paucibacillary leprosy with a regimen containing rifampicin, dapsone and prothionamide[END_REF]).

3. Voies de synthèse

Les thioamides peuvent être obtenus via une variété de voies de synthèse. Parmi les méthodes les plus communes, il y a le traitement des groupements amides avec du sulfure de phosphore ou avec le réactif de Lawesson. Les thioamides peuvent être également synthétisés suite à une réaction entre des composés nitriles et du sulfure d'hydrogène [START_REF] Kaboudin | A NEW, EFFICIENT AND SIMPLE METHOD FOR THE SYNTHESIS OF THIOAMIDES FROM NITRILES[END_REF]). En présence de phosphorodithioate d'ammonium, la réaction entre certains amides aromatiques et aliphatiques peut aboutir à la formation de thioamides hautement stables [START_REF] Kaboudin | Ammonium Phosphorodithioate: A Mild, Easily Handled, Efficient, and Air-Stable Reagent for the Conversion of Amides into Thioamides[END_REF]. Il existe également une voie de synthèse aqueuse à partir d'aldéhydes et de formamides N-substitués [START_REF] Wei | Aqueous Compatible Protocol to Both Alkyl and Aryl Thioamide Synthesis[END_REF]. Les thioamides sont aussi obtenus par une réaction de décarboxylation, qui fait intervenir trois composés principaux, à savoir des acides arylacétiques, des amines et de la poudre de soufre élémentaire [START_REF] Guntreddi | Decarboxylative thioamidation of arylacetic and cinnamic acids: a new approach to thioamides[END_REF]).

4. Impact sur la fertilité masculine

Les hormones thyroïdiennes jouent un rôle important dans la croissance de nombreux tissus, y compris l'épithélium testiculaire, dont le développement dépend d'un taux adéquat de thyroxine (T4) et de triiodothyronine (T3). Dans le testicule, les hormones thyroïdiennes interviennent dans la régulation des deux fonctions fondamentales assurées par le tissu germinal, à savoir, la stéroïdogenèse et la spermatogenèse [START_REF] Sarkar | Effect of neonatal hypothyroidism on prepubertal mouse testis in relation to thyroid hormone receptor alpha 1 (THRalpha1)[END_REF]. Dans la littérature, les données concernant l'impact direct des dérivés du thioamide sur la reproduction masculine sont rares.

Les quelques travaux qui ont concerné l'effet de certaines formes de thioamide commercialisés comme des antithyroïdiens sur les testicules de rat ont montré que l'exposition à ces composés détériore le fonctionnement du système reproducteur masculin. A titre d'exemple, l'hydrazinecarbo-thioamide est un composé hétérocyclique susceptible d'induire chez le rat, une baisse du poids relatif des organes reproducteurs et une altération de la qualité des spermatozoïdes, suite à une perte de la spermatogenèse qui implique une diminution de leur densité et leur mobilité. Ce thioamide peut également diminuer les protéines totales sanguines, augmenter le taux de glycogène et réduire la teneur en cholestérol dans le testicule [START_REF] Singh | Structural Studies with Antimicrobial and Antifertility Activity of a Monofunctional Bidentate Ligand with its Boron(III), Palladium(II), and Platinum(II) Complexes. Phosphorus, Sulfur, and Silicon and the Related Elements[END_REF].

Un consensus général admet que la majorité des effets des thioamides antithyroïdiens sur le testicule sont médiés à travers une perturbation du taux des hormones thyroïdiennes, toutefois, les théories se contredisent. Un autre thioamide, le propylthiouracil a été associé à certains troubles métaboliques dans différents organes, y compris le testicule. En plus d'inhiber la sécrétion d'hormones thyroïdiennes, le propylthiouracil régule la stéroïdogenèse, en diminuant l'expression de la protéine StAR qui assure un rôle capital dans le transport du cholestérol, précurseur des androgènes, à travers l'espace intermembranaire mitochondrial [START_REF] Stocco | Steroidogenic acute regulatory (StAR) protein: what's new?[END_REF]. Bien que les taux périphériques de la testostérone chez le rat ne soient pas affectés par le propylthiouracil [START_REF] Cooke | Increased sperm production in adult rats after transient neonatal hypothyroidism[END_REF], le taux de la testostérone testiculaire est généralement diminué suite à l'administration de ce thioamide chez le rat. Une action directe du propylthiouracil sur les cellules de Leydig qui contribue à la baisse de la production de la testostérone, à travers une inhibition de la fonction de la protéine P450scc et l'expression de la protéine StAR, a été proposée par [START_REF] Chiao | Inhibition of testosterone production by propylthiouracil in rat Leydig cells[END_REF].

La prolifération des CSs est principalement contrôlée par la FSH et les hormones thyroïdiennes. L'hypothyroïdisme engendré par le propylthiouracil entraîne une augmentation du nombre des CSs et favorise leur mitogenèse [START_REF] De Franca | Neonatal hypothyroidism causes delayed Sertoli cell maturation in rats treated with propylthiouracil: evidence that the Sertoli cell controls testis growth[END_REF]. Etant donné que les CSs assurent des fonctions indispensables pour la spermatogenèse [START_REF] Dimitriadis | The Sertoli cell as the orchestra conductor of spermatogenesis: spermatogenic cells dance to the tune of testosterone[END_REF], un lien direct a été établi entre l'augmentation de la densité des cellules germinales et l'exposition au propylthiouracil chez les rongeurs [START_REF] Sarkar | Effect of neonatal hypothyroidism on prepubertal mouse testis in relation to thyroid hormone receptor alpha 1 (THRalpha1)[END_REF].

Thiocyanoacétamide (TA)

1. Synthèse

La molécule de TA (2-cyano-2-p-nitrophenyl-Nbenzylthioamide) a été synthétisée par l'équipe de chimistes du Laboratoire des Hétérocycles et Synthèses Organiques à la Faculté des Sciences de Tunis, sous la direction du Pr. Azaiez Ben Akacha, puis étudiée par notre équipe pour son activité antioxydante. La synthèse du TA a été effectuée dans un ballon bicol dans une atmosphère d'azote, en présence de base forte, le ter-butylate de potassium (tBuOK), permettant aux arylacétonitriles de réagir avec les isothiocyanates et former le TA. 5,6 g-% de tBuOK dissous dans 30 ml de tétrahydrofurane (THF) ont été mélangés goutte-à-goutte avec 11,7 g-% de p-nitrobenzylcyanure. Le mélange a été agité pendant 40 min, puis 11,8 g-% de benzylisothiocyanate mélangés avec 10 ml THF, ont été ajoutés lentement. La solution a été ensuite agitée pendant 3 h à température ambiante, puis hydrolysée avec une solution aqueuse, composée de 18 ml d'eau et 2 ml de HCl (12 N). Le mélange a été extrait deux fois avec 30 ml de chloroforme. La phase chloroformique a été séchée sous vide avec du sulfate de magnésium anhydre, puis évaporée. Pour purifier le TA, le résidu obtenu a été traité par l'éther. Les cristaux ainsi formés ont été récupérés sur un verre fritté, afin d'être recristallisé ensuite dans l'hexane (Figure 13). Abréviations : THF ; tétrahydrofurane, tBuOK ; ter-butylate de potassium, PhCH2NCS ; benzyl-isothiocyanate phenyl méthylène.

Identification

La pureté du TA a été vérifiée par le point de fusion à 124 °C à l'aide d'une chromatographie liquide à haute performance (HPLC), dans les conditions suivantes : une colonne RP18, un détecteur UV de longueur d'onde a été réglé à 250 nm, une phase mobile (eau/acétonitrile) qui a été pompée à un débit de 2 ml/min selon le gradient suivant : 100% d'eau ultra-pure pendant 0,01 min, 75% pendant 3,1 min, 66% pendant 9,1 min, 0% pendant 20 min et 100% pendant 22 min. Le chromatogramme ainsi obtenu a montré un pic à 4,5 min correspondant au TA et confirmant la pureté du composé (Figure 14). L'appareil génital masculin (Figure 16) peut être divisé en cinq parties fonctionnelles, à savoir :

-Un pénis, organe de copulation qui abrite l'urètre et qui appartient aux deux 

Structures et fonctions

1. Pénis

Le pénis est un organe masculin intromittent qui abrite à la fois le canal urinaire et le canal éjaculateur du liquide spermatique. Il est composé principalement de tissu érectile composé de trois colonnes de tissu, deux corps caverneux, deux corps dorsaux et un corps spongieux ventral. Ces tissus sont entourés par une enveloppe fibreuse dense, l'albuginée.

L'extrémité distale du pénis se termine par un gland pénien, qui est couvert par le prépuce.

L'urètre traverse la prostate et le corps spongieux du pénis, avec une ouverture qui repose sur la pointe du gland, désignée le méat ou l'orifice uro-génital. Ce passage assure à la fois la miction et l'éjaculation du sperme [START_REF] Tunc | Detailed Surgical Anatomy of Prostate: Relationship between Urethra and Dorsal Vein Complex with Apex[END_REF]. Afin de permettre l'érection, le pénis est hautement irrigué. L'albuginée du pénis est vascularisée par deux artères dorsales profondes, tandis que le corps érectile est vascularisé par des artères hélicines spiralées, qui se dilatent pendant l'érection et deviennent droites, remplissant ainsi les corps caverneux de sang [START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF].

Glandes annexes 1. Vésicules séminales

Les vésicules séminales sont des glandes composées de tubulo-alvéoles, placées de chaque côté du canal déférent. Chaque vésicule est un conduit plié et enroulé sur lui-même [START_REF] Shah | Histologic and histochemical characterization of seminal vesicle intraluminal secretions[END_REF]. Ce conduit est entouré d'une paroi épaisse, la musculeuse, et est tapissé par un revêtement de cellules épithéliales intercalées, à savoir les cellules basales et les cellules principales, riches en grains de sécrétion. La lamina propria de ces glandes, est très irrégulière et stocke les sécrétions séminales [START_REF] Knoblaugh | 18 -Male Reproductive System[END_REF] . Les vésicules séminales sécrètent une fraction importante du sperme, presque deux tiers du liquide spermatique. La lipofuscine, un pigment cellulaire de couleur brune, qui est présente dans les cellules épithéliales mortes, donne aux sécrétions séminales leur couleur jaunâtre. Les sécrétions séminales sont riches en protéines, en enzymes, en fructose, en vitamine C, en flavines, en phosphorylcholine, en prostaglandines, qui facilitent le déplacement des spermatozoïdes dans les conduits génitaux féminins, et surtout en séménogéline, une glycoprotéine structurelle responsable de la formation de la matrice de gel du sperme [START_REF] Lilja | The predominant protein in human seminal coagulate[END_REF]. Les concentrations élevées de fructose, fournissent aux spermatozoïdes l'énergie nécessaire à leur survie, lorsqu'ils sont dans le sperme (Gonzales 2001).

Prostate

La prostate est une glande exocrine, qui entoure le col de la vessie et la partie initiale de l'urètre désignée l'urètre prostatique. [START_REF] Mcneal | Normal anatomy of the prostate and changes in benign prostatic hypertrophy and carcinoma[END_REF][START_REF] Johnson | Anatomy and physiology of the male reproductive system and potential targets of toxicants[END_REF].

Les cellules prostatiques sont hautement spécialisées et ont développé un métabolisme unique, permettant la sécrétion du citrate, de l'amylase et de la fibrinolysine, qui aident à la liquéfaction du liquide séminal [START_REF] Pol Franklin | Zinc and zinc transporters in normal prostate and the pathogenesis of prostate cancer[END_REF]. Il existe également trois protéines prédominantes dans les sécrétions prostatiques, la phosphatase acide prostatique, l'antigène spécifique de la prostate et la protéine sécrétoire prostatique [START_REF] Lilja | Three predominant proteins secreted by the human prostate gland[END_REF].

3. Glandes bulbo-urétrales

Les glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cowper, sont des glandes tubulo-alvéolaires, situées de part et d'autre de l'urètre et partiellement enfoncées dans le diaphragme urogénital.

Chacune de ces glandes s'ouvre dans l'urètre membraneux, par de longs canaux excréteurs droits. Les glandes bulbo-urétrales sont bordées par un épithélium mucosécrétant [START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF], qui sécrètent le liquide pré-éjaculatoire mucoïde, riche en galactose et contenant peu d'acide sialique. Ce liquide a une fonction de lubrification, permet d'éliminer l'excès d'urine dans l'urètre pénien et protège les spermatozoïdes de l'acidité de l'urètre, au cours de l'éjaculation [START_REF] Pedron | Cowper's gland: anatomic, physiological and pathological aspects[END_REF]).

Conduits du système reproducteur masculin

1. Rete testis

Les tubes séminifères convergent vers le rete testis, qui forme un réseau de canaux anastomosés, permettant le passage des spermatozoïdes dans le canal épididymaire. Le rete testis est bordé de cellules épithéliales cubiques, caractérisées par de nombreuses microvillosités et un cil unique, et est entouré d'un tissu composé de collagène et de cellules myoïdes. Les contractions du tissu musculaire permettent la progression des spermatozoïdes immobiles, du compartiment séminifère vers l'épididyme [START_REF] Wheater | Histologie fonctionnelle[END_REF]).

2. Canaux efférents

Le rete testis se draine dans l'épididyme via une vingtaine de canaux efférents, qui sont bordés par une couche unique de deux types de cellules épithéliales, des cellules cylindriques ciliées et des cellules basses non ciliées. Chaque canal efférent est entouré d'un muscle lisse. Les mouvements ciliaires des cellules épithéliales et les contractions du muscle lisse, aident à propulser les spermatozoïdes vers le conduit épididymaire, tandis que les cellules non ciliées réabsorbent le liquide produit par les testicules [START_REF] Wheater | Histologie fonctionnelle[END_REF].

Epididyme

1. Anatomie et histologie

Le canal épididymaire ou ductus epididymis, est une structure tubulaire étroitement enroulée, qui relie les canaux efférents de l'arrière de chaque testicule à son canal déférent [START_REF] Lunde | Epididymis. Anatomy, function and pathology[END_REF]). Le tube épididymaire est divisé en trois régions anatomiquement distinctes 

2. Fonctions

L'épididyme joue un rôle capital dans le stockage et la différenciation post-testiculaire des gamètes mâles. Les spermatozoïdes formés dans le testicule pénètrent dans la tête de l'épididyme via le rete testis, et progressent tout au long du corps épididymaire afin d'atteindre la région de la queue, où ils seront stockés entre deux éjaculations. Le transit épididymaire dure quelques jours chez les rongeurs, néanmoins, les spermatozoïdes peuvent être stockés au niveau de la queue épididymaire pendant quelques semaines jusqu'à des mois, selon l'espèce [START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF]. Les spermatozoïdes qui pénètrent initialement dans l'épididyme, sont dépourvus de mobilité. Au cours de leur transit dans l'épididyme, les spermatozoïdes subissent le processus de maturation, afin de devenir mobiles. La maturation des spermatozoïdes implique à la fois des modifications du flagelle, de la membrane plasmique et de la chromatine pour permettre l'acquisition des propriétés nécessaires aux mouvements oscillatoires de la queue [START_REF] Jones | To store or mature spermatozoa? The primary role of the epididymis[END_REF].

La fécondance du spermatozoïde n'est achevée, que lorsque la cellule a acquis à la fois la mobilité et la capacité de se fixer à la zone pellucide de l'ovocyte, deux processus indépendants l'un de l'autre. Plusieurs protéines sécrétées par l'épididyme, sous influence de la testostérone, se fixent sur des régions spécifiques de la tête et du flagelle du spermatozoïde, pour permettre l'apparition de nouveaux complexes protéiques et enzymatiques au niveau de l'acrosome. Ces complexes sont responsables de l'adhérence et de la reconnaissance de la zone pellucide. Chez le rat, les spermatozoïdes deviennent fécondants petit à petit, tout au long de leur progression épididymaire, dès qu'ils atteignent la région distale du corps, jusqu'à la région proximale de la queue de l'épididyme. Les spermatozoïdes stockés dans le cauda épididyme ou éjaculés ne sont que 75 à 90% fécondants [START_REF] Tulsiani | Biological Processes that Prepare Mammalian Spermatozoa to Interact with an Egg and Fertilize It[END_REF][START_REF] Gervasi | Molecular changes and signaling events occurring in spermatozoa during epididymal maturation[END_REF]. L'acquisition du pouvoir fécondant n'est achevée à 100%, que lorsque le spermatozoïde subit la capacitation dans le tractus génital féminin, un processus qui consiste à induire des changements membranaires rendant apparents les récepteurs spermatiques de l'acrosome, qui assurent la fixation à la glycoprotéine ZP3 de l'ovocyte [START_REF] Mermillod | Oocyte of domestic mammals: a model for the study of in vitro maturation[END_REF].

Les changements physiologiques du spermatozoïde dans l'épididyme s'effectuent via 

4. Canaux déférents

Les canaux déférents assurent le transport des spermatozoïdes stockés dans la queue de l'épididyme vers le canal éjaculateur. Ces conduits cheminent verticalement en arrière de l'épididyme, et sont entourés d'une couche épaisse de cellules musculaires lisses, innervées par le système nerveux sympathique adrénergique, qui est l'origine des contractions péristaltiques puissantes, permettant la propulsion rapide des spermatozoïdes dans l'urètre, au moment de l'éjaculation [START_REF] Wheater | Histologie fonctionnelle[END_REF]. Chaque canal est bordé d'un épithélium pseudo-stratifié, qui forme avec le chorion des plis longitudinaux, dessinant une petite lumière étoilée. Ces plis favorisent la dilatation du canal au cours de l'éjaculation. L'extrémité distale du canal déférent se dilate en ampoule, liée à un petit canal drainant la vésicule séminale, formant ainsi le canal éjaculateur, qui se verse dans l'urètre au niveau du segment intra-prostatique [START_REF] Johnson | Anatomy and physiology of the male reproductive system and potential targets of toxicants[END_REF].

Testicule

1. Scrotum

Le scrotum est une extension de la peau et du fascia de la paroi abdominale. La peau du scrotum est très épaisse, ce qui permet d'annexer et protéger les testicules et les épididymes. Le scrotum fait office de système de contrôle de la température des testicules, qui doivent se maintenir à 35 °C pour entretenir le développement des spermatozoïdes. La paroi du scrotum se relâche ou se détend, permettant aux testicules de s'écarter ou de se rapprocher du reste du corps, et par conséquent de se réchauffer ou de se refroidir [START_REF] Mieusset | The potential of mild testicular heating as a safe, effective and reversible contraceptive method for men[END_REF].

2. Anatomie du testicule

Les testicules ou gonades mâles sont des structures ovoïdes enveloppées par le scrotum et sont coiffés à leur sommet par l'épididyme, qui est séparé du testicule par le sillon épididymaire [START_REF] Setchell | The mammalian testis[END_REF] 19). 

Fonctions du testicule

Le testicule assure deux fonctions majeures, à savoir :

* Une fonction exocrine : la spermatogenèse ou la production des spermatozoïdes.

* Une fonction endocrine : la stéroïdogenèse ou la production d'androgènes par les cellules somatiques du tissu interstitiel [START_REF] Dorst | Endocrine and spermatogenic testicular function. 9. Correlations between plasma testosterone and morphometric parameters of the testis in boars of different ages[END_REF]).

1. Spermatogenèse

La spermatogenèse est un processus physiologique qui s'active lors de la puberté, permettant une production durable de spermatozoïdes, hautement différenciés à partir de cellules souches. Au cours de l'étape finale de la spermatogenèse ou spermiogenèse, les spermatides se différencient en spermatozoïdes, suite à la condensation et l'allongement de leur noyau, la formation du flagelle, la perte de leur cytoplasme et la biogenèse de l'acrosome « structure lysosomale spécialisée, qui dérive de l'appareil de Golgi, et qui joue un rôle crucial dans la fécondation ». Les spermatozoïdes matures sont ensuite libérés dans la lumière du tube séminifère par le processus de spermiation (Figure 21). 

2. Stéroïdogenèse

Les androgènes principalement produits dans le testicule par les cellules de Leydig, sont indispensables à la différenciation sexuelle masculine, au maintien de la spermatogenèse ainsi qu'à l'expression des caractères sexuels secondaires. La biosynthèse du principal androgène « la testostérone » dépend d'une stimulation chronique des cellules de Leydig par l'hormone lutéinique hypophysaire ou LH. La testostérone régule la libération de l'hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires ou GnRH, qui stimule à son tour la synthèse et la libération de la LH [START_REF] Miller | The molecular biology, biochemistry, and physiology of human steroidogenesis and its disorders[END_REF]. Au niveau des cellules de Leydig, la stéroïdogenèse est initiée par le transfert du cholestérol dans les mitochondries grâce à des protéines régulatrices [START_REF] Burgos-Trinidad | Repression of cAMP-induced expression of the mouse P450 17 alpha-hydroxylase/C17-20 lyase gene (Cyp17) by androgens[END_REF] [START_REF] Guo | Evidence for a role of glycogen synthase kinase-3 beta in rodent spermatogenesis[END_REF]. Le cytoplasme des CSs est très riche en organites tels que les lysosomes, en liaison avec une phagocytose active, et en mitochondries qui modulent un métabolisme cellulaire intense. Les mitochondries sertoliennes se distinguent de celles des cellules germinales par leur forme longue, en coupe transversale elles apparaissent en forme de beignets et peuvent atteindre 2 à 3 µm [START_REF] Nistal | Morphological and histometric study on the human Sertoli cell from birth to the onset of puberty[END_REF][START_REF] Griswold | Interactions Between Germ Cells and Sertoli Cells in the Testis[END_REF]. Le cytoplasme des CSs est riche en glycogène et en gouttelettes lipidiques (GL), qui marquent la capacité de ces cellules à métaboliser le glucose et à recycler les lipides issus de la phagocytose ou des cellules germinales dégénérées [START_REF] Guo | Evidence for a role of glycogen synthase kinase-3 beta in rodent spermatogenesis[END_REF]) (Figure 22). [START_REF] Meng | Regulation of cell fate decision of undifferentiated spermatogonia by GDNF[END_REF]. Les CSs régulent également la sécrétion de l'acide rétinoïque (RA), du facteur de croissance des fibroblastes 9 (FGF9) et du facteur de croissance des cellules souches (FCS). Ces facteurs contrôlent la différenciation des spermatogonies de type A, en spermatogonies de type A1 [START_REF] Shubhada | Sertoli cell secreted growth factor. Cellular origin, paracrine and endocrine regulation of secretion[END_REF][START_REF] Jiang | The roles of fibroblast growth factors in the testicular development and tumor[END_REF]) (Figure 23B).

Les CSs synthétisent près de soixante protéines essentielles à la spermatogenèse, y compris, une protéine se liant aux androgènes (ABP), nécessaire à la maturation des spermatozoïdes, l'hormone antimüllérienne (AMH), qui inhibe la formation des canaux de Müller au cours de l'embryogenèse et contribue à la prévention du développement des organes reproducteurs féminins, l'estradiol, hormone qui joue un rôle capital dans la prévention de l'apoptose des spermatozoïdes, et l'inhibine, hormone qui permet la régulation de la teneur de l'hormone folliculostimulante (FSH) [START_REF] Oliveira | Influence of 5alpha-dihydrotestosterone and 17beta-estradiol on human Sertoli cells metabolism[END_REF][START_REF] Rato | Metabolic modulation induced by oestradiol and DHT in immature rat Sertoli cells cultured in vitro[END_REF].

2. 4. Apoptose et phagocytose

Les CSs assurent non seulement la survie des cellules germinales, mais peuvent éventuellement provoquer leur apoptose, qui est généralement suivie par une phagocytose des cellules apoptotiques [START_REF] Nakanishi | Phagocytic removal of apoptotic spermatogenic cells by Sertoli cells: mechanisms and consequences[END_REF].

Au cours de la spermiogenèse, les CSs sont responsables de la dégradation des corps résiduels des spermatides. Ces corps résiduels sont généralement convertis en lipides, qui seront métabolisés par β-oxydation, pour produire de l'ATP [START_REF] Slaughter | Follicle-stimulating hormone activation of glycogen phosphorylase in the Sertoli cell-enriched rat testis[END_REF] 23D). [START_REF] Gage | Mammalian sperm morphometry[END_REF]. Chez certaines espèces, les spermatozoïdes sont parfois dépourvus de flagelle ou multi-flagellaires [START_REF] Morrow | How the sperm lost its tail: the evolution of aflagellate sperm[END_REF]). Les spermatozoïdes ayant une queue très longue sont caractéristiques des animaux les moins complexes et vice versa. Sur le plan anatomique, le spermatozoïde peut être divisé en cinq compartiments majeurs (Figure 24), à savoir :

* L'acrosome ou la partie qui contient les enzymes indispensables à la fécondation (Boitrelle et al. 2013b). L'acrosome couvre deux tiers du noyau, et est généralement considéré comme un grand lysosome spécialisé. Il est riche en glycoprotéines et en enzymes, telles que la phosphatase acide, la neuraminidase et l'hyaluronidase [START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF].

* La tête renferme un noyau riche en fibres de chromatine condensés et enroulées (Boitrelle et al. 2013a;Boitrelle et al. 2013b).

* Le col, est la partie proximale de la queue, qui contient une paire de centrioles responsables de la formation du centrosome [START_REF] Hewitson | ICSI, male pronuclear remodeling and cell cycle checkpoints[END_REF][START_REF] Fishman | A novel atypical sperm centriole is functional during human fertilization[END_REF]) ainsi qu'une pièce connectrice qui forme les neuf bandelettes fibreuses entourant l'axonème [START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF].

* La pièce intermédiaire (PI), caractérisée par un centre formé de microtubules, appelé axonème. L'axonème est entouré de nombreuses mitochondries allongées et tassées les unes contre les autres. Ces mitochondries sont localisées dans une structure hélicoïdale, qui renferme les fibres longitudinales externes provenant de la pièce connective du col. La partie distale de la PI est marquée par un rétrécissement brutal, associé à un épaississement annulaire de la membrane plasmique, l'anulus (Fawcett 1975a;[START_REF] Travis | Targeting of a germ cell-specific type 1 hexokinase lacking a porin-binding domain to the mitochondria as well as to the head and fibrous sheath of murine spermatozoa[END_REF].

* La pièce principale ou flagelle, composée d'éléments cytosquelettiques dont l'assemblage adéquat est essentiel à la mobilité du spermatozoïde. Le flagelle est subdivisé en pièce principale et pièce terminale (Fawcett 1975b). Il comprend l'axonème entouré par neuf fibres longitudinales, qui elles-mêmes sont entourées par des fibres externes concentriques. L'une des fibres longitudinales postérieures et l'une des fibres longitudinales antérieures fusionnent avec des fibres circonférentielles. Les fibres restantes se répartissent de manière asymétrique pour constituer des compartiments latéraux [START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF]. La partie terminale du flagelle n'est constituée que de l'axonème. Le flagelle est la partie locomotrice qui consomme le plus d'énergie, afin d'exécuter la propulsion du spermatozoïde [START_REF] Tombes | Metabolite channeling: a phosphorylcreatine shuttle to mediate high energy phosphate transport between sperm mitochondrion and tail[END_REF]. Il représente plus de 90% de la longueur totale d'une cellule spermatique de mammifère [START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF]. 

2. Anomalies spermatiques

De multiples facteurs génétiques, micro ou macro-environnementaux y compris les anomalies congénitales ou l'exposition à des agents gonadotoxiques, peuvent altérer la qualité des spermatozoïdes. L'altération des paramètres spermatiques est fréquemment corrélée à une réduction de la densité des spermatozoïdes épididymaires (oligospermie), généralement due à une altération de la spermatogenèse au niveau séminifère, une baisse de la mobilité ou une immobilité (asthénospermie), une augmentation du taux des anomalies morphologiques (tératospermie) et de la proportion des spermatozoïdes épididymaires à gouttelettes cytoplasmiques [START_REF] Naz | Antigenic differences in human sperm samples related to various morphological abnormalities[END_REF][START_REF] Lucio | Sperm count and sperm motility decrease in old rats[END_REF].

La méthode de classification des anomalies morphologiques des spermatozoïdes, établie par David a été proposée au milieu des années 1970, et a été modifiée au début des années 1990, afin de prendre en considération toutes les anomalies qui interfèrent avec les fonctions normales des spermatozoïdes. L'analyse morphologique des spermatozoïdes sur un frottis, révèle une pléthore d'anomalies de la tête, de la PI et de la queue (Figure 25). Ces anomalies reflètent principalement la complexité de la différenciation terminale des spermatozoïdes après plusieurs réactions biochimiques et changements morphologiques, comme la formation de l'acrosome, le développement flagellaire, la condensation de la chromatine et l'élimination du corps résiduel [START_REF] Auger | Another look at human sperm morphology[END_REF]. 

3. Particularités membranaires et stress oxydatif

Les théories actuelles de fusion membranaire suggèrent que la fluidité membranaire est indispensable au fonctionnement du spermatozoïde. La fluidité et la flexibilité des membranes cellulaires dépendent de leur construction lipidique, y compris le taux du cholestérol, les glycolipides mais essentiellement les phospholipides, ou les acides gras polyinsaturés (AGPIs) qui représentent la fraction majeure des lipides spermatiques [START_REF] Vijayasarathy | Bull sperm plasma and acrosomal membranes: fluorescence studies of lipid phase fluidity[END_REF][START_REF] Stramova | Effects of smoking on fatty acid composition of phospholipid sperm membrane and the malondialdehyde levels in human seminal plasma[END_REF]. Etant donné que l'épididyme est le siège d'activation du métabolisme lipidique, permettant aux acides gras (AGs) d'atteindre le site de la β-oxydation mitochondriale au niveau de la PI [START_REF] Aveldano | Lipid remodelling during epididymal maturation of rat spermatozoa. Enrichment in plasmenylcholines containing long-chain polyenoic fatty acids of the n-9 series[END_REF], les spermatozoïdes n'atteignent ce profil lipidique, qu'après la fin de leur maturation dans l'épididyme [START_REF] Poulos | Changes in phospholipids of ram spermatozoa during migration through the epididymis and possible origin of prostaglandin F2alpha in testicular and epididymal fluid[END_REF] 

5. Métabolisme et énergie

Du moment de leur production dans les testicules jusqu'à ce qu'ils atteignent l'épididyme, les spermatozoïdes restent immobiles et dépendent d'une supplémentation adéquate en substrats nutritifs [START_REF] Hofmann | Adenosine triphosphate and adenosine diphosphate in human semen: correlation with sperm count and motility[END_REF]. Pour préserver l'intégrité de leur milieu intracellulaire par extrusion active des ions, modifier leur profil lipidique au cours de la maturation, et entamer la réaction acrosomique et la fécondation dans les voies génitales féminines, les spermatozoïdes ont besoin d'une production d'énergie importante. Pourtant, ces cellules dépensent la majorité de leurs réserves en ATP pour maintenir leur mobilité [START_REF] Hofmann | Adenosine triphosphate and adenosine diphosphate in human semen: correlation with sperm count and motility[END_REF]. Les spermatozoïdes produisent de l'énergie via deux processus métaboliques majeurs, à savoir, la glycolyse et la phosphorylation oxydative.

5. 1. Mitochondries spermatiques

Depuis leur découverte, les mitochondries ont toujours été considérées comme des organites discrets, et le siège de la chaîne respiratoire permettant la phosphorylation de l'ADP en ATP grâce à l'énergie libérée par l'oxydation de donneurs d'électrons via cette chaîne respiratoire [START_REF] Chance | The respiratory chain and oxidative phosphorylation[END_REF].

La stabilité et la résistance remarquable de la gaine mitochondriale des spermatozoïdes, sont dues à sa composition riche en sélénoprotéines, qui sont essentiellement des phospholipides hydroperoxydés de la GPx [START_REF] Maiorino | Oxidative stress, spermatogenesis and fertility[END_REF]. Ces sélénoprotéines fournissent une protection enzymatique au spermatozoïde contre la peroxydation lipidique pendant la spermatogenèse. Les mitochondries spermatiques sont caractérisées par un cytochrome ct spécifique, qui est différent du cytochrome cs, caractéristique des cellules somatiques [START_REF] Huttemann | Cytochrome c oxidase of mammals contains a testes-specific isoform of subunit VIb--the counterpart to testes-specific cytochrome c?[END_REF]. Les mitochondries sont la source d'ATP nécessaire à la respiration aérobie des spermatozoïdes. Bien que leur fonction soit similaire à celle des mitochondries somatiques, les mitochondries spermatiques sont associées à plusieurs isoformes protéiques, comme la lactate déshydrogénase (LDH) et l'hexokinase [START_REF] Travis | Targeting of a germ cell-specific type 1 hexokinase lacking a porin-binding domain to the mitochondria as well as to the head and fibrous sheath of murine spermatozoa[END_REF]. La LDH spermatique (LDH-C4) occupe une position intra-mitochondriale qui semble être confinée uniquement au spermatozoïde, et est impliquée dans le métabolisme du pyruvate et du lactate [START_REF] Coronel | Catalytic properties of the sperm-specific lactate dehydrogenase (LDH X or C4) from different species[END_REF][START_REF] Montamat | Subcellular localization of branched-chain amino acid aminotransferase and lactate dehydrogenase C4 in rat and mouse spermatozoa[END_REF]). L'activité mitochondriale joue également un rôle important dans la glycolyse, via l'oxydation du glycerol-1-phosphate en dihydroxyacétone phosphate ce qui permet la réoxydation de la NADH et l'activation des enzymes glycolytiques (Jones and Gillan 1996).

5. 2. Phosphorylation oxydative (PO)

Sans mitochondries, les cellules seraient largement dépendantes de la glycolyse anaérobie pour produire de l'énergie. Les mitochondries situées au niveau de la PI, sont le siège de la respiration et la PO des spermatozoïdes [START_REF] Travis | The role of cholesterol efflux in regulating the fertilization potential of mammalian spermatozoa[END_REF]. La respiration spermatique nécessite le catabolisme d'une variété de substrats y compris le malate, le pyruvate, le L-lactate, le succinate, et l'acétoacétate faisant intervenir une PO active au niveau mitochondrial [START_REF] Nevo | Dependence of Sperm Motility and Respiration on Oxygen Concentration[END_REF]. En aérobie, les spermatozoïdes consomment de l'oxygène afin de produire de l'ATP et peuvent préserver leur mobilité et leur survie en absence de substrats énergétiques exogènes, en métabolisant leurs phospholipides endogènes [START_REF] Storey | Mammalian sperm metabolism: oxygen and sugar, friend and foe[END_REF]) (Figure 26).

La PO est un processus qui génère plus d'énergie que la glycolyse, en produisant jusqu'à 30 molécules d'ATP par molécule de glucose oxydée contre 2 molécules d'ATP produites par glycolyse [START_REF] Ford | Glycolysis and sperm motility: does a spoonful of sugar help the flagellum go round?[END_REF]. De ce fait, le métabolisme des sucres dans les mitochondries peut produire 15 fois plus d'ATP que la glycolyse [START_REF] Lee | Role of glucose metabolism and ATP in maintaining PINK1 levels during Parkin-mediated mitochondrial damage responses[END_REF]. Pourtant, certaines études ont montré que les spermatozoïdes non seulement privilégient, mais dépendent particulièrement de la glycolyse pour conserver leur activité flagellaire [START_REF] Ford | Glycolysis and sperm motility: does a spoonful of sugar help the flagellum go round?[END_REF]Kim et al. 2007). Cette dépendance a été largement contestée et reste toujours mal élucidée. 

Pourquoi avoir choisi le rat comme modèle expérimental ?

Le rat offre de nombreux avantages par rapport aux autres animaux de laboratoire. En effet, les rats ont une physiologie plus facile à contrôler avec le temps et qui est très semblable aux conditions physiologiques humaines. Le rat est considéré comme le principal modèle pour les études mécanistiques de la reproduction humaine, vu que l'organisme de ce rongeur réagit d'une manière similaire à celui de l'homme, notamment vis-à-vis des agents environnementaux (toxines, médicaments, stress, etc). De plus, pour tester l'efficacité ou encore la toxicité médicamenteuse, la taille du rat est idéale pour effectuer des prélèvements sanguins en série. 

Méthodologie

Dans ce qui suit, nous allons tout d'abord effectuer une étude cytologique des spermatozoïdes fraîchement extraits de la queue épididymaire, ce qui nous permettra d'évaluer l'impact de nos traitements sur la densité, la mobilité, la mortalité et les anomalies morphologiques des spermatozoïdes matures. Par la suite, nous allons procéder à une observation comparative entre les groupes, de l'histologie du tissu testiculaire, épididymaire et hépatique. Finalement, nous allons effectuer un hémogramme et doser quelques paramètres biochimiques, afin d'évaluer la fonction hépatorénale (bilan lipidique, ionogramme, enzymes hépatiques).

1. Analyse cytologique des spermatozoïdes

Les spermatozoïdes présents dans le canal épididymaire sont immatures. Tout au long de leur progression dans l'épididyme, ils subissent un processus de maturation qui leur permettra d'acquérir la capacité à se déplacer. Les spermatozoïdes achèvent leur maturation au niveau de la queue de l'épididyme, où ils seront stockés jusqu'à l'éjaculation. Afin d'obtenir des spermatozoïdes matures, nous avons dilacéré la queue de l'épididyme dans 1 ml NaCl ( 1M). L'organe a été maintenu à 35 °C pendant 10 min pour permettre la migration des spermatozoïdes, en dehors de l'épididyme, et afin de les récupérer en suspension. Les solutions mères de spermatozoïdes issus des différents groupes ont été utilisées pour effectuer les examens microscopiques cités ci-dessous.

1. 1. Estimation de la densité et la mobilité

Le comptage des spermatozoïdes et l'évaluation de leur mobilité sont deux facteurs fondamentaux pour l'identification d'une oligoasthénospermie conséquente à la gonadotoxicité des traitements. La densité et la mobilité des spermatozoïdes ont été mesurées à un grossissement de 100 ×, en utilisant un hématimètre de type Thoma. Cet hématimètre consiste en une lame de verre quadrillée de 1 mm de diamètre, et est composée de 16 grands carrés contenant 16 petits carrés répartis sur 6 lignes horizontales et verticales.

Un volume de 1 µl de la suspension spermatique a été injecté dans la zone quadrillée de la cellule de Thoma (carré bleu). Seules les têtes des spermatozoïdes qui se trouvaient à l'intérieur des 16 carrés (carré rouge) ont été prises en considération (Figure 29). La densité spermatique a été exprimée en nombre de spermatozoïdes × 10 6 /ml, selon la formule suivante : 

Dosage des paramètres biochimiques

Les différents paramètres biochimiques mesurés, nous ont permis d'établir une estimation globale de l'impact des traitements sur la fonction hépatique. Le plasma a été récupéré à partir du sang prélevé par ponction cardiaque dans des tubes héparinés, pour effectuer un ionogramme, un bilan lipidique et un dosage des principales enzymes hépatiques. 

Ionogramme

Les ions, de par leur concentration dans l'organisme et leur faible masse moléculaire, interviennent dans l'osmolarité des liquides de l'organisme. L'ionogramme consiste à mesurer les taux sanguins des principaux constituants ioniques, ce qui permet de mettre en évidence tout éventuel déséquilibre de l'homéostasie acido-basique et révéler certaines pathologies du foie.

A cet égard, nous avons déterminé les concentrations des principaux ions minéraux présents dans le sang à savoir, les cations sodium (Na + ) et potassium (K + ), ainsi que l'anion chlore (Cl -).

Leurs concentrations plasmatiques ont été exprimées en mEq/L. Nous avons également mesuré le taux sanguin du fer ferrique (Fe 3+ ), un élément indispensable au fonctionnement cellulaire et dont le taux sanguin a été fréquemment corrélé à une variation de l'activité des hépatocytes, qui contrôlent son métabolisme et son stockage. 

5. Hémogramme

Pour dépister une altération de la formule sanguine en réponse à des agents nocifs et juger de l'impact de nos produits à tester sur les cellules sanguines, l'hémogramme est un examen de choix. L'action cytotoxique de la DOX a également conduit à une perte du contact entre les cellules germinales et les CSs, ainsi qu'entre les CSs et la MB (tête de flèche). La MB a pris un aspect irrégulier, avec une accumulation sous-membranaire des fibres de collagène (Figure 34).

Nous avons également mis en évidence une réduction de la densité aux électrons du nucléole de la CS en contact avec la DOX (rectangle) (Figure 34). Chez les rats ayant reçu la DOX seule, nous avons noté un aspect flagellaire altéré (rectangle) (Figure 35) et la présence de quelques têtes de spermatides allongées en apoptose (flèches bleues) (Figure 35). peut-être conséquente à une inhibition de la sécrétion de l'érythropoïétine, hormone sécrétée par les reins et qui stimule la formation des globules rouges [START_REF] Couture | The ATP-binding cassette transporters and their implication in drug disposition: a special look at the heart[END_REF]. Deux activités cytotoxiques principales justifient l'hématotoxicité de la DOX, soit l'altération des cellules de la moelle osseuse et l'inhibition de leur activité proliférative [START_REF] Richman | Chemotherapy versus chemoimmunotherapy of head and neck cancer: report of a randomized study[END_REF], soit l'apoptose des cellules sanguines suite à de nombreux dommages de leur ADN [START_REF] Doroshow | Oxidative DNA base modifications in peripheral blood mononuclear cells of patients treated with high-dose infusional doxorubicin[END_REF].

La leucocytose due à la DOX peut s'expliquer par le fait que cette anthracycline stimule la cascade pro-inflammatoire, en augmentant les prostaglandines E2, les interleukines et les cytokines inflammatoires [START_REF] Sauter | Doxorubicin and daunorubicin induce processing and release of interleukin-1β through activation of the NLRP3 inflammasome[END_REF]. La DOX altère l'intégrité des plaquettes et augmente plusieurs fois leur taux [START_REF] Kim | Doxorubicin-induced platelet procoagulant activities: an important clue for chemotherapy-associated thrombosis[END_REF]. Le risque de thrombocytopénie chez les patients augmente nettement avec les doses cumulatives de la DOX [START_REF] Kim | Doxorubicin-induced platelet cytotoxicity: a new contributory factor for doxorubicinmediated thrombocytopenia[END_REF]. Etant donné que les plaquettes interviennent dans la cascade inflammatoire à travers plusieurs coopérations avec les leucocytes et la production de médiateurs pro-inflammatoires [START_REF] Thomas | The role of platelets in inflammation[END_REF], nous avons considéré l'hyperplaquettose et l'hyperleucocytose en réponse à la DOX, comme deux événements associés.

Malgré le fait que de nombreux analogues de thioamide soient reconnus pour leur effet immunostimulant in vivo [START_REF] Brain | Thioamide Synthesis: Thioacyl-N-phthalimides as Thioacylating Agents[END_REF][START_REF] Zacharie | Thioamides: Synthesis, Stability, and Immunological Activities of Thioanalogues of Imreg. Preparation of New Thioacylating Agents Using Fluorobenzimidazolone Derivatives[END_REF], le TA semble plutôt doté d'un effet antiinflammatoire, réduisant l'hyperleucocytose liée à la DOX. L'aptitude du TA à minimiser l'hématotoxicité de la DOX, laisse suggérer encore une fois l'éventualité d'une interaction entre ces deux molécules au niveau périphérique, faisant intervenir un ensemble de facteurs qui contribuent à l'effet protecteur du TA, hypothèse qui sollicite une vérification par des études plus ciblées. [START_REF] Hou | Doxorubicin induces apoptosis in germ line stem cells in the immature rat testis and amifostine cannot protect against this cytotoxicity[END_REF][START_REF] Brilhante | Late morfofunctional alterations of the Sertoli cell caused by doxorubicin administered to prepubertal rats[END_REF].

Conclusion

Cet agent antinéoplasique entraîne l'apoptose des CSs, diminue leur sécrétion de transferrine, [START_REF] Nambu | Effects of anti-cancer agents on cultured rat Sertoli cells[END_REF], inhibe leur capacité à proliférer [START_REF] Nurmio | Functional in vitro model to examine cancer therapy cytotoxicity in maturing rat testis[END_REF]) et amplifie les attaques des ERO in vitro et in vivo [START_REF] Tremblay | In vitro study of doxorubicin-induced oxidative stress in spermatogonia and immature Sertoli cells[END_REF]. Bien que les études menées sur des rongeurs aient associé l'exposition à la DOX a une apoptose des CSs et une altération de la spermatogenèse, le mécanisme moléculaire sous-jacent aux effets délétères de la DOX sur les CSS est toujours mal élucidé [START_REF] Ward | Delayed effects of doxorubicin on spermatogenesis and endocrine function in rats[END_REF][START_REF] Vendramini | Amifostine reduces the seminiferous epithelium damage in doxorubicin-treated prepubertal rats without improving the fertility status[END_REF].

Le Se contribue à de nombreux processus biologiques fondamentaux, allant de l'activation du système de défense antioxydant, à la protection et la réparation de l'ADN et la stimulation de l'apoptose [START_REF] Fischer | Selenium protection from DNA damage involves a Ref1/p53/Brca1 protein complex[END_REF]. Les travaux antérieurs ont décrit une implication du Se dans le maintien de l'homéostasie redox des CSs [START_REF] Erkekoglu | The effects of di(2ethylhexyl)phthalate exposure and selenium nutrition on sertoli cell vimentin structure and germ-cell apoptosis in rat testis[END_REF]Adegoke et al. 2018b), jouant ainsi un rôle déterminant dans leur survie, via la modulation des signaux autophagiques et apoptotiques [START_REF] Li | Testicular toxicity induced by dietary cadmium in cocks and ameliorative effect by selenium[END_REF][START_REF] Sattar | Selenoprotein-U (SelU) knockdown triggers autophagy through PI3K-Akt-mTOR pathway inhibition in rooster Sertoli cells[END_REF].

Dans la littérature, les études qui ont exploré l'impact des dérivés du thioamide sur les CSs sont inexistantes. Notre étude est parmi les premières à avoir mis en évidence certains effets d'un nouvel analogue de thioamide, administré seul ou en association avec la DOX, sur les CSs cultivées in vitro.

Les agents toxiques tels que la DOX provoquent la mort massive des cellules germinales, ce qui entraîne de nombreuses altérations fonctionnelles et morphologiques des CSs [START_REF] Griswold | Interactions Between Germ Cells and Sertoli Cells in the Testis[END_REF][START_REF] Yang | Assessment of doxorubicin-induced mouse testicular damage by the novel second-harmonic generation microscopy[END_REF]. Jusqu'à présent, les effets directs de la DOX sur les Outre la toxicité apparente des trois doses de Se et de TA, leur co-administration avec la DOX a empêché la baisse de l'activité métabolique des CSs. Toutefois, contrairement au Se, deux des trois doses de TA ont permis de rétablir l'activité de la LDH extracellulaire à des valeurs similaires à celles du groupe CTR. Nous n'avons identifié aucune variation significative de la fluorescence rouge ou verte, dans les différents groupes traités, par rapport au CTR.

Le co

La mitochondrie joue un rôle capital dans la modulation des signaux de mort et de survie cellulaire, et intervient dans la production des ERO. Toute variation du ΔΨm peut généralement refléter le statut redox de la cellule. Bien que la surproduction des ERO figure parmi les effets cytotoxiques majeurs de la DOX, dans notre étude, la mesure de certains marqueurs du stress oxydatif y compris les groupement carbonyles, la production de la 3-nitrotyrosine et des 4-HNE, n'a indiqué aucune variation significative de ces biomarqueurs dans tous les groupes traités en comparaison au groupe CTR.

Les traitements combinés diminuent l'apoptose DOX-dépendante

L'activité cytotoxique de la DOX est principalement médiée par une stimulation de l'apoptose cellulaire [START_REF] Wang | Doxorubicin induces apoptosis in normal and tumor cells via distinctly different mechanisms. intermediacy of H(2)O(2)-and p53-dependent pathways[END_REF]. Après expositions des CSs aux différentes formules de traitement, nous avons étudié quelques aspects de l'apoptose. En premier lieu, nous avons examiné l'aspect des noyaux marqués par le Hoechst qui ont été par la suite comptabilisés. Leur aspect a permis de les répartir en cellules normales ayant un noyau intègre et en cellules 

La co-administration DOX + TA diminue l'autophagie

L'autophagie est un mécanisme qui peut être déterminant dans le maintien ou la suppression de l'apoptose [START_REF] Ryter | The impact of autophagy on cell death modalities[END_REF]. Après avoir étudié quelques aspects de l'apoptose dans les CSs, nous nous sommes penchés sur une étude de l'autophagie. Nos résultats n'ont montré aucune fluctuation significative dans tous les groupes traités par rapport au CTR, excepté une diminution significative de 40,7% de la fluorescence du MDC dans le groupe 1 µM DOX + 0,25 mM TA, une baisse évocatrice d'une réduction de l'autophagie dans les CSs exposées à ce co-traitement.

montré une meilleure capacité à réduire la mort nécrotique médiée par la DOX, ce qui a résulté en une augmentation de leur taux de survie et une restauration de leur aspect pyramidal normal.

Ceci marque une atténuation par le TA de la cytolyse sertolienne DOX-dépendante.

Les mitochondries sont le siège de la production d'énergie et sont donc des organites indispensables au fonctionnement cellulaire. Les dommages potentiels de la membrane mitochondriale sont un signe précoce de l'apoptose et un marqueur sensible de la cytotoxicité exogène [START_REF] Frantz | Mitochondria as a target in treatment[END_REF]. La DOX est une toxine mitochondriale qui modifie le ΔΨm, dont la stabilité est un facteur déterminant dans la survie ou la mort cellulaire [START_REF] Kroemer | Mitochondrial membrane permeabilization in cell death[END_REF]. Contrairement aux observations de [START_REF] Kuznetsov | Changes in mitochondrial redox state, membrane potential and calcium precede mitochondrial dysfunction in doxorubicin-induced cell death[END_REF] et [START_REF] Xu | Melatonin protection against lethal myocyte injury induced by doxorubicin as reflected by effects on mitochondrial membrane potential[END_REF] 2012), toutefois, si les cellules sont soumises à un stress exogène, cet oligoélément peut avoir un effet préventif contre la dépolarisation du ΔΨm [START_REF] Shi | Protective effects of selenium on aflatoxin B1-induced mitochondrial permeability transition, DNA damage, and histological alterations in duckling liver[END_REF]. Dans notre étude, aucune des trois doses de Se n'a affecté le ΔΨm, mais son administration à des concentrations finales de 12 µM et 50 µM en présence de la DOX, a entraîné une hyperpolarisation du ΔΨm. En général, l'augmentation de ΔΨm est corrélée à une hausse de la production de l'ATP, mais à des valeurs supérieures à la normale, ceci indique un déséquilibre oxydatif qui engendre une surproduction des ERO [START_REF] Starkov | The role of mitochondria in reactive oxygen species metabolism and signaling[END_REF][START_REF] Bagkos | A new model for mitochondrial membrane potential production and storage[END_REF]. Nous avons conclu que les changements de la fonction mitochondriale sertolienne, par les deux co-traitements, semblent varier en fonction de la dose utilisée. Les résultats de cette étude ont contribué à la sélection des concentrations de Se et de TA les plus appropriées, afin de procéder à une étude du stress oxydatif, de l'apoptose et de l'autophagie.

Le contrôle de la production des ERO par les mitochondries est un processus essentiel qui reflète le fonctionnement mitochondrial dans des conditions physiologiques bien déterminées [START_REF] Starkov | An update on the role of mitochondrial alpha-ketoglutarate dehydrogenase in oxidative stress[END_REF]. Outre le ΔΨm, la mesure de produits résultant des attaques des radicaux libres peut fournir des indices sur le fonctionnement des mitochondries des CSs. Selon les travaux de Zhao et al. (2014) et [START_REF] Wei | Anticancer drug nanomicelles formed by selfassembling amphiphilic dendrimer to combat cancer drug resistance[END_REF], la DOX stimule la peroxydation lipidique (PL) dans les mitochondries cardiaques et favorise la génération des ERO dans les fibroblastes.

Nos données ont montré que dans les CSs, la DOX ne provoque aucune variation de la PL, du taux des groupements carbonyles et des 3-nitrotyrosines. Il est probable que l'absence de changement des marqueurs du stress oxydatif mesurés, peut être liée à une différence de sensibilité cellulaire à la DOX. Contrairement aux cellules germinales qui sont particulièrement vulnérables aux dommages oxydatifs [START_REF] Walczak-Jedrzejowska | The role of oxidative stress and antioxidants in male fertility[END_REF], les CSs se distinguent par leur système de défense antioxydant performant, capable de neutraliser les ERO les plus potentiels [START_REF] Guerriero | Roles of reactive oxygen species in the spermatogenesis regulation[END_REF]. Nous avons supposé que cette particularité permet aux CSs de réduire l'hyperréactivité des radicaux libres générés par la DOX.

De nombreuses voies de mort cellulaire déclenchées par la DOX ont été décrites, notamment, la nécrose [START_REF] Sugimoto | Low-dose doxorubicininduced necrosis in Jurkat cells and its acceleration and conversion to apoptosis by antioxidants[END_REF], l'apoptose [START_REF] Synowiec | Doxorubicin Differentially Induces Apoptosis, Expression of Mitochondrial Apoptosis-Related Genes, and Mitochondrial Potential in BCR-ABL1-Expressing Cells Sensitive and Resistant to Imatinib[END_REF] et l'autophagie [START_REF] Koleini | Autophagy and mitophagy in the context of doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF]. Le dysfonctionnement mitochondrial, la génération des ERO et l'activation des caspases sont des évènements déterminants dans l'activation de la mort cellulaire [START_REF] Perl | Mitochondrial hyperpolarization: a checkpoint of T-cell life, death and autoimmunity[END_REF]). Malgré cela, la mort cellulaire médiée par la DOX peut résulter d'un processus indépendant de la perte de ΔΨm et la génération des ERO, qui ne semblent pas être les seuls activateurs apoptotiques [START_REF] Ly | The mitochondrial membrane potential (deltapsi(m)) in apoptosis; an update[END_REF]. L'action délétère de la DOX sur l'ADN est également un processus activateur de l'apoptose [START_REF] Gewirtz | A critical evaluation of the mechanisms of action proposed for the antitumor effects of the anthracycline antibiotics adriamycin and daunorubicin[END_REF], via la régulation de l'activité de nombreux modulateurs apoptotiques tels que la CENP-A, la Mad2, et la BubR1 [START_REF] Eom | Two distinct modes of cell death induced by doxorubicin: apoptosis and cell death through mitotic catastrophe accompanied by senescence-like phenotype[END_REF], ainsi que les protéines anti et pro-apoptotique Bax et Bcl-2 [START_REF] Sharifi | Doxorubicin Changes Bax /Bcl-xL Ratio, Caspase-8 and 9 in Breast Cancer Cells[END_REF]. Dans notre travail, la DOX n'a pas eu d'effet notable sur l'expression des protéines Bax et Bcl-2 dans les CSs, pourtant, nous avons mis en évidence une augmentation du nombre des cellules apoptotiques et de l'activité de la caspase-3. Cela indique un déclenchement de l'apoptose par la DOX, toutefois, via une voie de signalisation autre que la voie Bax/Bcl-2, qui ne fait pas intervenir un dysfonctionnement mitochondrial. Nous avons présumé qu'une apoptose, associée à un stress du réticulum endoplasmique, a pu avoir lieu. Dans ce contexte, il convient de mentionner qu'un tel effet a été déjà décrit dans les cardiomyocytes traités avec la DOX, dont une perturbation de certains modulateurs du stress du réticulum endoplasmique a été rapportée [START_REF] Fu | Chemical Endoplasmic Reticulum Chaperone Alleviates Doxorubicin-Induced Cardiac Dysfunction[END_REF].

Lorsque la cascade de signalisation apoptotique intrinsèque est déclenchée par la libération de cytochrome c et l'activation de la caspase-3 [START_REF] Wang | The role of mitochondria in apoptosis*[END_REF], l'activité de la caspase-3 atteint un seuil maximal et peut stimuler l'apoptose par plusieurs voies de signalisation, telles que la voie MEK/ERK [START_REF] Manov | Inhibition of doxorubicin-induced autophagy in hepatocellular carcinoma Hep3B cells by sorafenib--the role of extracellular signalregulated kinase counteraction[END_REF]) ou NF-кB [START_REF] Jacobs | The semisynthetic flavonoid monoHER sensitises human soft tissue sarcoma cells to doxorubicin-induced apoptosis via inhibition of nuclear factor-kappaB[END_REF]. A cet égard, dans la troisième partie de notre travail, nous évaluons l'impact de nos traitements sur les spermatozoïdes épididymaires de rat in vitro.

Introduction

Les spermatozoïdes sont des cellules hautement différenciées qui assurent la transmission du matériel génétique paternel. Contrairement aux cellules somatiques, les spermatozoïdes sont des cellules spécialisées, avec des caractéristiques structurelles reflétant leurs fonctions particulières [START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF]. Parmi les cellules de mammifères, les spermatozoïdes se distinguent par leur activité métabolique importante [START_REF] Hofmann | Adenosine triphosphate and adenosine diphosphate in human semen: correlation with sperm count and motility[END_REF], qui permet la genèse de l'ATP intracellulaire par oxydation de plusieurs substrats y compris le fructose, le glucose, le sorbitol, le lactate ou encore le pyruvate. Cette énergie dérive de deux processus métaboliques essentiels, à savoir, la glycolyse et la PO [START_REF] Hung | Sperm mitochondrial integrity is not required for hyperactivated motility, zona binding, or acrosome reaction in the rhesus macaque[END_REF]. Pourtant, même à de faibles concentrations, les gamètes mâles métabolisent préférentiellement le glucose, afin de maintenir leur mobilité [START_REF] Rodriguez-Gil | Mammalian Sperm Energy Resources Management and Survival during Conservation in Refrigeration[END_REF].

D'un point de vue structurel, la maturation complète de la membrane du spermatozoïde n'est atteinte qu'après son passage dans l'épididyme. La membrane spermatique se caractérise par sa composition spécifique, constituée principalement de phospholipides dont 70% des acides gras polyinsaturés (AGPIs) [START_REF] Lenzi | Lipids of the sperm plasma membrane: from polyunsaturated fatty acids considered as markers of sperm function to possible scavenger therapy[END_REF]. La perte de la fonction spermatique a été fréquemment corrélée à de nombreux facteurs, tels que la peroxydation des AGPIs de la membrane plasmique ou les dommages de l'ADN, qui conduisent à une perte de la fluidité et de l'intégrité cellulaire [START_REF] Kato | Sperm motion analysis in rats treated with adriamycin and its applicability to male reproductive toxicity studies[END_REF].

La DOX est une toxine testiculaire connue pour son effet inhibiteur sur la spermatogenèse [START_REF] Sakai | Effects of doxorubicin on sperm DNA methylation in mouse models of testicular toxicity[END_REF]. Au niveau testiculaire, la DOX peut interagir avec la Topo-II, une enzyme abondante dans les cellules à prolifération rapide, et détériorer la topologie de l'ADN stimulant ainsi les signaux apoptotiques dans les cellules germinales [START_REF] Brilhante | Late morfofunctional alterations of the Sertoli cell caused by doxorubicin administered to prepubertal rats[END_REF]. Ceci conduit à une baisse importante de la production des spermatozoïdes et l'apparition d'une oligospermie et parfois d'une azoospermie. La DOX endommage également les spermatozoïdes matures en altérant leur composition lipidique membranaire via la genèse excessive de radicaux libres [START_REF] Saalu | Early and delayed effects of doxorubicin on testicular oxidative status and spermatogenesis in rats[END_REF][START_REF] Said | Extracellular matrix proteins modulate antimigratory and apoptotic effects of Doxorubicin[END_REF].

Durant les dernières décennies, d'innombrables travaux ont mis en évidence l'importance du Se dans le maintien de la fonction et la structure du spermatozoïde [START_REF] Hansen | Selenium and fertility in animals and man--a review[END_REF][START_REF] Keskes-Ammar | Sperm oxidative stress and the effect of an oral vitamin E and selenium supplement on semen quality in infertile men[END_REF]. Le Se est essentiel à la fertilité masculine, en étant indispensable à la biosynthèse de la testostérone, ainsi qu'à la formation et le développement normal des gamètes mâles [START_REF] Behne | Effects of selenium deficiency on testicular morphology and function in rats[END_REF]. Une carence en Se s'accompagne souvent d'anomalies structurelles de la PI et d'une baisse de la mobilité, due à un dysfonctionnement flagellaire. Le Se joue un rôle crucial dans le maintien de la fécondité du spermatozoïde, en étant nécessaire à la polymérisation de la GPx4, enzyme qui protège les spermatozoïdes des dommages oxydatifs, tout au long de leur développement et leur maturation. Comme la GPx4 représente environ 50% des enzymes mitochondriales, sa polymérisation confère une stabilité structurelle, requise pour la mobilité du spermatozoïde [START_REF] Iwanier | Selenium supplementation enhances the element concentration in blood and seminal fluid but does not change the spermatozoal quality characteristics in subfertile men[END_REF].

L'azoospermie ou la baisse de la fertilité chez les sujets mâles reste une contrainte majeure pour les sujets adultes et juvéniles qui ont subi une chimiothérapie (Skinner et al. 1. Matériels

Extraction des spermatozoïdes

La queue épididymaire est le site de stockage des spermatozoïdes matures, où ces derniers subissent le processus de maturation afin d'acquérir leur mobilité [START_REF] Cameron | Sperm competition and the evolution of ejaculate composition[END_REF]. Les spermatozoïdes matures ont été extraits de la queue épididymaire de rat adulte sain (âgé de 8 à 10 semaines). Après sa dissection, le cauda épididyme a été immédiatement placé dans 1 ml de RMPI-1640 et maintenu à 37 °C. Chaque expérimentation a été précédée par une numération et une estimation de la mobilité des spermatozoïdes, à l'aide d'un hémocytomètre de type THOMA. Nous avons également évalué la viabilité cellulaire par une coloration à l'éosine (voir publication I). Afin d'éviter que les données soient biaisées par la présence des leucocytes dans la suspension spermatique, nous avons procédé à une élimination des leucocytes à l'aide d'un gradient de densité discontinu de Ficoll-400, composé de deux couches de densité différente, une couche supérieure de 45% (v/v) et une couche inférieure de 90% (v/v), préparées dans du RPMI-1640 (annexe 9).

Traitement des spermatozoïdes

Pour chaque paramètre étudié, la concentration cellulaire a été régulièrement ajustée à 

Dosage du glucose

Les spermatozoïdes matures ont des besoins métaboliques importants et utilisent une variété de substrats, y compris le glucose pour produire de l'énergie. Dans ce cadre, nous avons effectué une mesure de la variation de la concentration de glucose dans le milieu extracellulaire 

6. Etude de la peroxydation lipidique (PL)

Le dysfonctionnement des spermatozoïdes causé par les ERO entraîne généralement une PL qui s'accompagne de la formation de l'un des produits terminaux de l'oxydation des AGPIs, tels que le MDA, produit de la PL qui se forme lorsque les lipides polyinsaturés sont endommagés par les ERO, et agent alkylant capable de réagir avec les macromolécules [START_REF] Pellerin-Massicotte | Oxidative processes as indicators of chemical stress in marine bivalves[END_REF]. La PL induite par nos traitements a été évaluée par un dosage du MDA selon la méthode standard de [START_REF] Buege | Microsomal lipid peroxidation[END_REF] Cet effet marque une protection modérée contre la dépolarisation du PMM provoquée par la DOX. 

La co-association

Discussion

La respiration cellulaire est un ensemble de réactions métaboliques qui permettent la conversion de l'énergie biochimique provenant des nutriments en ATP [START_REF] Rich | The molecular machinery of Keilin's respiratory chain[END_REF]. L'étude du TCO a fourni un aperçu général du fonctionnement cellulaire, qui nous a permis d'identifier une relation dose-réponse dans tous les groupes. Eventuellement, nous avons constaté que l'administration du Se à des doses supérieures à 0,5 µM peut s'avérer hautement toxique et causer une inhibition de la respiration en aérobie. A des concentrations adéquates, cet oligoélément favorise la consommation d'oxygène, via la stimulation de l'activité du complexe IV, la régulation des médiateurs de la biogenèse mitochondriale [START_REF] Khera | Selenium supplementation induces mitochondrial biogenesis in trophoblasts[END_REF] et du métabolisme respiratoire à travers la modulation de plusieurs sélénoenzymes [START_REF] Arthur | Superoxide dismutase and glutathione peroxidase activities in neutrophils from selenium deficient and copper deficient cattle[END_REF]. Nos résultats confirment ces constatations préalables et montrent que l'impact du Se sur la consommation d'oxygène varie selon la dose administrée.

La DOX est un traitement qui s'accompagne d'une baisse de la consommation d'oxygène dans les mitochondries [START_REF] Cheung | Sirtuin-3 (SIRT3) Protein Attenuates Doxorubicin-induced Oxidative Stress and Improves Mitochondrial Respiration in H9c2 Cardiomyocytes[END_REF][START_REF] Giampieri | Strawberry consumption alleviates doxorubicin-induced toxicity by suppressing oxidative stress[END_REF]. Dans les spermatozoïdes isolés, nous avons enregistré une inhibition croissante du TCO, proportionnelle à l'augmentation de la dose, avec une baisse unique du TCO seulement 30 min après injection de la DOX. Les travaux récents ont montré que la DOX a tendance à s'accumuler plutôt dans les mitochondries que dans le cytosol [START_REF] Dursun | Selenium-mediated cardioprotection against adriamycin-induced mitochondrial damage[END_REF], induisant une déficience fonctionnelle de plusieurs protéines qui contrôlent le cycle de Krebs et inhibant l'activité des complexes I, II et V [START_REF] Zhao | Inhibited effects of veliparib combined doxorubicin for BEL-7404 proliferation of human liver cancer cell line[END_REF], ainsi que la chaîne de transport d'électrons [START_REF] Mordente | New developments in anthracycline-induced cardiotoxicity[END_REF]. Une défaillance fonctionnelle des mitochondries spermatiques par la DOX explique la baisse importante du TCO que nous avons enregistrée.

Dans la littérature, de nombreuses études ont déjà mis en évidence l'aptitude du Se à réduire la toxicité de la DOX dans les tissus sains [START_REF] Danesi | Counteraction of adriamycin-induced oxidative damage in rat heart by selenium dietary supplementation[END_REF][START_REF] Dursun | Selenium-mediated cardioprotection against adriamycin-induced mitochondrial damage[END_REF][START_REF] Taskin | Recovery of adriamycin induced mitochondrial dysfunction in liver by selenium[END_REF]. Dans notre travail, nous avons décrit une inhibition du TCO liée à une toxicité croissante de la co-supplémentation de doses augmentées de DOX et de Se, sans effet notable de ce co-traitement sur le TCO mesuré en fonction du temps. Nos constatations suggèrent que le Se préserve la fonction mitochondriale et diminue la toxicité de la DOX de manière dépendante du temps de traitement et particulièrement de la dose administrée.

Les travaux antérieurs ont fourni des preuves empiriques concernant les effets des dérivés de thioamide sur la fonction reproductrice masculine. Certains analogues de thioamide comme le propylthiouracile et le méthimazole réduisent la consommation d'oxygène respectivement chez les rat et dans les hépatocytes [START_REF] Bray | Effect of propylthiouracil and methimazole on the oxygen comsumption of hypothyroid rats receiving thyroxine or triiodothyronine[END_REF][START_REF] Ross | Effect of propylthiouracil treatment on NADPH-cytochrome P450 reductase levels, oxygen consumption and hydroxyl radical formation in liver microsomes from rats fed ethanol or acetone chronically[END_REF] Les spermatozoïdes adoptent un large éventail de stratégies métaboliques pour produire de l'ATP, y compris la glycolyse et la PO [START_REF] Ford | Glycolysis and sperm motility: does a spoonful of sugar help the flagellum go round?[END_REF]. Malgré que PO est un processus plus efficace que la glycolyse pour produire de l'énergie, les spermatozoïdes des espèces les plus complexes dépendent principalement de la glycolyse pour générer du pyruvate, un substrat indispensable à leurs apports énergétiques [START_REF] Storey | Mammalian sperm metabolism: oxygen and sugar, friend and foe[END_REF]. La baisse du taux de glucose que nous Outre l'approvisionnement en énergie, la régulation des signaux de mort cellulaire apoptotique est l'une des fonctions principales des mitochondries [START_REF] Kuznetsov | Changes in mitochondrial redox state, membrane potential and calcium precede mitochondrial dysfunction in doxorubicin-induced cell death[END_REF]. La DOX est un traitement qui provoque une perturbation de l'homéostasie mitochondriale dans les spermatozoïdes de rat [START_REF] Green | Mitochondrial dysfunction is an early indicator of doxorubicin-induced apoptosis[END_REF]. Cette anthracycline endommage l'ADN et détériore sa topologie, déclenchant ainsi la mort par apoptose [START_REF] Synowiec | Doxorubicin Differentially Induces Apoptosis, Expression of Mitochondrial Apoptosis-Related Genes, and Mitochondrial Potential in BCR-ABL1-Expressing Cells Sensitive and Resistant to Imatinib[END_REF].

Bien que le Se soit un élément indispensable à la stabilité mitochondriale et à la mobilité des spermatozoïdes [START_REF] Bleau | Semen selenium and human fertility[END_REF][START_REF] Ghafarizadeh | Effect of in vitro selenium supplementation on sperm quality in asthenoteratozoospermic men[END_REF] Un nombre croissant de preuves suggère que la génération des radicaux libres dans les spermatozoïdes est associée à une perte du PMM [START_REF] Wang | Oxidative stress is associated with increased apoptosis leading to spermatozoa DNA damage in patients with male factor infertility[END_REF][START_REF] Ortega-Ferrusola | Detection of "apoptosis-like" changes during the cryopreservation process in equine sperm[END_REF]. Les O2 •-sont les principaux radicaux libres générés dans le spermatozoïde [START_REF] Said | Human sperm superoxide anion generation and correlation with semen quality in patients with male infertility[END_REF]). C'est dans ce contexte que nous avons évalué l'implication de la dépolarisation du PMM et la génération des O2 (2003). Il est bien connu que les deux voies de signalisation apoptotiques intrinsèque et extrinsèque impliquent la stimulation de cascades moléculaires bien précises, dont la régulation des caspases, qui varie selon la lignée cellulaire et le stimulus de mort activée [START_REF] Zhang | Cardiomyocyte death in doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF]). Le mécanisme de l'apoptose médiée par la DOX a fait l'objet de nombreuses études [START_REF] Wang | Metallothionein inhibits doxorubicin-induced mitochondrial cytochrome c release and caspase-3 activation in cardiomyocytes[END_REF][START_REF] Fisher | Phosphodiesterase-5 inhibition with sildenafil attenuates cardiomyocyte apoptosis and left ventricular dysfunction in a chronic model of doxorubicin cardiotoxicity[END_REF], qui ont montré que cette drogue antinéoplasique n'agit pas uniquement via la voie mitochondriale intrinsèque, mais stimule plusieurs voies telles que l'accumulation des céramides, la dérégulation des facteurs de transcription, la voie de la caspase-12 ou le Fas [START_REF] Bernuzzi | Reactive oxygen species-independent apoptosis in doxorubicin-treated H9c2 cardiomyocytes: role for heme oxygenase-1 down-modulation[END_REF][START_REF] Zhang | Cardiomyocyte death in doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF] Bien que le degré de sensibilité des cellules aux dommages des produits testés puisse varier entre le modèle in vivo et in vitro, il est probable qu'une telle variation peut s'expliquer par une production différentielle de métabolites de la DOX, du Se ou du TA. Nos modèles expérimentaux n'incluent malheureusement pas les effets d'un traitement avec les métabolites, qui auraient pu être générés dans l'organisme de l'animal ou dans les cellules isolées.

Perspectives techniques

Afin de valider nos hypothèses et de répondre aux questions que nous nous sommes posées en discutant nos résultats, il serait intéressant d'entreprendre les expériences suivantes :

-Etant donné que les spermatogonies sont les précurseurs des cellules germinales masculines, il est nécessaire de confirmer les dommages de la DOX sur des cultures de spermatogonies afin de valider l'hypothèse suggérant que la perte de la spermatogenèse est réellement liée à une cytotoxicité directe de la DOX sur les spermatogonies.

-Notre étude in vitro soulève aussi le fait qu'un ensemble de voies de signalisation modulent en concert la toxicité de la DOX. À plus long terme, il serait donc avantageux d'étudier l'ensemble des molécules régulatrices des signaux de mort et de survie cellulaire, dont l'expression peut varier selon le traitement. -En tenant compte du fait que les patients les plus jeunes sont souvent les plus vulnérables aux effets de la DOX, il convient d'orienter nos recherches sur des animaux pré-pubères ou sur des cultures primaires de cellules germinales immatures.

-Certaines revues cliniques indiquent que les antioxydants n'ont aucun effet connu contre l'efficacité des traitements anti-tumoraux et confirment qu'ils seraient même capables d'augmenter l'efficacité antitumorale des chimiothérapies tout en conservant les cellules saines [START_REF] Lissoni | Five years survival in metastatic non-small cell lung cancer patients treated with chemotherapy alone or chemotherapy and melatonin: a randomized trial[END_REF][START_REF] Pathak | Chemotherapy alone vs. chemotherapy plus high dose multiple antioxidants in patients with advanced non small cell lung cancer[END_REF]. De ce fait, il serait pertinent de tester l'effet de nos thérapies combinées sur des lignées de cellules tumorales afin de vérifier que l'efficacité antitumorale de la DOX n'est pas moindre en présence du Se ou du TA.

-D'un autre côté, l'étude d'une association de plusieurs agents de chimiothérapie qui composent les régimes de traitements cliniques en plus de la DOX pourrait fournir plus de crédibilité à nos stratégies thérapeutiques, et nous orienter vers de nouvelles approches de traitement, dont les répercussions délétères sur le système reproducteur masculin sont amoindries.

- 

Annexe 3

Mode opératoire du test MTT -Préparez une solution mère de MTT 12 mM en ajoutant 1 mL de PBS stérile à un flacon de 5 mg de MTT. -Mélangez au vortex jusqu'à dissolution. Chaque flacon de 5 mg de MTT fournit suffisamment de réactif pour 100 tests, en utilisant 10 µL de la solution mère par puits. Une fois préparée, la solution de MTT peut être conservée pendant 4 semaines à 4 ° C à l'abri de la lumière. (7,5 MTT dans 1,5 mL PBS (1×)).

NB : Pour les cellules adhérentes, retirez le milieu et remplacez-le par 100 µL de milieu de culture frais.

-Ajoutez 10 µL de la solution mère de MTT 12 mM dans chaque puits. Inclure un contrôle négatif de 10 µL de la solution mère de MTT ajoutée à 100 µL de milieu seul. -Incubez à 37 ° C pendant 4 heures.

-Enlevez le milieu ITS et la solution du MTT, sauf pour el contrôle négatif.

-Ajoutez 50 µL de DMSO dans chaque puits et bien mélanger avec la pipette.

-Agitez pendant 10 min.

-Lisez la DO à 570 nm et 655 nm.

NB : Les conditions de culture utilisées pour la croissance des cellules peuvent affecter les résultats et doivent être prises en compte lors de l'analyse des données. L'âge des cultures, le nombre de passages et les détails du milieu de croissance peuvent tous être des facteurs importants. Attention : ne pas agiter la plaque avant la lecture.

Annexe 4

Mesure de l'activité de la LDH dans le milieu extracellulaire -A la fin du traitement prélevez 50 µL du milieu extracellulaire dans une autre plaque.

-Gardez la plaque dans l'incubateur jusqu'à réalisation du dosage.

-Ajoutez 50 µL du substrat de la LDH.

-Incubez pendant 15 à 30 min à température ambiante, à l'abri de la lumière.

-Ajoutez 50 µL/puits de la Stop-solution du Kit LDH.

-Tube blanc doit contenir 50 µL ITS+ 50 µL réactifs + 50 µL de la Stop-solution.

-Lisez la DO à 490 nm et 630 nm.

-Calculez l'activité extracellulaire de la LDH selon la formule suivante : 
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  d'oxygène (TCO), -Evaluer leur consommation de glucose en mesurant le taux du D-Glucose dans le milieu extracellulaire, -Etudier leur fonction mitochondriale par estimation du PMM, -Examiner l'asthénospermie liée aux traitements, -Evaluer leur viabilité et les dommages de leur ADN, -Mesurer leur taux de production d'anions superoxydes (O 2 .-), afin de mesurer le stress oxydatif généré. Dans ce qui suit, nous allons présenter les techniques utilisées et les résultats les plus pertinents obtenus en individualisant ces trois axes de recherche.
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 1 Figure 1. Illustration des différentes classes de drogues chimiothérapeutiques et des principaux cancers traités par la DOX (adaptée de : Espinosa et al. (2003)).

  plus utilisés sont les agents intercalants ayant la particularité de s'insérer entre les deux brins d'ADN, empêchant sa réplication et sa transcription suite à une inhibition des ADN et ARN polymérases. Il en existe deux familles : les anthracènediones et les anthracyclines qui incluent la DOX, une molécule anticancer qui a fait l'objet de plusieurs travaux durant les quatre dernières décennies grâce à ses mécanismes d'action complexes et son large spectre d'activité antitumorale (Aubel-Sadron and Londos-Gagliardi 1984).

Figure 2 .

 2 Figure 2. Structure chimique de la DOX (adaptée de : Munnier et al. (2011)).

Figure 3 .

 3 Figure 3. Les voies métaboliques et les principaux métabolites de la DOX (adaptée de : Thorn et al. (2011).

*

  . Au moins sept mécanismes d'action fondamentaux qui assurent l'action antitumorale de la DOX ont été proposés : La génération de radicaux libres, qui provoque une peroxydation lipidique intense, * L'arrêt du cycle cellulaire, * Le dysfonctionnement mitochondrial, * L'inhibition de la mobilisation du fer à partir de la ferritine. 3. 3. 1. Intercalation dans l'ADN Les anthracyclines telles que la DOX diffusent dans la cellule et s'intercalent entre les bases d'ADN voisines. La DOX s'intercale préférentiellement entre la guanine et la cytosine (G-C) de la double hélice via la formation de liaisons hydrogènes covalentes entre la guanine et le radical amide de son groupement daunosamine (Hortobagyi 1997) (Figure 4). L'intercalation de la DOX dans l'ADN déroule la double hélice et résulte en une augmentation du stress de torsion ce qui altère la topologie de l'ADN. Des études in vitro et in vivo suggèrent que le stress de torsion ainsi généré par la DOX affecte également la structure et la dynamique des nucléosomes, l'unité répétitive de la chromatine composé d'ADN enroulé autour de noyaux d'histones (Bancaud et al. 2007; Pang et al. 2013). Dans l'ensemble, le stress de torsion et la déstabilisation des nucléosomes représentent des mécanismes moléculaires indispensables à l'action cytotoxique de la DOX.

Figure 4 .

 4 Figure 4. Illustration de la structure du complexe DOX-ADN, montrant la liaison covalente (indiquée en rouge) entre le groupement daunosamine de la DOX avec la guanine sur un brin d'ADN et les liaisons hydrogènes avec la cytosine sur le brin opposé (Cutts et al. 2005).

Figure 5 .

 5 Figure 5. Processus du stress oxydatif induit par la DOX au niveau cellulaire (adaptée de : Xu et al. (2005)).

Figure 6 .

 6 Figure 6. Représentation schématique des voies intrinsèque et extrinsèque d'activation de l'apoptose par la DOX (adaptée de : Angsutararux et al. (2015)).

Figure 7 .

 7 Figure 7. Illustration des voies d'activation et des principaux modulateurs impliqués dans l'autophagie et la nécrose induites par la DOX (adaptée de : Fong et al. (2012)).

  et peut à court ou à long terme déclencher : * Des aberrations chromosomiques au niveau des spermatogonies (Abraham and Franz 1983),

Figure 9 .

 9 Figure 9. Illustration schématique du processus d'incorporation du Se dans les sélénoprotéines (adaptée de : Cardoso et al. (2015)).

  Dans l'ensemble, la régulation du cycle cellulaire et des signaux apoptotiques est un mécanisme clé, via lequel le Se exerce ses fonctions biologiques. A des doses nutritionnelles, le Se active une variété de sélénoprotéines et favorise la prolifération des cellules tout en empêchant l'activation des signaux pro-apoptotiques. En revanche, à doses supranutritionnelles non-toxiques ou supérieures aux besoins de la cellule, les principaux métabolites du Se y compris le H2Se et le CH3Se provoquent un arrêt du cycle cellulaire et stimulent l'apoptose (Zeng 2009) (Figure 10).

Figure 10 .

 10 Figure 10. Molécules cibles et effets cellulaires majeurs des principaux métabolites du Se, à savoir le H2Se et le CH3SeH (adaptée de : Zeng and Combs (2008)).

Figure 11 .

 11 Figure 11. Transport et assimilation du Se par les CSs (adaptée de : Richardson (2005)).

  l'apport énergétique nécessaire à la survie et à la différenciation des cellules germinales. De ce fait, un fonctionnement normal des CSs est un facteur déterminant pour une spermatogenèse réussie[START_REF] Dimitriadis | The Sertoli cell as the orchestra conductor of spermatogenesis: spermatogenic cells dance to the tune of testosterone[END_REF].L'action directe et indirecte du Se sur les CSs est toujours peu élucidée. Néanmoins, des études récentes ont investigué l'impact du Se sur ces cellules cultivées in vitro, et ont mis en évidence une intervention du Se dans le maintien de la viabilité des CSs, en améliorant leur microenvironnement[START_REF] Khalid | Effects of Dietary Selenium Supplementation on Seminiferous Tubules and SelW, GPx4, LHCGR, and ACE Expression in Chicken Testis[END_REF], et en favorisant l'expression des gènes des cytokines antiinflammatoires, comme les interleukines 6 et 4, et des protéines de la barrière hématotesticulaire, y compris la connexine-43 et la cadhérine-E, en agissant sur la voie de signalisation NF-кB(Adegoke et al. 2018a). De plus, le Se joue un rôle pivot dans le maintien de la stabilité du cytosquelette des CSs, particulièrement les filaments de vimentine, ce qui permet de préserver l'intégrité des jonctions entre les cellules germinales et les CSs[START_REF] Erkekoglu | The effects of di(2ethylhexyl)phthalate exposure and selenium nutrition on sertoli cell vimentin structure and germ-cell apoptosis in rat testis[END_REF].

Figure 12 .

 12 Figure 12. Récapitulatif des effets majeurs du Se sur les CSs et les spermatozoïdes.

Figure 13 .

 13 Figure 13. Réaction de synthèse du thiocyanoacétamide (TA).

Figure 14 .

 14 Figure 14. Chromatogramme obtenu par HPLC montrant un pic unique à 4,5 min révélant la pureté du TA.

Figure 15 .

 15 Figure 15. Identification de la structure moléculaire du TA. (A) : TA : 1 H NMR ; CDCl3 δ ppm 2,2 (-SH), 3,1(-CH2), 8.8 -9,4 (2 cycles aromatiques : phényles) and 9,9 (-NH). 13 C NMR ; CDCl3 δ ppm 32 (O2N-C6H6O-CN), 108 (CN) ; 123 -155 (2 cycles aromatiques : phényles). (B) : TA : 13 C NMR (CDCl3, δ ppm): 32 (-H2C-); 108 (-CN); 123-155 (2 cycles aromatiques: phényles); (Carom); 160.87 (S=C-).

  systèmes, urinaire et reproducteur, -Deux glandes exocrines bulbo-urétrales ou glandes de Cowper, qui sécrètent le liquide pré-séminal, -Une prostate et deux vésicules séminales, qui sécrètent un fluide lubrifiant et nutritif, désigné le liquide séminal, -Un système canalaire formé de deux canaux déférents, de deux épididymes et d'un canal éjaculateur, -Deux testicules ou gonades mâles, qui se trouvent dans le scrotum, et deux cordons spermatiques, qui abritent les nerfs testiculaires et qui suspendent chaque testicule à l'anneau inguinal (Shaw and Renfree 2014). Le pénis et les deux testicules recouverts par une peau fine, forment les organes génitaux externes du système reproducteur masculin. La position dans le scrotum et l'orientation des testicules, varient selon l'espèce. Le testicule est la gonade masculine responsable de la spermatogenèse et la stéroïdogenèse, et est connectée à l'épididyme par le rete testis, via lequel les spermatozoïdes formés dans les tubes séminifères, sont déversés dans les conduits épididymaires, afin de subir le processus de maturation et être stockés dans le cauda épididyme.Au moment de l'éjaculation, les spermatozoïdes matures sont acheminés à travers le canal déférent de la queue épididymaire vers le canal éjaculateur. Le canal éjaculateur est commun au canal déférent et aux vésicules séminales, et débouche dans l'urètre prostatique. La prostate et les glandes bulbo-urétrales versent leurs sécrétions dans l'urètre, où elles se mélangent au liquide séminal contenant les spermatozoïdes afin de former le sperme[START_REF] Hafez | Anatomy of male reproduction[END_REF].

Figure 16 .

 16 Figure 16. Représentation schématique des différents composants du tractus génital masculin (Stevens and Lowe 1993).

(

  Turner 2008) (Figure 17A) : * La tête (caput) ou région proximale, reliée au hile du testicule par les canaux efférents et le rete testis. Ces cellules possèdent des vésicules recouvertes, des lysosomes, un réticulum endoplasmique lisse et un appareil de Golgi développé (Greaves 2007), * Les cellules basales qui sont des cellules plus courtes, en forme de pyramide, en contact avec la lame basale. La surface apicale de ces cellules n'atteint pas la lumière du tube (Shum et al. 2014), * Les lymphocytes et les macrophages intraépithéliaux (Da Silva et al. 2011).

Figure 17 .

 17 Figure 17. (A) Illustration des trois segments anatomiques de l'épididyme. (B) Aspect histologique de la queue épididymaire chez le rat (adaptée de : De Grava Kempinas and Klinefelter (2014)).

  des interactions complexes entre les sécrétions épididymaires et les gamètes mâles[START_REF] Cooper | Acquisition of volume regulatory response of sperm upon maturation in the epididymis and the role of the cytoplasmic droplet[END_REF][START_REF] Cooper | Computer-aided evaluation of assessment of "grade a" spermatozoa by experienced technicians[END_REF][START_REF] Sullivan | The human epididymis: its function in sperm maturation[END_REF]. Les cellules épithéliales de l'épididyme sont responsables de la majorité des sécrétions épididymaires. Elles assurent les fonctions suivantes : * La réabsorption du liquide testiculaire provenant, avec les spermatozoïdes, des canaux efférents, * La phagocytose des spermatozoïdes morts et des corps résiduels, * La sécrétion de la carnitine, de l'acide sialique, des glycoprotéines et du glycérylphosphorylcholine, qui sont indispensables à la maturation des spermatozoïdes.Les modifications physiologiques du spermatozoïde dans l'épididyme sont résumées dans la figure18.

Figure 18 .

 18 Figure 18. Récapitulatif des modifications physiologiques des spermatozoïdes au cours de leur progression épididymaire.

Figure 19 .

 19 Figure 19. Illustration schématique (à gauche) ou après coloration hématoxyline & éosine (H&E) (à droite) d'une coupe sagittale de testicule de rat adulte observé au faible grossissement.

Figure 20 .

 20 Figure 20. Organisation du tube séminifère chez le rat après coloration H&E (à gauche) (adaptée de : Creasy and Chapin (2013)). Illustration schématique des différentes cellules germinales au cours de la spermatogenèse et leurs liens avec les CSs (à droite) (adaptée de : Nishimura and L'Hernault (2017)).

Figure 21 .

 21 Figure 21. Les différents stades de la spermatogenèse (Stevens and Lowe 1993).

Figure 22 .

 22 Figure 22. Ultrastructure d'une CS typique observée à l'aide d'un microscope électronique (adaptée de : Hess and Vogl (2015)).

Figure 23 .

 23 Figure 23. (A) Illustration du métabolisme du lactate (Rato et al. 2012), (B) des différents facteurs de croissance (Esfandiari et al. 2015), (C) du processus de phagocytose des corps résiduels et des cellules germinales apoptotiques (adaptée de : Deng et al. (2016) et (D) de l'apoptose (adaptée de :Young and Nelson (2001)), assurés par les CSs.

Figure 24 .

 24 Figure 24. Illustration schématique des différentes structures d'un spermatozoïde mature avec leurs aspects correspondants en microscopie électronique (Stevens and Lowe 1993).

Figure 25 .

 25 Figure 25. Illustration de quelques anomalies morphologiques au niveau de la tête, la PI et le flagelle de spermatozoïde (adaptée de : Auger et al. (2016)).

  PO qui a lieu au niveau de la PI, la tête et le flagelle qui renferment de nombreuses enzymes glycolytiques, sont désignés comme le site glycolytique actif du spermatozoïde[START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF]. Le flagelle est un compartiment idéal pour un flux glycolytique intense, sa structure longue et mince favorise le transport sans entrave du glucose et du lactate, dans le compartiment intracellulaire. Les principaux substrats de la glycolyse spermatique sont le glucose, le fructose, le sorbitol et le mannose[START_REF] Goodson | Metabolic substrates exhibit differential effects on functional parameters of mouse sperm capacitation[END_REF]. Dans des conditions d'aérobie ou d'anaérobie, le spermatozoïde peut facilement métaboliser ces substrats afin de produire du lactate, un processus qui s'accompagne d'une production d'ATP, qui sera ensuite fourni aux ATPases flagellaires ou dynéines axonémales (Figure26)[START_REF] Krisfalusi | Multiple glycolytic enzymes are tightly bound to the fibrous sheath of mouse spermatozoa[END_REF]. Les spermatozoïdes peuvent également métaboliser les hexoses après absorption, isomérisation et phosphorylation des glucides(Cardenas et al., 1998). Ce processus génère du pyruvate qui sera métabolisé par une déshydrogénase, soit en acide citrique en milieu aérobique, soit en lactate en milieu anaérobique[START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF].

Figure 26 .

 26 Figure 26. Illustration schématique de la phosphorylation oxydative et la glycolyse dans le spermatozoïde.

Figure 27 .

 27 Figure 27. Récapitulatif des études et des dosages effectués in vivo chez le rat.

1. 3 .

 3 Modèle expérimental La dose et la voie d'administration du Se et de la DOX ont été ajustés en se référant aux études toxicologiques antérieures chez le rat (Kiremidjian-Schumacher et al. 1994; Levi et al. 2015), tandis, que celles du TA ont été déterminées selon les données des essais effectués par notre équipe chez le rat mâle adulte (Ben Ali et al. 2017). Les rats ont reçu les différents traitements selon le mode opératoire détaillé dans la figure 28.

Figure 28 .

 28 Figure 28. Représentation du modèle expérimental établi in vivo chez le rat Wistar mâle. Abréviations : i.g. ; gavage intra-gastrique, i.v. ; injection intraveneuse, i.p. ; injection intrapéritonéale, j ; jour, s ; semaine.

Figure 29 .

 29 Figure 29. Représentation schématique des dimensions la zone quadrillée de la cellule de comptage de Thoma.

Figure 30 .

 30 Figure 30. Aspect microscopique (400 ×) d'un spermatozoïde de rat (A) vivant ayant la tête blanche et (B) d'un spermatozoïde mort avec la tête rose, révélé par une coloration à l'éosine.

2. 3 .

 3 Etude histologique L'étude de l'histopathologie des gonades et du foie est nécessaire au diagnostic d'une quelconque altération tissulaire. Notre étude histologique a permis d'évaluer concrètement l'effet de nos traitements sur le tissu hépatique et les épithéliums testiculaire et épididymaire. Les fragments obtenus de ces tissus et préalablement fixés dans le formol 10% ont été bien orientés, puis inclus dans la paraffine afin de réaliser des coupes fines de 3 µm d'épaisseur, à l'aide un microtome. Les coupes d'organes ont été ensuite déposées sur des lames en verre et soumises à des traitements successifs, dans des bains d'alcool et de toluène (annexe 2). Les coupes ont été ensuite colorées avec de l'hématoxyline et de l'éosine (H&E), pour différencier le noyau du cytoplasme cellulaire (Figure 31). Les coupes bichromatiques ainsi obtenues ont été observées à l'aide d'un microscope optique aux grossissements 100 × et 400 ×. La qualité de l'épithélium et les différentes populations cellulaires présentes ont été évaluées et les différents groupes ont été comparés entre eux et par rapport à un groupe CTR. Nous ne nous sommes pas limités à une observation descriptive de l'épithélium testiculaire et épididymaire, nous avons également calculé les indexes associés aux altérations de la spermatogenèse. Dans le testicule, nous avons établi un score d'altération tissulaire allant de l'aspect normal (score 0) qui correspond à la présence de la majorité des cellules germinales, à l'altération sévère (score III), qui correspond au syndrome des CSs seules. Afin de calculer l'index de différenciation tubulaire (TDI) et l'index de spermiation (SPI), environ 100 tubules séminifères ont été analysés. Le TDI est considéré comme le pourcentage de tubules contenant au moins trois stades différents de cellules germinales, tandis que le SPI correspond au pourcentage de tubules séminifères ayant une spermiation normale (libération des spermatides allongés dans la lumière du tube séminifère). Au niveau épididymaire, nous avons déterminé le nombre des tubules épididymaire vides ou EET, par rapport à ceux présentant des spermatozoïdes dans leurs lumières tubulaires.

Figure 31 .

 31 Figure 31. Aspect microscopique normal (400 ×) de tissu hépatique (A), testiculaire (B) et épididymaire (C) chez le rat, observé après une coloration H&E.

5 .

 5 Le co-traitement DOX + TA préserve l'ultrastructure de l'épithélium testiculaire L'étude de l'ultrastructure du tissu testiculaire par MET, chez les rats exposés aux différentes formules de traitement, a montré des altérations structurelles distinctes et nonapparentes dans l'étude histologique classique, par coloration H&E. Dans les deux groupes Se et TA, nous avons rapporté des changements par rapport au CTR (Figure 32 A), dont une baisse du contenu des gouttelettes lipidiques (GL) (flèche) (Figure 32 C) et une vacuolisation de l'espace intermembranaire de l'enveloppe nucléaire des spermatocytes (tête de flèche) dans le groupe TA (Figure 32 D), et une baisse du nombre des cellules germinales et un gonflement des mitochondries auxquelles s'ajoute une perte de l'intégrité de membrane cytoplasmique de la CS, dans le groupe Se (Figure 32 E). Le TA n'a pas eu d'effet notable sur la morphologie normale des CSs, tandis que, dans certaines zones du testicule exposé au Se, nous avons constaté une baisse du contenu cytoplasmique sertolien, en l'absence d'altération concrète au niveau nucléaire. Aucun effet sur la membrane basale n'a été rapporté dans les deux groupes Se et TA. Toutefois, le Se a entraîné l'apparition de vacuoles au niveau de la double enveloppe nucléaire des spermatocytes (étoile) (Figure 32 E). Nous n'avons constaté aucune altération du processus de développement des spermatides allongées, par le Se (Figure 32 F).

Figure 32 .

 32 Figure 32. Ultrastructure d'un tube séminifère de rat (A) du groupe CTR, (C-D) du groupe TA et (E) du groupe Se. Aspect d'une spermatide allongée observée par MET chez des rats (B) CTR ou (F) exposés au Se. Abréviations : MB ; membrane basale, NCS ; noyau de la cellule de Sertoli (CS), Nu ; nucléole, Mt ; mitochondrie, Gly ; glycogène, GL ; gouttelette lipidique, Js ; jonction serrée, Hc ; hétérochromatine, EN ; enveloppe nucléaire, Cyt ; cytoplasme de la CS, Sp : spermatocyte, Sg ; spermatogonie, MF ; myofibroblaste, Ac ; acrosome, N ; noyau.

Figure 33 .

 33 Figure 33. Aspect de l'épithélium testiculaire de rat du groupe CTR ou exposé à la DOX seule, observé par MET. Abréviations : Gol ; appareil de Golgi, Cyt ; cytoplasme, MB ; membrane basale, GL ; gouttelette lipidique, NCS ; noyau de la CS, MF ; myofibroblaste.

Figure 34 .

 34 Figure 34. Changement morphologique de l'ultrastructure de la MB et du noyau de la CS de rat dans le groupe DOX par rapport au CTR. Abréviations : NCS ; noyau de la CS, MB ; membrane basale.

Figure 35 .

 35 Figure 35. Observation par MET des têtes de spermatides allongées normales chez un rat non-traité ou CTR et apoptotiques après exposition à la DOX.

Figure 36 .

 36 Figure 36. Aspect de spermatides rondes dans les groupes CTR et DOX, observées par MET. Abréviations : N ; noyau, CC ; corps chromatoïde, Mt ; mitochondries, Fg ; flagelle, GA ; granule pro-acrosomal.

Figure 37 .

 37 Figure 37. Aspect de l'axonème en coupe transversale au niveau de la PI chez deux rats du groupe CTR et du groupe DOX. Abréviations : Ax : axonème, Mt ; mitochondries, DM ; doublet de microtubules, FD ; fibres denses.

Figure 38 .

 38 Figure 38. Observation par MET de la morphologie altérée des mitochondries dans le cytoplasme des CSs par la DOX, comparaison au groupe CTR.

Figure 39 .

 39 Figure 39. (A) Ultrastructure du testicule de rat du groupe DOX + Se. (B) Corps apoptotiques phagocytés par la CS du groupe DOX +Se. (C) Aspect de l'épithélium testiculaire après exposition au co-traitement DOX + TA. (D) Aspect normal d'une spermatide ronde de rat exposé au co-traitement DOX + TA. Abréviations : MB ; membrane basale, Mt ;

  CSs ont été peu abordés et seuls quelques travaux récents ont estimé l'impact de la DOX sur les CSs in vitro. C'est dans cette perspective que nous nous sommes intéressés à la problématique suivante : Quelle est l'ampleur de la cytotoxicité directe de la DOX sur les CSs in vitro, et estce que son association avec des doses élevées de Se ou de TA peut limiter son stimulus cytotoxique ? Dans ce deuxième chapitre, nous avons mis en place un modèle expérimental utilisant des CSs cultivées in vitro, qui ont été incubées avec de la DOX seule ou associée avec du Se ou du TA, pendant 24 h. Nous avons ensuite effectué un ensemble de travaux, y compris, une mesure de l'activité métabolique des CSs, une évaluation de la nécrose par dosage de l'activité de la LDH extracellulaire, une évaluation du potentiel membranaire mitochondrial (ΔΨm), une estimation de quelques marqueurs du stress oxydatif (les groupes carbonyles, la 3-nitrotyrosine et le 4-hydroxynonénal (4-HNE), auxquelles s'ajoute une étude de l'apoptose et l'autophagie. Ce travail a été réalisé en collaboration avec l'équipe du Professeur Pedro Fontes Oliveira, Chef du Laboratoire de Biologie Cellulaire, Institut des Sciences biomédicales Abel Salazar (ICBAS), Université de Porto (Portugal). C'est dans le cadre de ce travail coopératif que nous avons publié deuxième un article scientifique intitulé : in vitro toxicity in Sertoli cells by decreasing apoptosis and autophagy, rédigé par Marwa Boussada, Tânia R. Dias, Luís D. Crisóstomo, Azaiez B. Akacha, Ridha B. Ali, Michèle V. El May, Marco G. Alves, Pedro F. Oliveira, dans le journal Theriogenology. Dans cette partie de notre étude, nous avons testé l'impact de nos différents traitements sur des cultures de CSs (SerW3) isolées de rats âgés de 2 mois et fournies par le département d'expérimentation animale de l'Université de Porto (Portugal). Dans un premier temps, les CSs ont été cultivées dans des flacons T-75 dans les conditions suivantes : 37 °C, 95% de O2 et 5% de CO2. Tout au long de l'expérimentation, les cellules ont été maintenues dans un milieu de culture contenant du RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) auquel nous avons ajouté 23,8 mM NaCO 3 , 14,9 mM acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES), 14,1 mM D-glucose, 10% v/v sérum de veau foetal ou SVF et 1% d'antibiotiques, dont de la gentamycine (0.002 U/ml), pénicilline (100 U/ml) et streptomycine (100 U/ml).Quand les cellules atteignaient 70 à 80% de confluence, le milieu de culture était remplacé par un milieu RPMI sans SVF, auquel nous avons ajouté 10 mg/l d'insuline, 5,5 mg/l de transferrine (RPMI-IT) et les produits à tester, à savoir : le Se, le TA, la DOX, ou encore une coadministration de la DOX avec du Se ou du TA.1. 2. Modèle expérimentalLes CSs ont été cultivées dans différents contenants. Dans un premier temps, afin d'effectuer le test MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), doser la LDH extracellulaire, évaluer le ΔΨm et étudier l'autophagie, les cellules ont été transférées dans des plaques de 96 puits à raison de 1 000 cellules/puits, et cultivées jusqu'à ce qu'elles forment une monocouche cellulaire serrée 100% confluente. Dans un deuxième temps, pour étudier la viabilité et l'apoptose des CSs, en utilisant respectivement l'iodure de propidium (IP) et le Hoechst 33324, les cellules ont été cultivées dans des plaques de 12 puits sur des lamelles en verre, afin de les examiner sous microscope à fluorescence. Les CSs ont été également cultivées dans des boites de Pétrie de 60 mm de diamètre, décollées par l'action de la trypsine et utilisées pour extraire les protéines totales et effectuer les études suivantes : test Slot-blot, étude de l'expression des protéines Bax et Bcl-2 par Western Blot et mesure de l'activité de la caspase-3.Les CSs ont été réparties en six groupes de six lots chacun, puis traitées par plusieurs formules à base de milieu de culture (RPMI + IT), supplémenté par nos différents traitements, selon le modèle expérimental détaillé ci-dessous (Figure40). Le temps d'incubation a été fixé à 24 h. Dans un premier temps, les CSs ont été exposées à trois doses différentes de Se[START_REF]Placez la membrane sur le saranwrap[END_REF] 25 et 50 µM) et de TA (0,25, 0,50 et 1 mM), afin de sélectionner les doses les plus adéquates, notamment celles qui se sont révélées les plus efficaces contre la toxicité de la DOX. Pour cela nous avons eu recours à trois tests de cytotoxicité, y compris le test MTT, la mesure de l'activité de la LDH extracellulaire et l'évaluation du ΔΨm. Dans un deuxième temps, nous avons étudié la viabilité, l'apoptose et l'autophagie des CSs, en utilisant uniquement les doses sélectionnées, à savoir 25 µM Se et 0,25 mM TA.

Figure 40 . 1 .

 401 Figure 40. Modèle expérimental établi dans des cultures de CSs in vitro.

Figure 41 .

 41 Figure 41. Réaction de réduction du MTT en formazan, catalysée par la SDH mitochondriale.

Figure 42 .

 42 Figure 42. Principe de mesure de l'activité extracellulaire de la LDH.

Figure 43 .

 43 Figure 43. Illustration schématique des monomères et des agrégats du JC-1 dans les mitochondries.

Figure 44 .

 44 Figure 44. (A) Aspect des CSs (A) mortes marquées par l'IP. (B) Aspect de chromatine fragmentée (rectangle) ou condensée (tête de flèche) des CSs marquées par le Hoechst 33324.

Figure 45 .

 45 Figure 45. Réaction d'hydrolyse du substrat Ac-DEVD-pNA en Ac-DEVD + pNA par la caspase-3.

Résultats 1 .

 1 statistique des résultats obtenus a été effectuée en utilisant le test « t » de Student après évaluation de la normalité de distribution de notre série statistique, par le test de normalité Shapiro-Wilk. Le seuil de variation significative entre les groupes a été fixé à p inférieur à 0,05 (p < 0,05). Nous avons utilisé les mêmes comparaisons décrites dans la première publication. L'association DOX + TA favorise la survie et réduit l'activité de la LDH extracellulaire Nos résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence une cytolyse cellulaire par la DOX, qui a entraîné une baisse de 46,4% de l'activité métabolique des CSs et une hausse de 23,6% de l'activité de la LDH extracellulaire. L'exposition des CSs aux milieux supplémentés avec les trois concentrations de Se a également induit une diminution d'environ 57,9% de leur activité métabolique. Cependant, hormis les cellules traitées par 12 µM Se, nous n'avons identifié aucune variation de l'activité de la LDH extracellulaire dans les cellules ayant reçu 25 et 50 µM Se. Dans les groupes 0,25, 0,50 et 1 mM TA, nous avons observé des diminutions respectives de 62,3, 65,5 et 56,9% de l'activité métabolique cellulaire, sans effet notable sur l'activité de la LDH extracellulaire. Par ailleurs, seuls les traitements combinés associant la DOX aux trois concentrations de TA (0,25, 0,50 et 1 mM), ou à 12 µM de Se ont restauré l'activité métabolique des CSs et ont amélioré leur taux de survie par rapport au groupe DOX. Nous avons enregistré respectivement des augmentations de 43,3, 98, 183 et 35,8%. L'activité extracellulaire de la LDH a été significativement élevée par 39,3, 34,3 et 40,6%, dans les trois groupes ayant reçu une co-association de 1 µM DOX avec 12, 25 et 50 µM Se, ce qui laisse supposer que ce cotraitement n'a pas permis la prévention des dommages membranaires médiés par la DOX. Nous n'avons rapporté aucune variation significative de l'activité de la LDH extracellulaire, à l'exception des CSs incubées avec 1 µM DOX + 0,50 mM TA, dans lesquelles nous avons noté une hausse de 48,3%. De plus, l'étude de la viabilité des CSs par coloration à l'IP a confirmé les résultats du test MTT et a montré dans les trois groupes DOX, Se et TA, une hausse du nombre des cellules marquées à l'IP ainsi qu'une altération de l'aspect des CSs, qui semblent avoir perdu leur forme pyramidale normale, mais également leur aptitude à former des colonies. En outre, nous avons constaté une baisse partielle du nombre des cellules marquées à l'IP dans les groupes 1 µM DOX + 25 µM Se et 1 µM DOX + 0,25 mM TA, indiquant une amélioration notable de la survie cellulaire. Du moins, le co-traitement associant 1 µM DOX avec 25 µM Se a résulté en une amélioration modérée de l'aspect des colonies sertoliennes, tandis que la co-administration de 1 µM DOX avec 0,25 mM TA a augmenté leur densité et leur capacité d'agglomération.

  -traitement DOX + Se amplifie le ΔΨm sans affecter les marqueurs du stress oxydatif Etant donné la baisse de l'activité métabolique des CSs, généralement corrélée à un dysfonctionnement mitochondrial, nous nous sommes penchés sur une mesure du ΔΨm. Dans le groupe DOX, les trois groupes Se et deux des groupes TA, nous n'avons constaté aucune fluctuation significative de ΔΨm par rapport au CTR, hormis une dépolarisation significative du ΔΨm dans les cellules traitées avec 1 mM TA. Le ΔΨm n'a pas varié dans les CSs exposées à un milieu supplémenté avec 1 µM DOX + 25 µM Se. La co-administration de 1 µM DOX avec 12 ou 50 µM Se a entraîné une hyperpolarisation du ΔΨm. Nous avons enregistré des augmentations respectives de 78,3 et 65,7%, en comparaison au groupe CTR. Aucun changement significatif du ΔΨm n'a été identifié dans les trois groupes DOX + TA. Nos données ont été davantage confirmées par une estimation de la fluorescence émise par le JC-1.

  apoptotiques, dont le noyau avait un aspect fragmenté ou exhibait une fluorescence bleue intense. La DOX a induit une fragmentation nucléaire des CSs concomitante à une condensation de la chromatine. Le nombre des cellules apoptotiques a été 3 fois plus élevé dans le groupe DOX en comparaison au CTR. Les CSs traitées avec du Se ou du TA n'ont montré ni changement morphologique de l'aspect de leur chromatine, ni variation du nombre des cellules apoptotiques. Par ailleurs, les co-traitements ont maintenu un aspect nucléaire normal et ont résulté en une baisse significative du nombre des cellules apoptotiques, de 55% dans le groupe DOX + Se et 47,5% dans le groupe DOX + TA par rapport au groupe DOX.La voie de signalisation intrinsèque de l'apoptose est principalement contrôlée par la famille des protéines Bcl-2 qui interagissent principalement avec la protéine pro-apoptotique Bax, activant ainsi la caspase-3[START_REF] Brunelle | Control of mitochondrial apoptosis by the Bcl-2 family[END_REF]. L'étude de l'expression des protéines Bax et Bcl-2 n'a montré aucun changement notable dans tous les groupes traités par rapport au CTR. L'activité de la caspase-3 n'a pas varié dans les groupes Se et TA, cependant, elle a été 5 fois plus élevée dans les cultures traitées avec la DOX. Les co-traitements associant la DOX au Se ou au TA ont restauré l'activité de la caspase-3 à des taux comparables à ceux du groupe CTR, nous avons enregistré dans les groupes DOX + Se et DOX + TA, des baisses respectives de 59,4 et 34%.

  , qui ont suggéré que la DOX provoque une dépolarisation du ΔΨm dans des cellules de carcinome et des myocytes, dans notre étude, la DOX n'a pas impacté le ΔΨm. D'autre part, nous avons constaté une dépolarisation unique du ΔΨm dans le groupe 1 mM TA, probablement due à une toxicité mitochondriale importante de cette dose de TA. Cette constatation a contribué à la nonutilisation de cette concentration dans les études suivantes. Pourtant la co-administration des trois doses de TA avec la DOX n'a pas affecté le ΔΨm. Nos données laissent envisager la possibilité d'une interaction moléculaire entre la DOX et le TA, jouant un rôle déterminant dans la baisse de la toxicité de ces deux composés en association. Dans certaines conditions physiologiques normales, le Se n'a pas d'influence sur la fonction mitochondriale (Mehta et al.

  Nos co-supplémentations associant la DOX au Se ou au TA ont diminué le nombre des cellules apoptotiques et l'activité de la caspase-3, montrant bel et bien une baisse de l'apoptose médiée par la DOX dans les CSs. Le fait que la survie cellulaire n'a pas été favorisée par la coadministration de la DOX avec du Se, laisse suggérer que le Se peut avoir un effet antiapoptotique en présence de la DOX, mais cet oligoélément n'empêche pas la nécrose entraînée par la DOX. Dans les lignées de cellules cancéreuses, la DOX et le Se agissent en synergie pour activer l'apoptose, via le signal Fas[START_REF] Li | Doxorubicin and selenium cooperatively induce fas signaling in the absence of Fas/Fas ligand interaction[END_REF]) ou la voie P53/MAPKs[START_REF] Huang | The role of selenium in inflammation and immunity: from molecular mechanisms to therapeutic opportunities[END_REF].Par ailleurs, d'autres travaux ont suggéré que le Se, administré seul, inhibe l'apoptose des cellules épithéliales et neuronales saines[START_REF] Yeo | Selenium effectively inhibits ROS-mediated apoptotic neural precursor cell death in vitro and in vivo in traumatic brain injury[END_REF][START_REF] Zhu | Selenium effectively inhibits 1,2-dihydroxynaphthalene-induced apoptosis in human lens epithelial cells through activation of PI3-K/Akt pathway[END_REF]. Sur ces bases, le déclenchement ou l'inhibition de l'apoptose par le Se est un événement dépendant de la lignée et des conditions physiologiques cellulaires.Dans lesCSs exposées à la co-supplémentation DOX + TA, la baisse de l'apoptose et de l'activité de la LDH extracellulaire qui ont été concomitantes à une amélioration de leur viabilité, marque l'aptitude du TA à favoriser la survie et à réduire la mort cellulaire par apoptose et nécrose. Cependant, le type d'interaction entre la DOX et le TA et la voie de signalisation impliquée dans son effet protecteur contre la cytotoxicité de la DOX restent à déterminer dans nos travaux prochains. Les évidences émergentes indiquent une convergence entre l'apoptose et l'autophagie et montrent que le fonctionnement des cellules exposées à la DOX, dépend de l'autophagie (Sun et al. 2014). Malgré les évidences montrant une modulation de l'autophagie par la DOX (Wu (Wu et al. 2014; Li et al. 2016), dans les CSs in vitro, la DOX stimule préférentiellement la nécrose et l'apoptose, sans pour autant agir sur l'autophagie. Nous avons suggéré que l'absence de modification de l'autophagie cellulaire par la DOX est associée à une activation précoce de l'apoptose. Les données fournies par Tacar et al. (2015) confirment nos constatations préalables et décrivent une prédominance de la mort apoptotique dans des lignées d'ostéosarcome et de cardiomyocytes exposées à la DOX. Parmi nos traitements, seule la combinaison de la DOX avec le TA a réduit l'autophagie des CSs. Etant donné que ce co-traitement a réduit la mort cellulaire apoptotique, nous avons considéré la baisse de l'autophagie par l'association DOX + TA comme un processus de survie ou de défense cellulaire, stimulé par le TA en réponse au stimulus cytotoxique exogène de la DOX. Conclusion En résumé, notre étude est l'une des premières à avoir monté que l'exposition directe des CSs à la DOX in vitro entraîne une baisse de leur viabilité, favorise la nécrose, n'affecte pas l'autophagie, stimule la mort cellulaire par une apoptose indépendante de la voie Bax/Bcl-2, et n'affecte ni le ΔΨm ni la production des ERO. Nos deux co-thérapies ont permis de réduire l'apoptose induite par la DOX. Néanmoins par rapport au Se, l'association de la DOX avec du TA a entraîné non seulement la diminution de l'apoptose, mais également une baisse de la nécrose et de l'autophagie, fournissant ainsi une protection plus optimale aux CSs soumises aux dommages de la DOX. Compte tenu des effets protecteurs du Se et du TA, que nous avons notés in vivo chez le rat et in vitro dans les CSs, nous avons testé la validité de la deuxième partie de notre hypothèse, à savoir : Est-ce que la DOX engendre une OATS en affectant seulement les CSs ou en altérant aussi les spermatozoïdes épididymaires matures ? Nos traitements combinés pourraient-ils réduire efficacement la cytotoxicité directe de la DOX sur les spermatozoïdes isolés in vitro ?

  2017). Etant donnée l'importance du Se dans la stabilité structurelle et fonctionnelle des spermatozoïdes matures, et la tendance du TA à diminuer les dommages de la DOX rapportée dans nos deux études précédentes, chez le rat et dans les cultures de CSs, nous avons jugé pertinent d'évaluer leur aptitude à protéger les spermatozoïdes isolés in vitro contre la DOX. Dans cette optique, nous avons procédé à une évaluation du taux de consommation d'oxygène (TCO) en fonction de la dose, en utilisant trois concentrations différentes de DOX, de Se et de TA. En nous basant sur les résultats préliminaires du TCO, nous avons sélectionné les doses les plus adéquates, afin de remesurer le TCO et le taux de glucose dans le milieu extracellulaire, en fonction du temps (60 min). Nous avons également estimé la mobilité spermatique et évalué une panoplie de paramètres par cytométrie en flux, à savoir : la viabilité cellulaire, le potentiel membranaire mitochondrial (PMM), la production des anions superoxydes (O2 .-) et les cassures de l'ADN. Nous avons aussi mesuré la teneur des différents acides gras (AGs) qui composent les spermatozoïdes épididymaires, puis nous avons dosé le malondialdéhyde (MDA), afin d'évaluer la PL. Les données de cette étude ont été analysées et présentées sous forme d'article scientifique intitulé : A new Thiocyanoacetamide protects rat sperm cells from Doxorubicin triggered cytotoxicity whereas Selenium shows low efficacy: In vitro approach, rédigé par Marwa Boussada, Ridha B. Ali, Ahlem Chahbi, Mohamed Abdelkarim, Mohamed-Kacem B. Fradj, Chedli Dziri, Khouloud Bokri, Azaiez B. Akacha, Michèle V. El May et publié dans le journal Toxicology in Vitro.
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 6 spermatozoïdes dans différents volumes de PBS (1 ×) ou de milieu RPMI-1640. Dans un premier temps, pour mesurer le TCO en fonction de la dose, les spermatozoïdes ont été incubés avec trois concentrations différentes de DOX, de Se et de TA (Figure 46-partie 1). Dans un deuxième temps et en nous basant sur les résultats préliminaires du TCO, nous avons sélectionné la dose de DOX qui a conduit à une inhibition de 50% de la consommation d'oxygène (1 µM), et les doses de Se (0,5 µM) et de TA (1,5 µM) qui ont permis la baisse significative de l'inhibition du TCO liée à la DOX (Figure 46-partie 2).Hormis l'étude du TCO en fonction de la dose, dans chaque expérimentation, les cellules ont été exposées aux différents traitements (n = 4) pendant 60 min à 37 °C. À la fin du traitement, les spermatozoïdes ont été centrifugés à 600 × g pendant 10 min dans du PBS (1 ×), puis mis en suspension dans du RPMI-1640 ou dans du PBS filtré (2 µm).

Figure 46 . 1 .

 461 Figure 46. Modèle expérimental établi dans les spermatozoïdes épididymaires in vitro.

Figure 47 .

 47 Figure 47. Illustration des réactions au niveau des électrodes d'oxygène de l'oxymètre.

Figure 48 .

 48 Figure 48. Oxygraphe montrant la variation du TCO dans un milieu contenant des spermatozoïdes du groupe CTR.

(

  RPMI-1640 ; 25 mM HEPES) en fonction du temps (toutes les 15 min pendant 60 min). Pour cela, un volume de 10 µl du milieu extracellulaire a été incubé pendant 10 min à 37 °C avec 1 ml d'une solution de travail composée de : 92 mmol/l Tris, 0,3 mmol/l phénol, 15 000 U/l glucose oxydase, 1 000 U/l glucose peroxydase et 2,6 mmol/l 4-aminophénazone. La DO a été mesurée par spectrométrie à 502 nm. La concentration de glucose dans la suspension spermatique a été calculée selon la formule suivante :2. 3. Etude de la mobilitéAfin d'estimer l'impact des traitements sur la mobilité des spermatozoïdes traités in vitro, un volume de 10 µl de la suspension de spermatozoïdes préalablement diluée au 1:50 dans du RPMI-1640, a été placé sur une lame en verre et au moins cinq champs microscopiques ont été évalués à un grossissement de 400 ×. Dans chaque groupe, 200 spermatozoïdes mobiles et immobiles ont été comptés.2. 4. Cytométrie en fluxLa cytométrie en flux est une technique qui permet d'identifier les caractéristiques physicochimiques d'un échantillon contenant des cellules en suspension. Cette méthode consiste à faire défiler les cellules une par une dans le faisceau d'un laser. Les cellules sont généralement marquées par des fluorochromes, de sorte que la lumière diffusée est d'abord absorbée puis émise dans une bande de longueurs d'onde permettant de caractériser les cellules et leurs composants. Cette technique permet d'examiner rapidement certaines caractéristiques d'une dizaine de milliers de cellules au même temps (Givan 2011). Dans le but d'évaluer la viabilité cellulaire, le PMM, la production des O2 .-, et les dommages de l'ADN, nos échantillons ont été analysés à l'aide d'un cytomètre en flux équipé d'une cellule d'écoulement à quartz rectangulaire (180 x 430 µm) et de deux lasers. Nous avons utilisé le laser bleu avec une longueur d'onde d'excitation de 488 nm et des filtres à 530/30 et 575/26 nm, focalisés sur la zone sélectionnée (10 × 80 µm). Nous avons recueilli les données pour 10 000 cellules par échantillon. Deux paramètres de diffusion proportionnels à la taille et à la granularité des cellules ont été acquis, à savoir le Forward Scatter (FSC) et le Side Scatter (SSC). Nous avons effectué une acquisition des données pour les cellules non-marquées ou le contrôle négatif, les cellules utilisées comme contrôle positif, les cellules marquées par la DOX, et les cellules marquées par le fluorochrome de choix. Le signal a été seulement acquis pour la population de cellules prise en considération (Gate A) sur les échelles linéaires de FSC-A et SSC-A, en excluant les débris (Figure 49). La fluorescence a été détectée sur une échelle logarithmique ou linéaire selon le fluorochrome utilisé.

Figure 49 .

 49 Figure 49. Aspect du nuage de cellules spermatiques (Gate A) acquis sur deux échelles linéaires SSC-A et FSC-A en excluant les débris.

  DOX + Se réduit la surproduction des O2 • -et la PL Les spermatozoïdes ont été répartis en population M1 ou cellules ayant montré une fluorescence de DHE faible et donc une production réduite des O2 •-, et en population M2 ou cellules présentant une fluorescence de DHE relativement élevée, associée à une surproduction des O2 •-. L'évaluation de la production des O2 •-après exposition aux différents milieux de traitement n'a révélé aucune fluctuation significative du pourcentage des cellules marquées par le DHE dans les groupes traités avec 0,5 µM de Se ou 1,5 µM de TA. En revanche, les spermatozoïdes ayant reçu un milieu supplémenté avec 1 µM de DOX ont montré une augmentation significative du pourcentage de cellules dans la population M2. Le taux des O2

7 . 8 .

 78 La DOX endommage l'ADN spermatique Pour un dépistage rapide des dommages de l'ADN, la coloration avec l'AO est la méthode de choix. L'augmentation de la fluorescence rouge émise par ce fluorochrome indique généralement une fragmentation de l'ADN, tandis que l'émission d'une fluorescence verte est associée à un ADN structurellement intact. Dans les deux groupes Se et TA, nous n'avons constaté aucune variation significative du RIFR/V, ce qui témoigne d'une absence de dommage de l'ADN. Les cellules exposées à la DOX seule ou associée avec du Se ont montré une augmentation importante du RIFR/V due à une hausse de la fragmentation de l'ADN par ces traitements. Le RIFR/V a été 47,6 ± 6,5 et 56,8 ± 5,1 fois plus élevé par rapport au CTR, respectivement dans les groupes DOX et DOX + Se. Le traitement combiné associant la DOX avec du TA a partiellement diminué le RIFR/V (DOX + TA : 24,3 ± 4,8 fois la valeur CTR) par rapport au groupe DOX, qui est toutefois demeuré significativement augmenté en comparaison avec le CTR. L'observation microscopique de la fluorescence de l'AO a confirmé les résultats de notre étude par cytométrie en flux. Le marquage des têtes spermatiques par l'AO a indiqué que la majorité des cellules ont exhibé une fluorescence verte équilibrée dans les groupes CTR, Se et TA. Les spermatozoïdes qui ont été exposés à la DOX seule ou associée avec le Se ont présenté une fluorescence rouge/orange plus marquée au détriment d'une baisse de la fluorescence verte. Nous avons constaté que la co-administration DOX + TA a engendré une baisse de la fluorescence rouge/orange en faveur d'une fluorescence verte plus intense. Le co-traitement DOX + TA restaure les taux des AGPIs L'étude des AGPIs spermatiques n'a révélé aucune modification de la teneur en DHA dans tous les groupes traités. Les taux relatifs de l'AA et du DPA n'ont pas varié dans les groupes Se et TA, par rapport au CTR. L'exposition des spermatozoïdes à un milieu supplémenté avec du Se n'a pas eu d'effet sur le ratio AGSs/AGPIs, qui a été toutefois 3 fois supérieur à la valeur CTR par le TA. D'autre part, l'administration de la DOX a significativement diminué les taux de l'AA et du DPA. Nous avons noté des diminutions respectives de 70 et 50%. Le ratio AGSs/AGPIs a été augmenté de manière significative aprèsexposition à la DOX (4,9 ± 1,05 fois plus élevé que le CTR). Dans le groupe traité avec une coassociation de 1 µM de DOX avec 0,5 µM de Se, le taux de l'AA a été réduit de 50% par rapport au CTR, tandis que le taux de DPA a été restauré à un taux normal. Dans le groupe DOX + Se, le ratio AGSs/AGPIs a été 4 fois supérieur au ratio du groupe CTR. L'association de la DOX avec 1,5 µM de TA a permis la baisse des taux de l'AA et de DPA à des valeurs normales, sans effet notable sur le ratio AGSs/AGPIs, qui est resté 3 fois plus élevé que la valeur CTR.

  avons rapportée dans tous les groupes traités laisse supposer qu'en présence d'un milieu riche en glucose tel que le RPMI, les spermatozoïdes métabolisent préférentiellement ce substrat pour maintenir leur activité. La consommation de glucose a été particulièrement amplifiée dans les deux groupes TA. Le TA agit comme un stimulus exogène de l'activité métabolique des spermatozoïdes, en augmentant non seulement la consommation de l'oxygène, mais aussi celle du glucose. Nos résultats indiquent une stimulation de la respiration cellulaire par le TA supérieure à la normale, qui a été possiblement favorisée par une amplification de la glycolyse.La présence d'enzymes dans la partie principale du flagelle qui modulent la glycolyse[START_REF] Eddy | Fibrous sheath of mammalian spermatozoa[END_REF] a autorisé l'établissement d'un lien étroit entre l'utilisation du glucose comme substrat énergétique et la mobilité des spermatozoïdes. Nos résultats ont révélé une baisse critique de la mobilité dans les trois groupes DOX. Etant donné que la DOX affecte principalement les phospholipides membranaires[START_REF] Alves | Influence of doxorubicin on model cell membrane properties: insights from in vitro and in silico studies[END_REF][START_REF] Hong | Screening the in vitro Sperm-immobilizing Effect of some Anticancer Drugs[END_REF] ont établi une corrélation positive entre la baisse de la mobilité et l'action directe de la DOX sur la structure de la membrane des spermatozoïdes. Une baisse que nous avons considérée, liée au fait que la DOX affecte le cytosquelette de la cellule spermatique ou provoque un dysfonctionnement mitochondrial qui contribue à la diminution de la production d'énergie nécessaire à la mobilité. Jusqu'à l'heure actuelle, il n'existe toujours pas de travaux qui confirment les effets de la DOX, suggérés ci-dessus, sur le spermatozoïde mature.

  , sa co-administration avec la DOX n'a évité ni la mort cellulaire ni la perte du PMM associées à la DOX. Par ailleurs, le TA a favorisé la survie des spermatozoïdes qui s'est accompagnée d'une baisse de la dépolarisation du PMM. Les étudesde Milaeva et al. (2006[START_REF] Shpakovsky | Synthesis, antiradical activity and in vitro cytotoxicity of novel organotin complexes based on 2,6-di-tert-butyl-4mercaptophenol[END_REF] ont mis en évidence la capacité de certains dérivés de thioamide à maintenir la survie des fibroblastes via une conservation de leur activité mitochondriale. En admettant que la variation du PMM est un événement fondamental dans l'exécution de la mort cellulaire[START_REF] Fulda | Targeting mitochondria for cancer therapy[END_REF], nous pouvons considéré la baisse de la mort cellulaire par le TA, comme un événement conséquent à la diminution de la dépolarisation du PMM. Nous avons enregistré des corrélations positives entre ces deux faits, ainsi qu'entre la diminution de la mort cellulaire et du taux du glucose extracellulaire. Nos données témoignent d'une modulation de l'activité mitochondriale par le TA via une régulation probable de la glycolyse, d'une façon qui réduit la mort cellulaire induite par la DOX.

  d'émettre des hypothèses intéressantes, qui concernent la reprotoxicité de la DOX et l'impact de son association avec le Se et le TA.Les CSs remplissent des fonctions indispensables à l'homéostasie testiculaire et la production des gamètes fonctionnelles par le biais du contrôle de la spermatogenèse, la phagocytose des cellules endommagées et la sécrétion de substrats métaboliques essentiels[START_REF] Nakanishi | Phagocytic removal of apoptotic spermatogenic cells by Sertoli cells: mechanisms and consequences[END_REF][START_REF] Kaur | Sertoli cells--immunological sentinels of spermatogenesis[END_REF]) (voir chapitre IV), ensemble de fonctions qui montre la dépendance totale des cellules germinales vis-à-vis des CSs. L'étude de l'ultrastructure des CSs in vivo, nous a mené à nous demander si nos composés génèrent les mêmes effets dans les CSs cultivées in vitro. Nous avons essayé de mieux comprendre les effets de la DOX et des thérapies combinées sur le fonctionnement des cellules nourricières, en étudiant quelques aspects de la mort cellulaire par nécrose et apoptose, tout en évaluant l'autophagie et les biomarqueurs du stress oxydatif, dans les CSs in vitro. Le tout s'accompagne d'une analogie explicite entre les effets générés par les traitements in vivo et in vitro.L'épithélium séminifère est un tissu riche en CSs, qui sont particulièrement résistantes à la toxicité des traitements chimiothérapeutiques. Cependant, dans des conditions in vitro, les CSs immatures que nous avons utilisées peuvent s'avérer vulnérables à la cytotoxicité de la DOX.La mise en contact des CSs avec la DOX dans les deux modèles in vivo et in vitro a montré de nombreuses perturbations structurelles et fonctionnelles, y compris une condensation de la chromatine, une vacuolisation du cytoplasme, une baisse de leur activité métabolique ainsi qu'une activation de la mort cellulaire par apoptose et nécrose, sans effet notable sur l'autophagie et les marqueurs du stress oxydatif (voir les publications I et II). Les processus qui sollicitent la toxicité de la DOX sont nombreux. Il est bien connu que la DOX est une anthracycline génotoxique qui entraîne une augmentation de l'incidence des dommages nucléaires, d'une amplification des attaques des ERO et du nombre des CSs apoptotiques in vitro[START_REF] Tremblay | In vitro study of doxorubicin-induced oxidative stress in spermatogonia and immature Sertoli cells[END_REF]. Nos résultats confirment certaines de ces constatations préalables, nous avons éventuellement montré une pycnose DOX-dépendante in vivo, également confirmée dans les CSs in vitro, qui ont aussi exhibé une condensation de la chromatine et une augmentation critique de l'activité de la caspase-3 « une protéase effectrice qui assure un rôle central dans l'exécution de l'apoptose[START_REF] Gervais | Involvement of caspases in proteolytic cleavage of Alzheimer's amyloid-beta precursor protein and amyloidogenic A beta peptide formation[END_REF] ». Ces altérations nucléaires ont abouti à une activation de l'apoptose in vitro. Pourtant, in vivo l'absence de baisse concrète du nombre des CSs dans le groupe DOX, montre la toxicité variable entre les deux modèles utilisés. L'activité apoptotique de la DOX dans les CSs semble moindre in vivo qu'in vitro. Ceci peut être associé aux différences du processus métabolique de cette anthracycline entre les deux modèles. La variation de l'expression des protéines pro et anti-apoptotique Bax et Bcl-2, suggère que la DOX stimule l'apoptose des CSs via une voie autre que la voie de signalisation Bax/Bcl-2. Les cascades apoptotiques ERK1/2-p53 et JNK-p53 activées par la DOX ont été respectivement proposées par Liu et al. (2008) et Brantley-Finley et al.

  , etc. Dans la littérature, le peu de travaux qui ont suffisamment exploré les mécanismes moléculaires qui régulent la mort cellulaire déclenchée par la DOX n'ont toujours pas fourni une identification exacte de la voie apoptotique stimulée par cette anthracycline dans les CSs cultivées in vitro.Malgré que la DOX ait été souvent considérée comme une toxine mitochondriale qui affecte l'activité métabolique des mitochondries, l'étude de l'ultrastructure mitochondriale dans les CSs in vivo n'a montré aucune atteinte visible des mitochondries par la DOX. Pourtant, selon les résultats du test MTT mené in vitro, nous avons identifié une baisse DOX-dépendante de l'activité métabolique du complexe II ou SDH mitochondriale, sans aucune variation du ΔΨm et des biomarqueurs du stress oxydatif, y compris les groupements carbonylés, la 3nitrotyrosine et le 4-HNE. La majorité des travaux suggère que le stress oxydatif généré par la DOX lors de son métabolisme est le médiateur principal de ses activités cytotoxiques[START_REF] Wallace | Doxorubicin-induced cardiac mitochondrionopathy[END_REF][START_REF] Neilan | Disruption of nitric oxide synthase 3 protects against the cardiac injury, dysfunction, and mortality induced by doxorubicin[END_REF]. Néanmoins, nos données laissent supposer que le stress oxydatif n'est probablement pas le stimulus majeur qui module la cytotoxicité de la DOX dans les CSs in vitro, et que cette drogue antinéoplasique agit préférentiellement via des altérations nucléaires et une hyper-activation de la caspase-3, deux aspects typiques de la mort apoptotique. Une étude récemment publiée par[START_REF] Tremblay | In vitro study of doxorubicin-induced oxidative stress in spermatogonia and immature Sertoli cells[END_REF] a exploré l'effet de la DOX sur les CSs de rat de la lignée SerW3 in vitro, et a montré qu'après 3 h d'exposition à 1 µM de DOX, le taux des ERO intracellulaires augmente puis diminue jusqu'à atteindre des valeurs usuelles après 6 h d'incubation. Selon les données fournies par Tremblay and Delbes (2018), il est possible que l'activation des défenses antioxydantes des CSs soit un événement transitoire, qui varie en fonction du temps d'exposition. Dans ce contexte, nous avons présumé qu'après 24 h de traitement, les CSs deviennent plus ou moins résistantes aux dommages des radicaux libres. Etant donné que les CSs partagent avec les cellules tumorales de nombreuses similitudes métaboliques, telles que le changement du métabolisme cellulaire qui est considéré comme un mécanisme de résistance, il est plausible qu'une amplification du métabolisme glycolytique au détriment de l'OXPHOS permet aux CSs de résister au stress oxydatif mitochondrial, généré par la DOX (Granados-Principal et al. 2010).De nombreuses fonctions biologiques ont été attribuées au Se, un élément dont l'apport adéquat est indispensable aux activités physiologiques cellulaires. Dans le modèle in vivo, le Se a déclenché une altération membranaire des CSs dans quelques tubes séminifères, sans dommages clairs au niveau nucléaire, et sans aucune diminution du nombre des CSs.Cependant, in vitro, nous avons constaté que les trois doses de Se ont entraîné une baisse de l'activité métabolique des CSs et de leur survie, sans aucune fluctuation du nombre des cellules apoptotiques, de l'activité de la caspase-3 et de l'expression des protéines Bax/Bcl-2. Il a été bien établi par le passé, que la mort cellulaire induite par le Se est un processus qui varie selon la forme chimique utilisée. Certains composés stimulent l'activation de la caspase-3 tandis que le sélénite de sodium, forme que nous avons utilisée dans notre étude, active préférentiellement la mort cellulaire caspases-indépendante[START_REF] Sanmartin | Selenium compounds, apoptosis and other types of cell death: an overview for cancer therapy[END_REF]. Quoique la mitochondrie joue un rôle capital dans la régulation des signaux apoptotiques, qui peuvent être stimulés ou réprimés par le Se grâce à son effet antioxydant et son activité qui favorise la biogenèse mitochondriale[START_REF] Mehta | Selenium preserves mitochondrial function, stimulates mitochondrial biogenesis, and reduces infarct volume after focal cerebral ischemia[END_REF], aucun changement du ΔΨm et des marqueurs du stress oxydatif sertoliens n'a été enregistré dans les trois groupes Se. Toutefois, le Se a déclenché un gonflement des mitochondries des CSs in vivo dans quelques tubes séminifères, ce qui caractérise une mort cellulaire apoptotique. Les données de notre étude in vitro montrent qu'il est évident que la mort cellulaire déclenchée par le Se n'est pas une mort apoptotique, mais peut-être une mort par autophagie, nécrose, catastrophe mitotique ou une combinaison des trois[START_REF] Singletary | Diet, autophagy, and cancer: a review[END_REF][START_REF] Sanmartin | Selenium compounds, apoptosis and other types of cell death: an overview for cancer therapy[END_REF]. En revanche, selon nos résultats, la mort par autophagie ou par nécrose semble peu probable in vitro, hormis pour la dose la plus faible de Se qui a médié une augmentation de l'activité de la LDH dans le milieu extracellulaire. Dans l'ensemble, nos données montrent que le Se peut activer différentes voies de mort cellulaire dans les CSs in vivo et in vitro.Les études antérieures se contredisent quant à la sécurité et l'efficacité des antioxydants en association avec les traitements anti-tumoraux[START_REF] Lawenda | Should supplemental antioxidant administration be avoided during chemotherapy and radiation therapy?[END_REF][START_REF] Fuchs-Tarlovsky | Role of antioxidants in cancer therapy[END_REF].[START_REF] Bairati | Antioxidant vitamins supplementation and mortality: a randomized trial in head and neck cancer patients[END_REF] ont indiqué une réduction de l'efficacité des traitements anticancer liée à une diminution de la survie des sujets cancéreux, tandis que[START_REF] Lawenda | Should supplemental antioxidant administration be avoided during chemotherapy and radiation therapy?[END_REF] ont montré que les antioxydants augmentent l'efficacité des traitements chimiothérapeutiques.Malgré les nombreuses vertus attribuées au Se, sa co-supplémentation avec la DOX a provoqué un stress endogène qui a favorisé la mort cellulaire des CSs en culture. Notamment une mort par nécrose dans les trois groupes DOX + Se. Néanmoins, hormis pour le groupe 1 µM DOX + 25 µM Se, il convient de noter que cette mort nécrotique s'est accompagnée d'un dysfonctionnement mitochondrial indiquée par une hyperpolarisation du ΔΨm. En outre, ce qui paraît intéressant est la diminution du nombre des cellules apoptotiques et l'activité de la caspase-3 par la co-thérapie DOX + Se, co-traitement qui semble amplifier la mort caspasesindépendante ou la nécrose, mais prévenir la mort caspases-dépendante ou apoptose. Nos résultats laissent supposer que le stress oxydatif pourrait ne pas être une voie primordiale responsable de la toxicité de la DOX, ce qui explique probablement la non-efficacité de l'association DOX + Se in vitro. D'autre part, l'étude de l'ultrastructure des CSs in vivo, nous a permis de mettre en évidence une baisse des dommages nucléaires de la DOX sur les CSs, par la thérapie antioxydante qui emploie le Se pour prévenir les dommages de la DOX sur les CSs.Nos constatations fournissent de nouvelles données quant au processus de mort cellulaire déclenché par ce co-traitement et attestent de son efficacité réduite in vitro, mais qui semble meilleure dans le modèle in vivo. Dans l'ensemble, les antioxydants tels que le Se ont de nombreuses vertus vitales pour le bon fonctionnement de la cellule, or ils peuvent être associés à des effets délétères, d'où l'importance de mettre en place des protocoles plus optimisés qui visent à minimiser leurs effets indésirables et à maximiser leurs bienfaits.Les trois doses de TA ont provoqué une baisse de l'activité métabolique des CSs, effet qui caractérise une toxicité du TA à ces concentrations. Le TA n'a pas affecté l'activité de la LDH extracellulaire, excluant donc la probabilité de la stimulation de la mort nécrotique.L'administration du TA seul n'a induit aucune fluctuation du ΔΨm, hormis la dose la plus élevée de TA, ce qui a contribué à la non-sélection de cette concentration et ce qui nous a permis de suggérer qu'à une dose au-delà de 25 mM de TA, le TA stimule la mort cellulaire via une toxicité mitochondriale. Nous n'avons pas rapporté de variation des marqueurs apoptotiques étudiés ni de l'autophagie, ceci exclut la stimulation de la mort cellulaire par apoptose ou par autophagie, dans les CSs traitées avec 25 mM de TA. En revanche, l'étude de la morphologie des CSs in vivo après exposition au TA n'a montré aucune atteinte sévère des CSs. Dans le groupe TA, nous avons mis en évidence une baisse du contenu des GL, ce qui indique que le TA module la dynamique du métabolisme lipidique sertolien. Les CSs sont des cellules hautement actives et stockent de l'énergie sous forme de GL, riches en lipides neutres, tels que les TG et les stérides[START_REF] Regueira | Inducible expression of BNIP3 provokes mitochondrial defects and hypoxia-mediated cell death of ventricular myocytes[END_REF]. Ces GL interagissent avec la majorité des organites cellulaires, la consommation de leur contenu est généralement effectuée via une hydrolyse des TG par des lipases spécifiques. L'utilisation des lipides peut être également attribuée à une lipophagie, forme spécifique d'autophagie qui joue un rôle crucial dans la mobilisation des lipides[START_REF] Singh | Autophagy regulates lipid metabolism[END_REF]. Dans ce cas de figure, une évaluation du fonctionnement de la machinerie qui contrôle la lipophagie dans les CSs s'impose afin de confirmer cette hypothèse et faire avancer cette problématique complexe. L'évaluation des répercussions de la co-supplémentation DOX + TA, nous a permis d'aborder quelques aspects de l'effet protecteur de ce nouvel analogue de thioamide dans les CSs in vivo et in vitro. En dépit de la toxicité des trois doses du TA que nous avons rapportée ci-dessus, en présence de la DOX dans les CSs en culture, le TA agit plutôt comme un facteur modérateur de la mort cellulaire médiée par la DOX. En effet, le TA a restauré l'activité métabolique, l'activité de la caspase-3 et le nombre des cellules apoptotiques à des valeurs similaires à celles du groupe CTR, tout en diminuant la fragmentation de la chromatine et en préservant l'aspect pyramidal normal des colonies sertoliennes. Deux des trois doses du TA ont diminué la nécrose provoquée par la DOX et ont induit une baisse de l'autophagie. Dans le testicule, le TA a minimisé la majorité des atteintes de la DOX sur les CSs, en préservant leur contact avec la MB et leur intégrité nucléaire et membranaire. Ceci laisse suggérer soit une interaction moléculaire entre la DOX et le TA qui modifie la stabilité de la conformation de la DOX, soit une action du TA qui agit sur les mêmes modulateurs de la cytotoxicité de la DOX, d'une manière qui freine les signaux de mort cellulaire et les dommages stimulés par cette anthracycline, dans les deux modèles étudiés. Le progrès dans la compréhension des mécanismes d'action cellulaire de la DOX ont permis l'avancée rapide vers une optimisation de son activité antitumorale, sans pour autant diminuer sa cytotoxicité sur les tissus sains. La DOX exerce une variété d'effets anti-tumoraux qui s'accompagnent de dommages sévères des cellules saines hyperprolifératives. Globalement, les données obtenues à l'issue de nos études ont montré d'une façon concrète, que l'action cytotoxique de la DOX ne se limite pas uniquement aux cellules germinales précoces mais affecte également les spermatozoïdes épididymaires matures et les CSs matures et immatures.Notre travail a aussi montré certains aspects de l'effet protecteur d'un nouvel analogue de thioamide et du Se contre le stress exogène de la DOX in vivo et in vitro, et a permis dans un contexte comparatif de mettre en évidence une efficacité plus réduite de la thérapie antioxydante en utilisant le Se, par rapport au TA, dont le potentiel protecteur observé dans les trois modèles étudiés parait prometteur.1. ConclusionsDes progrès importants ont été réalisés au niveau de la préservation de la fertilité chez les patients mâles qui subissent des thérapies compromettant le fonctionnement de leurs gonades, telles que la chimiothérapie. Malgré les incertitudes au sujet de l'utilisation des antioxydants naturels et les nouvelles molécules de synthèse lors d'une thérapie antitumorale, il reste indispensable de mieux caractériser l'impact des drogues chimiothérapeutiques sur l'ensemble de la lignée germinale avant de procéder à une éventuelle protection par des coassociations thérapeutiques. L'étude réalisée dans le cadre de ce doctorat a permis de confirmer davantage le potentiel de la toxicité de la DOX sur la fonction hépatorénale, les cellules sanguines, l'épithélium séminifère et épididymaire, et dans deux types de cellules d'intérêt, à savoir les spermatozoïdes matures ainsi que les CSs à caractère souche in vitro.Dans un contexte plus général, la majorité des travaux se sont penchés sur l'utilisation des antioxydants et des molécules de synthèse aux propriétés et biodisponibilités variées, en utilisant des protocoles thérapeutiques différents, tout en évaluant de nombreux critères de sécurité. Ceci rend impossible de tirer des conclusions claires sur l'efficacité des coassociations avec les agents chimiothérapeutiques. Les nouvelles stratégies thérapeutiques que nous avons mises en place représentent une méthodologie prometteuse, qui peut à long terme améliorer la qualité de vie des survivants des tumeurs juvéniles et adultes, et préserver au mieux leur fertilité.Bien que notre étude ne fournisse pas de conclusions définitives, nos nouvelles approches de traitement ont inclus une évaluation pratique de la fertilité masculine après exposition à la DOX, et ont apporté des stratégies intéressantes pour le développement de thérapies moins toxiques pour les tissus sains. Notre travail a fourni de précieux indices qui ont permis une meilleure compréhension des mécanismes modulateurs de la toxicité de la DOX, et qui ont suscité des hypothèses pertinentes quant aux co-traitements, qui semblent atténuer l'infertilité médicamenteuse sévère associée à la DOX. En effet, nous avons constaté que la toxicité de la DOX in vivo et in vitro est un processus multifactoriel, qui fait intervenir un ensemble de mécanismes d'action. En fonction de ces mécanismes, nous avons montré que les protecteurs in situ que nous avons utilisés, à savoir le Se et le TA sont capables de réduire la toxicité systémique de la DOX et de préserver modérément la qualité des spermatozoïdes épididymaires et des CSs, via un ensemble d'interactions à l'échelle cellulaire, qui reste à déterminer. Dans un contexte comparatif, notre étude a également confirmé que par rapport au Un autre point à considérer est qu'un stress oxydatif systémique aurait pu être déclenché chez les rats traités avec la DOX, et a donc affecté le statut redox testiculaire de manière indirecte, suggérant un déséquilibre systémique des défenses antioxydantes. Un tel effet ne peut malheureusement pas être évalué dans notre modèle de culture in vitro, ce qui rend difficile l'établissement d'une analogie entre les effets observés in vivo et in vitro. Il faut noter que l'amélioration de la qualité spermatique et de l'aspect du tissu germinal n'est pas toujours gage d'une fertilité préservée. Il est indispensable d'effectuer une étude comparative de la fertilité des rats traités avec de la DOX seule avec ceux qui ont reçu des traitements combinés, par le biais d'accouplements avec des femelles contrôles. Un facteur majeur qui doit être pris en compte et qui aurait pu modifier la réponse des cellules en culture aux traitements, est l'absence d'interaction entre les CSs et les cellules germinales comme dans le testicule, mais aussi entre les spermatozoïdes et leur microenvironnement épididymaire.

-

  Les modèles que nous avons utilisés in vitro sont peu représentatifs de l'exposition réelle de chaque type cellulaire in vivo. Dans un autre ordre d'idée, il serait nécessaire de valider les résultats obtenus in vitro dans un modèle plus développé in vivo et vice-versa. Par exemple, nous pouvons créer un modèle unique qui aurait l'avantage d'exposer cellules germinales et CSs dans un même microenvironnement, où ces cellules interagiraient entre-elles, d'une manière qui permettrait d'étudier plus précisément les effets toxiques et protecteurs de nos composés. -En outre, il serait pertinent de mettre en place une analyse comparative de la sensibilité différentielle entre les CSs in vivo et in vitro. Par exemple, une évaluation de la mort cellulaire par apoptose, nécrose et autophagie dans les CSs exposées aux traitements in vivo serait un atout. -Le système reproducteur regroupe un ensemble d'organes dont le fonctionnement et l'aspect doivent être pris en considération afin d'estimer l'impact de nos traitements sur la fonction reproductrice masculine de manière globale. Pour cela nous avons gardé les coupes histologiques des gonades, les différents organes reproducteurs y compris le testicule et l'épididyme droit, les vésicules séminales, et les canaux déférents dans le but de les utiliser dans une étude moléculaire in vivo plus approfondie, qui viserait à montrer les cassures de l'ADN double brin, déterminer quelques régulateurs de la mort cellulaire y compris la famille des caspases, la voie NFкB et la voie ERK/P38/JNK, les modulateurs de la biogenèse mitochondriale comme les protéines SIRT-3 et PGC-alpha, les marqueurs du stress oxydatif particulièrement la SOD, la CAT, la GPx et les enzymes du système de la GSH.

1 -Etape 1 :

 11 Traitez les cellules adhérentes avec les traitements.-Ajoutez 100 µL de la solution de JC-1 (5mg/mL) (7 mM) ; Préparez 10 mL de JC-1 (3 µM) en ajoutant 4 mL de la solution mère dans 100 µL FBS, puis complétez par le milieu ITS jusqu'à 10 mL. -Incubez pendant 30 min à 37 °C à l'abri de la lumière.-Enlevez le milieu.-Lavez 2 fois avec du PBS (1×).-Ajoutez 100 µL ITS.-Lisez la DO aux longueurs d'ondes suivantes, puis calculez le ratio agrégats/monomères : la plaque avec un papier aluminium après ajout du JC-1. Préparation des échantillons 1. Cultivez les cellules à la concentration souhaitée. 2. Récupérez les cellules en utilisant la trypsine afin de les décoller des boites. 3. Effectuez une extraction des protéines. 4. Dosez les protéines totales par la Méthode BCA : o Préparez la solution MPER: pour 5 mL de MPER, ajoutez 50 µL de protéines inhibitrices de protéines et 0,0875 de sodium. o Ajoutez 200 µL du mélange à chaque échantillon. o Bien mélanger. o Incubez à température ambiante pendant 10 min avec une agitation constante (300 tr / min) o Centrifugez à 12 000 tr / min pendant 20 min à température ambiante. o Conservez à -20 ° C pour une utilisation rapide. o Préparez des dilutions standards (BSA). o Ajoutez 15 mL du réactif A à 300 µL du réactif B (kit de dosage des protéines). o Ajoutez 9 µL d'eau pure à 1 µL d'échantillon dans chaque puits (plaque à 96 puits), n'oubliez pas de dupliquer. o Ajouter 10 µL de tous les standards. o Ajouter 200 µL / puits de la solution réactionnelle préparée précédemment. o Mettez à 37 ° C à l'abri de la lumière. o Mesurez la DO à 595 nm.
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	L'exposition	gonadique	à	la	DOX	entraîne	généralement	une
	oligoasthénotératospermie (OATS), et provoque des troubles métaboliques et structurels par
	des mécanismes qui ont été largement étudiés (Figure 8). Une diminution du taux de glycogène
	séminifère ainsi qu'une intensification de la glycolyse dans le testicule ont été décrites chez des
	rongeurs, ce qui indique que la DOX favorise la production d'énergie via la voie anaérobique.
	De plus, la DOX amplifie l'activité des glucokinases ou hexokinases cytosoliques, des enzymes
	qui catalysent la réaction de transformation du glucose en glucose-6-phosphate, la lactate
	déshydrogénase (LDH), enzyme qui joue un rôle fondamental dans le métabolisme
	glycolytique, en permettant à la glycolyse de se dérouler en absence d'oxygène. L'augmentation
	excessive de l'activité de ces enzymes a été fréquemment corrélée à une altération de l'activité
	des mitochondries							

Chapitre II : Sélénium (Se) 1. Généralités

  composé inorganique et représente une source chimique de Se supplémentaire[START_REF] Ganabadi | Effect of selenium supplementation on spermatogenic cells of goats[END_REF]. Certaines de ses propriétés physicochimiques sont représentées dans le tableau 1. Propriétés physicochimiques du sélénite de sodium[START_REF] Schrauzer | Nutritional selenium supplements: product types, quality, and safety[END_REF].

	germinales. Pourtant, plusieurs effets sont emblématiques d'une toxicité directe de la DOX sur les dommages testiculaires dus à cette anthracycline. C'est dans cette optique, que nous avons
	les CSs, à savoir : envisagé de tester l'efficacité du sélénium (Se) contre la gonadotoxicité de la DOX. Le Se étant
	un oligoélément réputé pour son pouvoir antioxydant et son rôle crucial dans la préservation et
	* Une rétention des spermatides qui témoigne d'un dysfonctionnement des CSs et ayant pour conséquence une baisse de la spermiation (Suter et al. 1997), processus de libération des spermatozoïdes dans la lumière du tube séminifère (O'Donnell et le développement de la fertilité masculine. Le Se ou selene en grec est un élément chimique de symbole « Se », et est un oligoélément essentiel découvert et baptisé par le chimiste suédois Jöns Jakob Berzelius, en Tableau 1. Structure
	al. 2011), 1817. Cet oligo-élément commun aux sols alcalins, pénètre dans la chaîne alimentaire via le
	* Une diminution de la production de lactate, substrat énergétique préféré des blé, le maïs et d'autres plantes fourragères. Ce type de sols contient généralement des sélénites
	spermatozoïdes et exclusivement produit par les CSs (Brilhante et al. 2012), inorganiques que les plantes accumulent et convertissent en formes organiques, telles que la
	* Un retard de la maturation des CSs dans le testicule pré-pubère traité par la DOX et sélénocystéine (Sec), la sélénométhionine (SeMet), la glutathion peroxydase (GPx) et la
	une augmentation de la densité des cellules germinales au stade I contre une baisse thiorédoxine réductase (Forstrom et al. 1978; Sunde and Evenson 1987). Les aliments
	de la densité des cellules aux stades II et III, dues à un dysfonctionnement des CSs contiennent des quantités variables et des formes diverses de Se (Navarro-Alarcon and Cabrera-
	qui se manifeste par une baisse de la production de la transferrine (Brilhante et al. Vique 2008). Une fois dans l'organisme, le Se est majoritairement stocké au niveau du muscle
	2012) et qui implique une réduction de l'élimination des corps résiduels et des squelettique (Ruan et al. 2012) et assure une variété de fonctions biologiques déterminantes
	cellules dégénérées, pour le fonctionnement systémique normal (Thomson 2004). En effet, cet élément est un
	cofacteur indispensable à l'activation de plusieurs enzymes et sélénoprotéines qui sont des
	formes organiques mieux absorbées que le Se à l'état initial, et qui interviennent dans de
	nombreuses activités métaboliques cellulaires (Rayman 2004), telles que :
	Figure 8. Récapitulatif des principaux effets de la DOX sur les cellules germinales et
	les CSs.
	; Tremblay
	and Delbes 2018). Cependant, l'action cytotoxique directe ou indirecte de la DOX sur les CSs En résumé, le stimulus cytotoxique et le stress oxydatif sévère générés par la DOX dans
	est toujours sujette à plusieurs controverses. Il demeure difficile de confirmer si les dommages le testicule, ainsi que la sensibilité croissante des cellules germinales en prolifération à cette
	causés aux CSs par la DOX sont secondaires à un dysfonctionnement des cellules germinales, molécule ont poussé les chercheurs à considérer l'association de la DOX avec une variété
	ou si la DOX affecte directement les CSs, conduisant à une atteinte indirecte des cellules d'antioxydants, comme des formes prometteuses et efficaces qui pourraient peut-être réduire

* Une hyperproduction des radicaux libres dans les CSs immatures

[START_REF] Tremblay | In vitro study of doxorubicin-induced oxidative stress in spermatogonia and immature Sertoli cells[END_REF]

.

chimique Dose sans effet nocif observable (NOAEL) chez le rat 0,2 mg/kg/jour Formule brute Na2SeO3 Dose létale 50 (DL50) orale chez le rat

  

		7 mg/kg/jour
	Densité	3,1 g/cm 3
	Masse molaire	172,9 g/mol -1
		Sulfite de sodium
	Formes relatives	Sélénate de sodium Sélénide de sodium
		Sélénate de calcium

6. Sélénium et fertilité masculine

  

	6. 1. Introduction
	Un apport adéquat en Se est un facteur essentiel au maintien de la fonction reproductrice
	masculine (Ahsan et al. 2014). Le Se joue un rôle déterminant dans le maintien du statut redox,
	et remplit une fonction clé dans la spermatogenèse et l'activation du système enzymatique du
	tractus génital mâle (Alvarez and Storey 1989). Certains chercheurs pensent même que certains
	aspects de la stérilité masculine peuvent parfois dériver d'une carence en Se, étant donné que
	des taux faibles en Se dans le testicule, se traduisent par une dégénérescence excessive des
	spermatozoïdes et une altération de leur mobilité, qui semble être emblématique d'une infertilité
	irréversible

  . Chaque testicule est suspendu dans le sac scrotal par le cordon spermatique, qui comporte le canal déférent ainsi que des vaisseaux artériels, veineux et lymphatiques[START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF]. Les testicules sont enfermés dans une capsule à trois couches : la tunique vaginale externe, l'albuginée centrale qui contient du collagène, des

cellules musculaires lisses et des myofibroblastes, et la tunique vasculaire riche en vaisseaux sanguins, incorporés dans un tissu conjonctif lâche

[START_REF] Creasy | Chapter 59 -Male Reproductive System[END_REF]

. En plus de confiner les testicules, cette capsule joue un rôle important dans le contrôle du flux sanguin testiculaire. Chez certaines espèces, la paroi testiculaire se contracte de manière rythmique en réponse à une variété de médiateurs, tels que l'acétylcholine, l'adrénaline et la noradrénaline ou en réponse à une stimulation nerveuse, qui aide à expulser les spermatozoïdes des tubes séminifères

[START_REF] Gladkova | Role of neurotransmitters in coordination of male sexual behavior[END_REF][START_REF] Meston | The Neurobiology of Sexual Function[END_REF] 

(Figure

19

).

Le parenchyme testiculaire est composé de tubes séminifères convolutés, entourés par un tissu interstitiel dense. Les tubes séminifères sont des tubules longs, ayant une organisation particulière. Chez le rat, il y a environ 30 tubules, repliés sur eux-mêmes et séparés par une cloison conjonctive. Ils forment environ 12 m de tubules par gramme de testicule

[START_REF] Creasy | Chapter 59 -Male Reproductive System[END_REF]

. L'une des extrémités de chaque tube séminifère, débouche dans le rete testis, qui se situe au pôle crânien du testicule, et qui se prolonge par les canaux efférents dans le canal épididymaire

(Kerr et al., 2006) 

(Figure

  La spermatogenèse se déroule au niveau des tubes séminifères en 3 phases : la multiplication, la maturation nucléaire et la différenciation[START_REF] De Kretser | Spermatogenesis[END_REF]. Au cours de la spermatogenèse, les cellules de la lignée germinale sont disposées en assises plus ou moins régulières de la périphérie vers le centre du tube, à des stades de différenciation bien distincts. Contrairement aux spermatogonies de type A, caractérisées par un noyau ovale et un nucléole attaché à l'enveloppe nucléaire les spermatogonies de type B ont un noyau et une hétérochromatine attachés à l'enveloppe nucléaire. Certaines spermatogonies de type A1 ne subissent pas de différenciation et restent à l'état de cellules souches de réserve. Les spermatogonies de type B engendrent des spermatocytes I tétraploïdes, après duplication de leur ADN[START_REF] Amann | The cycle of the seminiferous epithelium in humans: a need to revisit?[END_REF]. Ces spermatocytes I subissent ensuite une méiose I pour produire les spermatocytes II diploïdes. Après l'achèvement de la méiose II, deux spermatides haploïdes sont formées. Pendant cette transition du stade spermatogonies type A au stade spermatides, les cellules germinales migrent de la membrane basale vers la lumière du tube séminifère, en rompant transitoirement les complexes jonctionnels qui lient les CSs(Nishimura and Hernault, 

	2017).

Elles restent en relation étroite avec les CSs par des jonctions de type communicantes. Bien que les spermatogonies de type A subissent des divisions mitotiques consécutives pour se différencier en spermatogonies type A1 ou A4, certaines cellules de type A4 deviennent des spermatogonies intermédiaires, qui se divisent à leur tour pour former des spermatogonies de type B.

  . Une fois dans la mitochondrie, le cholestérol est converti en des changements bien définis peuvent avoir lieu en fonction du développement testiculaire. Les premières cellules de soutien sont des cellules pré-Sertoli qui se distinguent des CSs adultes par un noyau irrégulier et un nucléole proéminent[START_REF] Heyn | Ultrastructural morphodynamics of human Sertoli cells during testicular differentiation[END_REF]. Chez la CS adulte, la membrane est formée de nombreuses expansions cytoplasmiques qui sont en contact avec celles de la CS adjacente. Ce réseau d'expansions cytoplasmiques, abritant les cellules germinales est divisé en compartiment basal et en compartiment abluminal, par les jonctions serrées[START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF]. Le noyau des CSs matures se distingue par un grand nucléole apparent[START_REF] Krzanowska | Number of chromocentres in the nuclei of mouse Sertoli cells in relation to the strain and age of males from puberty to senescence[END_REF]. Tous les noyaux des CSs contiennent des invaginations profondes au niveau de leur enveloppe nucléaire « indentation », ce qui confère au noyau des formes variables, irrégulières, pyramidales ou triangulaires(Ye et al. 1993).

	prégnénolone par l'enzyme responsable du clivage du cholestérol, la P450scc. La prégnénolone
	est ensuite transportée au réticulum endoplasmique lisse et convertie séquentiellement en
	progestérone par l'isomérase 3β-HSD, puis en 17-hydoxyprogestérone, ensuite en
	androstènedione, par la 17α-hydroxylase. L'androstènedione ainsi formée est finalement
	transformée en testostérone par l''action catalytique de la 17-hydroxystéroïde déshydrogénase
	Les CSs sont reliées par des jonctions complexes, essentiellement des jonctions
	communicantes et serrées (Russell and Malone 1980; Hess and Vogl 2015). Environ 40% de
	la surface sertolienne est en contact avec les spermatides (de Franca et al. 1993), ce qui marque

[START_REF] Song | Testicular steroidogenesis is locally regulated by androgen via suppression of Nur77[END_REF]

.

5. Cellules de Sertoli (CSs)

5. 1. Structure

Les travaux antérieurs ont soigneusement examiné la morphologie des CSs. Les constatations ont toujours souligné le caractère unique de ces cellules nourricières qui étendent leurs extrémités cytoplasmiques pour abriter, protéger, nourrir et maintenir le développement des cellules germinales

[START_REF] Tindall | Structure and biochemistry of the Sertoli cell[END_REF]

. Les CSs sont des cellules cylindriques de grande taille, occupant toute l'épaisseur de l'épithélium séminifère. Les CSs sont prédominantes jusqu'à la puberté, puis elles ne représentent que 10% des cellules bordant le tube séminifère.

Ces cellules se caractérisent par une résistance aux facteurs partiellement nocifs pour les cellules germinales, comme l'exposition à la température normale du corps

[START_REF] Stevens | Histology. MOSBY-Year Book Europe Ltd[END_REF]

. La taille des CSs est très variable entre les espèces. Paradoxalement, les espèces ayant le volume cellulaire le plus élevé, ont généralement une spermatogenèse très faible. Chez les rongeurs tels que le rat et la souris, le volume séminifère occupé par les CSs est réduit, néanmoins, leur spermatogenèse est très active

[START_REF] Russell | A comparative study in twelve mammalian species of volume densities, volumes, and numerical densities of selected testis components, emphasizing those related to the Sertoli cell[END_REF]

. non seulement la relation étroite entre les CSs et les cellules germinales en développement. Le noyau des CSs est volumineux (entre 250-850 µm 3 ) et de forme variable selon le stade du cycle séminifère

[START_REF] Russell | A comparative study in twelve mammalian species of volume densities, volumes, and numerical densities of selected testis components, emphasizing those related to the Sertoli cell[END_REF]

. De la naissance à l'âge adulte, le noyau sertolien est souvent allongé, cependant Les CSs contiennent un cytosquelette important composé essentiellement de microtubules, de microfilaments d'actine, au niveau des jonctions et des filaments intermédiaires de vimentine. Les organites cytoplasmiques des CSs sont généralement polarisés grâce aux microtubules du cytosquelette qui s'étendent de la base à l'apex. Ces microtubules sont indispensables à la stabilité du réticulum endoplasmique rugueux et à l'alignement des mitochondries

  Une barrière physiologique, composée de transporteurs et de canaux membranaires très dynamiques, qui contrôlent le passage des molécules nécessaires au développement des cellules germinales et au fonctionnement des CSs. 2012). En absence de glucose, les CSs maintiennent la production du lactate via le métabolisme des lipides, des acides aminés et du glycogène. Cependant, la β-oxydation lipidique semble être la voie métabolique principale, utilisée par les CSs pour produire de l'énergie[START_REF] Leiderman | Glycogen content in the rat testis from postnatal to adult ages[END_REF]. Les CSs peuvent également métaboliser l'alanine,

	principal acide aminé glycogénique, qui peut être converti en pyruvate par plusieurs voies
	métaboliques, notamment le cycle de Krebs et la néoglucogenèse (Alves et al. 2013) (Figure
	23A).	Le dysfonctionnement de la barrière hémato-testiculaire entraîne généralement l'arrêt
	de la différenciation des cellules germinales (Lui and Cheng 2007).
		5. 2. 3. Fonction sécrétoire
		5. 2. 2. Apport énergétique
		D'autre part, les CSs sécrètent une variété de facteurs de croissance qui activent les
	Outre leur rôle dans la formation de la barrière hémato-testiculaire, les CSs assurent une voies de signalisation intracellulaires des spermatogonies, afin de favoriser leur division
	Rhésus sur des spermatozoïdes humains a été déjà rapportée (Prakash 1973). La barrière les lipides, les vitamines et les ions métalliques. Le métabolisme sertolien est contrôlé par les
	hémato-testiculaire crée un microenvironnement adéquat au développement de spermatozoïdes transporteurs membranaires du glucose (récepteurs GLUT), qui régulent le passage du glucose
	entièrement fonctionnels (Wong and Cheng 2005; Su et al. 2011a), et peut être divisée en : à travers leur membrane cytoplasmique (Kim and Moley 2007).

5. 2. Fonctions

5. 2. 1. Maintien de la barrière hémato-testiculaire

De nombreuses jonctions serrées entre les CSs adjacentes un peu au-dessus de la membrane basale du tube séminifère, créent la barrière hémato-testiculaire. La barrière hématotesticulaire est un élément structurel central de la physiologie du testiculaire et l'une des barrières sanguines les plus sélectives et étroites des tissus mammifères

(Su et al. 2011b)

. Cette barrière est très sélective et permet de contrôler l'apport de substances et d'hormones dans la zone adluminale du tube séminifère. Ceci est dû au fait que les cellules haploïdes des mammifères, telles que les spermatides et les spermatozoïdes ont des caractéristiques antigéniques. La présence des antigènes A et B du système ABO et de l'antigène D du système * Une barrière anatomique limitant l'entrée des molécules et des cellules germinales du compartiment basal, et qui est étroitement en contact avec les vaisseaux sanguins et l'endothélium lymphatique, dans le compartiment adluminal séminifère. * Une barrière immunologique, qui contrôle le mouvement des cellules immunitaires et le niveau de cytokines dans l'épithélium séminifère.

* pléthore de fonctions allant du soutien physique à l'immuno-protection des cellules germinales

[START_REF] Kopera | Sertoli-germ cell junctions in the testis: a review of recent data[END_REF]

. Chaque CS soutient 30 à 50 cellules germinales à des stades différents de la spermatogenèse

[START_REF] Cheng | Cell junction dynamics in the testis: Sertoli-germ cell interactions and male contraceptive development[END_REF]

. Les CSs souvent appelées « cellules nourricières » sont dotées d'un métabolisme intense, qui fournit un soutien nutritionnel indispensable au développement des cellules germinales, via une supplémentation adéquate en substrats énergétiques, comme le lactate

[START_REF] Boussouar | Lactate and energy metabolism in male germ cells[END_REF][START_REF] Rato | Metabolic modulation induced by oestradiol and DHT in immature rat Sertoli cells cultured in vitro[END_REF]

. Les cellules germinales en développement ont des besoins métaboliques spécifiques, ces dernières utilisent préférentiellement le lactate comme substrat pour la production de l'ATP

[START_REF] Grootegoed | Metabolism of radiolabelled energy-yielding substrates by rat Sertoli cells[END_REF]

). Une supplémentation de lactate adéquate est indispensable à la stimulation de la synthèse d'ARN et des protéines structurelles des spermatides, et exerce un effet anti-apoptotique sur la plupart des cellules germinales

[START_REF] Erkkila | Lactate inhibits germ cell apoptosis in the human testis[END_REF]

. La survie des cellules germinales matures est fortement dépendante d'un taux de lactate approprié, dans le milieu extracellulaire

[START_REF] Grootegoed | Metabolism of radiolabelled energy-yielding substrates by rat Sertoli cells[END_REF]

.

Les CSs produisent du lactate via le métabolisme de différents substrats, généralement le glucose, grâce à leur activité glycolytique importante. Ces cellules nourricières sécrètent également des nutriments et des métabolites essentiels tels que, les acides aminés, les glucides, En cas de baisse des apports en glucose, le métabolisme glycolytique des CSs, permet de maintenir une concentration optimale de lactate dans le microenvironnement des cellules germinales, afin de permettre une adaptation progressive à leurs besoins énergétiques

(Rato et al. 

mitotique. Le facteur le plus connu est un facteur neurotrophique qui dérive des cellules gliales (FNDG), et qui joue un rôle crucial dans la croissance, l'auto-régénération et la différenciation des spermatogonies

  'effectue via les récepteurs sertoliens de la famille Tyro3, Axl et Mer ou TAM. Le phagosome ainsi formé fusionne avec les lysosomes sertoliens, riches en enzymes de dégradation, afin de former un phagolysosome(Sun et al. 2010b). Ce processus s'accompagne d'une augmentation de l'expression de l'acétyl-CoA déshydrogénase, enzyme responsable du catabolisme des acides gras à longue chaîne, dans les mitochondries des CSs. Les lipides des corps résiduels recyclés fournissent une quantité d'énergie importante, nécessaire aux besoins énergétiques des CSs[START_REF] Xiong | Apoptotic spermatogenic cells can be energy sources for Sertoli cells[END_REF]. Les CSs peuvent également phagocyter les germes, qu'elles reconnaissent via leurs récepteurs de type Toll ou TLR, déclenchant ainsi une cascade de signalisation qui fait intervenir la protéine contenant un domaine TIR inducteur de l'interféron β (TRIF), dont l'activation stimule un ensemble de facteurs de transcription y compris, AP1, MAPK et NF-κB

).

L'endocytose des cellules germinales apoptotiques ou des corps résiduels, par les CSs, s

[START_REF] Fujioka | NF-kappaB and AP-1 connection: mechanism of NF-kappaBdependent regulation of AP-1 activity[END_REF] Sun et al. 2010a;[START_REF] Lakpour | The Expression of TLR2 and TLR3 in Sertoli Cells of Azoospermic Patients[END_REF]

) (Figure

23C

).

Dans des conditions physiologiques normales ou de stress, les CSs réagissent en ralentissant ou en inhibant la sécrétion des facteurs essentiels à la croissance, et à la survie des cellules germinales. Les CSs provoquent une augmentation des protéines pro-apoptotiques, comme Bax, tout en réduisant l'activité de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. L'augmentation de l'expression de Bax et les stimulus pro-apoptotiques associés, amènent les mitochondries à libérer le cytochrome c. Les CSs peuvent également activer l'apoptose via la stimulation de la sécrétion du ligand Fas (FasL), qui se lie à son récepteur Fas, une protéine de surface cellulaire exprimée par les cellules germinales, et qui active la cascade protéolytique induisant de multiples clivages des caspases. Une fois cette cascade initiée, elle aboutit à la fragmentation de l'ADN et à la mort cellulaire

[START_REF] Lee | The Fas system, a regulator of testicular germ cell apoptosis, is differentially up-regulated in Sertoli cell versus germ cell injury of the testis[END_REF][START_REF] Young | Mediation of seasonal testicular regression by apoptosis[END_REF] 

(Figure

  Avec l'avènement de la microscopie électronique, la structure en fibres de l'axonème, la position du noyau dans la tête, et l'aspect de l'acrosome du spermatozoïde ont été révélés.Le spermatozoïde ou gamète mâle, est une cellule très spécialisée et hautement différenciée, qui a été dépourvue de la majorité de son cytoplasme et ses organites, au cours de la spermiogenèse[START_REF] Lenzi | Lipids of the sperm plasma membrane: from polyunsaturated fatty acids considered as markers of sperm function to possible scavenger therapy[END_REF][START_REF] Pesch | Structure of mammalian spermatozoa in respect to viability, fertility and cryopreservation[END_REF]. Le spermatozoïde, produit dans

	6. Spermatozoïdes
	6. 1. Structure et fonctions
	5. 2. 6. Sécrétion du fluide séminifère
	Environ 80% des fluides testiculaires proviennent des CSs. Les CSs libèrent dans les

5. 2. 5. Spermiation

Les CSs contrôlent le processus d'expulsion des spermatides tardives à partir des cryptes sertoliennes vers la lumière du tube séminifère, suite à un processus de détachement des têtes des spermatides, situées au niveau de la région apicale des CSs

[START_REF] O'donnell | Spermiation: The process of sperm release[END_REF]

.

tubes séminifères un fluide riche en potassium, en protéines, en sucres et en stéroïdes, ce qui permet un apport nutritionnel pour les cellules germinales en développement. Ce fluide assure également le transport des molécules intervenant dans les mécanismes de communication cellulaire, et le transport des spermatozoïdes vers le rete testis

[START_REF] Richburg | Seminiferous tubule fluid secretion is a Sertoli cell microtubule-dependent process inhibited by 2,5-hexanedione exposure[END_REF]

.

le tube séminifère par spermatogenèse, puis stocké dans le cauda épididyme afin d'être libéré par le pénis au moment de l'éjaculation, est connu pour être une cellule transcriptionnellement et traductionnellement silencieuse

[START_REF] Sullivan | The human epididymis: its function in sperm maturation[END_REF]

.

La fonction fondamentale du spermatozoïde réside dans son rôle en tant que facteur de signalisation ou d'activation métabolique de l'ovocyte silencieux, et fournisseur du génome paternel haploïde. La structure spermatique peut varier selon l'espèce

[START_REF] Prakash | Morphological diversity of sperm: A mini review[END_REF]

) et est influencée par la structure du tractus génital féminin

[START_REF] Miller | Sperm-female coevolution in Drosophila[END_REF]

. Plusieurs différences en termes de taille globale, de forme et de densité ont été constatées. Chez les rongeurs, la tête spermatique est généralement en forme de crochet et la taille moyenne du spermatozoïde est d'environ 160 µm. Chez l'homme, le spermatozoïde a une tête ovoïde et une taille moyenne de 60 µm

  , le glucose, le sorbitol, le lactate ou le pyruvate, qui maintiennent l'activité flagellaire[START_REF] Misro | Fuel/Energy Sources of Spermatozoa[END_REF].Dans le cauda de l'épididyme, la plupart des spermatozoïdes peuvent nager progressivement en suivant un axe de progression précis. La PI et le col qui sont rigides au niveau du corps de l'épididyme, se montrent généralement plus flexibles et courbés au niveau de la queue, facilitant ainsi les mouvements du spermatozoïde[START_REF] Burgos | Sperm motility in the rat epididymis[END_REF]. Les mouvements oscillatoires et successifs du flagelle résultent d'un glissement longitudinal rythmé entre les microtubules de l'axonème, et sont classés comme progressifs, en zig-zag ou vibrants[START_REF] Chen | Direct measurement of the tail beat frequency of human sperm by flash light synchronization[END_REF]. Ces mouvements sont assurés par l'activité ATPasique des dynéines axonémales, complexes protéiques appartenant à la famille des ATPase AAA, et liés aux microtubules du l'axonème. Les dynéines se déplacent entre les microtubules, en convertissant l'ATP en énergie cinétique. Les dynéines font glisser les microtubules entre eux, induisant ainsi leur courbure. Le glissement simultané de tous les microtubules provoque le mouvement du

	. Les AGPIs et le
	cholestérol sont vulnérables au processus de peroxydation lipidique et aux attaques des ERO,
	comme l'anion superoxyde (O2 .-), le radical hydroxyle (HO . ) et l'oxyde nitreux (NO) (Aitken
	1991; Aitken et al. 1991). Deux facteurs primordiaux qui contribuent à l'hypersensibilité des
	spermatozoïdes aux stimulus exogènes, tel que le stress oxydatif, sont leur membrane qui a un
	taux relativement élevé d'AGPIs (Lenzi et al. 1996), et leur cytoplasme réduit, qui implique
	des taux très faibles d'enzymes piégeuses des radicaux libres, telles que la superoxyde
	dismutase (SOD), la catalase et la GPx (O'Flaherty 2014).
	Toutefois, les spermatozoïdes épididymaires ont peu de possibilité de mouvement à
	cause de la viscosité élevée et du pH faible de l'épididyme. La mobilité n'est concrètement
	observée que lorsque les spermatozoïdes sont éjaculés ou suspendus dans un milieu peu

L'altération de la membrane plasmique est un facteur facilitateur des dommages spermatiques, qui modifient non seulement la morphologie du spermatozoïde, mais entravent sa mobilité et son pouvoir fécondant. Un degré d'insaturation des lipides membranaires adéquat est donc un paramètre déterminant dans la capacité des spermatozoïdes à maintenir leur intégrité dans un microenvironnement oxydant

[START_REF] Lenzi | Fatty acid composition of spermatozoa and immature germ cells[END_REF][START_REF] Puglisi | Mice overexpressing the mitochondrial phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase in male germ cells show abnormal spermatogenesis and reduced fertility[END_REF]

).

6. 4. Mobilité

Il est communément reconnu que, chez les mammifères, les spermatozoïdes quittant le testicule sont incapables de féconder un ovocyte. Ces derniers doivent subir des changements morphologiques, physiologiques et biochimiques intrinsèques, au cours de leur transit épididymaire afin d'acquérir leur capacité à se déplacer progressivement et féconder le gamète femelle

[START_REF] Amann | The epididymis and sperm maturation: a perspective[END_REF][START_REF] Amann | The cycle of the seminiferous epithelium in humans: a need to revisit?[END_REF]

. Ces changements incluent une augmentation du pH et du calcium intracellulaire, ce qui déclenche l'activation de l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc)

[START_REF] Mortimer | Variable kinematics of capacitating human spermatozoa[END_REF][START_REF] Darszon | Ion channels in sperm physiology[END_REF]

. L'AMPc active à son tour une protéine kinase A qui stimule l'activité des tyrosines kinases pour enclencher la cascade de phosphorylation des bras de dynéines axonémales

[START_REF] Pereira | Mutation analysis in patients with total sperm immotility[END_REF]

. visqueux qui leur permet de bouger. Ces cellules demeurent quiescentes jusqu'à leur éjaculation. Le système de locomotion spermatique sollicite une quantité d'énergie importante.

Les molécules d'ATP intracellulaires sont générées par oxydation de divers substrats, tels que le fructoseflagelle

[START_REF] Mohri | Tubulin-dynein system in flagellar and ciliary movement[END_REF]

.

  également sous le nom du 'bon cholestérol'. Ces dernières récupèrent le cholestérol en excès et le ramènent au foie où il est modifié avant son élimination. Le dosage des triglycérides (TG), qui sont majoritairement synthétisés au niveau hépatique, est un examen complémentaire au dosage du cholestérol. Les tests hépatiques, que nous avons effectués, incluent également une mesure des taux de certaines protéines hépatiques, dont la phosphatase alcaline (PAL), la gamma glutamyl-transférase (γ-GT), les transaminases hépatiques, ASAT et ALAT, enzymes dont la variation reflète un dysfonctionnement des hépatocytes. Ces dosages biochimiques ont été effectués à l'aide d'un automate.

	2. 2. 1. Bilan lipidique et enzymes hépatiques
	L'évaluation du taux sanguin des lipides est un moyen fiable pour dépister une
	éventuelle anomalie du bilan lipidique ou une dyslipidémie liée à une atteinte hépatique. La

majorité du cholestérol présent dans l'organisme provient du foie et est transportée dans le plasma par plusieurs types de lipoprotéines, dont les lipoprotéines de haute densité (HDL) connues

Fluctuation du gain pondéral (GP) et du poids relatif du foie et des gonades

  Dans cette optique, nous avons comptabilisé les éléments figurés du sang, à savoir, les érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes, auxquels s'ajoute un dosage de

	Une baisse considérable du poids corporel est l'un des premiers signes de la toxicité
	médicamenteuse. Dans notre étude, l'exposition des rats aux différents traitements a entraîné
	une baisse significative du GP, par rapport au groupe CTR. La DOX a induit la baisse du GP la
	plus importante. Son association avec du Se n'a pas eu un impact significatif sur la perte du
	poids, néanmoins sa co-administration avec le TA a permis une réaugmentation significative
	du GP, en comparaison avec les rats qui n'ont reçu que la DOX. Au cours des dernières
	semaines du traitement, les trois groupes traités avec la DOX ont manifesté des frissons, une
	alopécie, des signes d'affaiblissement et une altération de l'état général. Aucune mort liée aux
	traitements n'a été enregistrée.

l'hémoglobine (HGB) et l'hématocrite (HCT), qui correspond au volume sanguin occupé par les érythrocytes. Le sang collecté dans des tubes EDTA a été utilisé pour effectuer un hémogramme à l'aide d'un automate d'analyse médicale.

2. 6. Etude statistique

A partir des données recueillies précédemment, nous avons effectué une étude statistique en utilisant le test non-paramétrique U de Mann Whitney, afin de comparer les médianes entre deux échantillons indépendants. Ce test statistique a été notre examen de choix, étant donné l'effectif réduit (n = 6) et l'absence de distribution normale de notre série statistique.

Les valeurs de la probabilité « p » ont été ensuite calculés, pour identifier les associations significatives entre les différents groupes. Le seuil de variation significative a été désigné à p inférieur à 0,05 (p < 0,05). Trois comparaisons ont été prises en considération :  'a' : résultat significatif entre tous les groupes traités par rapport au groupe témoin.  'b' : résultat significatif entre les groupes DOX, DOX + Se et DOX + TA.  'c': résultat significatif entre les groupes DOX + Se et DOX + TA. Résultats 1.

Par ailleurs, le poids relatif du foie n'a pas varié dans tous les groupes traités, tandis que celui des testicules et des épididymes a connu une baisse critique de 50% dans les trois groupes exposés à la DOX, par rapport aux rats témoins. Nos traitements combinés (DOX + Se et DOX + TA) n'ont induit aucune amélioration significative du poids des gonades.

2. Les co-traitements améliorent les paramètres spermatiques

Un consensus général admet que le poids des testicules dépend de la masse des cellules germinales différenciées. Par conséquent, une atrophie testiculaire est fréquemment due à une baisse de la spermatogenèse. Dans nos observations, l'exposition à la DOX a eu des retentissements délétères sur la qualité des spermatozoïdes épididymaires. Nous avons mis en 3.

Les co-traitements diminuent les anomalies de la PI

  

	En ce qui concerne les défauts morphologiques des spermatozoïdes, dans les groupes
	Se ou TA, nous avons rapporté des proportions normales d'anomalies morphologiques,
	observées majoritairement au niveau du flagelle, aspect angulé et enroulé. Cependant, le
	traitement par la DOX semble affecter particulièrement la PI, avec un aspect tordu ou coudé.
	Nous avons enregistré une augmentation d'environ 42% de ces anomalies dans le groupe DOX
	par rapport au groupe CTR. D'autre part, nos traitements combinés y compris la DOX + TA et
	la DOX + Se ont réduit le taux des anomalies qui affectent la PI, en comparaison avec le groupe
	DOX, nous avons enregistré des baisses respectives de 19 et 15%.
	4. L'

association DOX + Se ou DOX + TA diminue les dommages des tissus testiculaire et épididymaire

  nous avons constaté une vacuolisation des cellules épithéliales avec l'apparition de noyaux en position apicale. De nombreux mastocytes ont infiltré le tissu conjonctif et la lumière des tubules épididymaires a été presque dépourvue de spermatozoïdes. Le pourcentage des EET a été significativement élevé de 86,1% en présence de la DOX, par rapport au CTR. Le co-

	traitement DOX + Se semble désorganiser la structure de l'épithélium épididymaire, toutefois,
	le nombre des EET, toujours augmenté par rapport au groupe CTR s'est avéré significativement
	réduit de 30,9%, en comparaison au groupe DOX. Dans le groupe DOX + TA, nous avons
	observé un aspect tissulaire normal, néanmoins les spermatozoïdes furent rares dans la lumière
	séminifère, avec un pourcentage de EET significativement augmenté par rapport aux valeurs
	du groupe témoin.
	traités ont augmenté, par rapport au groupe DOX, néanmoins, ils restent significativement
	réduits en comparaison avec les valeurs du groupe CTR. Les TDI et SPI ont été respectivement
	augmentés de 31 et 29% dans le groupe DOX + TA, et de 46 et 41,02% dans le groupe DOX +
	Se.

L'aspect du testicule et l'organisation des cellules germinales dans les tubules séminifères des rats exposés au Se ou au TA, ont été similaires à ceux observés dans le groupe CTR. L'étude histologique de l'épithélium testiculaire, nous a permis d'identifier plusieurs changements tissulaires suite à l'exposition à la DOX, notamment, un épithélium séminifère pauvre en spermatozoïdes, avec peu de spermatogonies, spermatocytes I et peu de spermatides.

Nous avons également constaté la présence de quelques CSs, caractérisées par un noyau moins volumineux et plus foncé. La lumière des tubes séminifères a été occupée par des débris cellulaires. La DOX a causé une baisse de 78% du TDI et 82% du SPI en comparaison avec le groupe CTR. L'administration du Se avec la DOX a entraîné un épaississement de l'épithélium séminifère. Nous avons retrouvé les différents stades de la spermatogenèse, avec la présence de plusieurs spermatozoïdes dans la lumière des tubules. La co-administration de la DOX avec le TA a restauré l'aspect presque normal de l'épithélium séminifère, avec une hausse du nombre des spermatocytes I et des spermatides. Les pourcentages des TDI et SPI dans les groupes co-Au niveau épididymaire, nous n'avons identifié aucun changement de l'aspect tissulaire chez les animaux exposés au Se ou au TA, par rapport au groupe CTR. Chez les rats traités par la DOX,

La DOX modifie les paramètres biochimiques sans endommager le tissu hépatique

  cations Na + et K + , contre une baisse des ions Fe 3+ . La co-association DOX + TA a diminué de manière significative le taux des ions K + . Tandis que la co-supplémentation DOX + Se a rétabli le taux normal des deux ions Na + et K + , sans pour autant diminuer celui des Fe 3+ , dont le taux est resté significativement augmenté par rapport au témoin. contenu des GL, un effet que nous avons considéré comme indicateur d'une hausse du métabolisme des lipides ou la lipolyse dans le cytoplasme des CSs.Plusieurs facteurs peuvent être impliqués dans le gonflement mitochondrial, que nous avons observé dans les deux groupes DOX et DOX + Se. De façon systémique, le gonflement mitochondrial peut être dû à une entrée massive soit des ions K + ou Ca 2+ dans la mitochondrie[START_REF] Costa | The mechanism by which the mitochondrial ATP-sensitive K+ channel opening and H2O2 inhibit the mitochondrial permeability transition[END_REF], causant de la sorte une alcalinisation de la matrice et une considérée comme la cause principale de la baisse de la fertilité chez les sujets cancéreux, le fonctionnement et la structure du testicule ont été largement étudiés. Pourtant, l'asthénospermie fréquemment observée chez les patients qui reçoivent la DOX montre une sensibilité particulière de l'épididyme à cette anthracycline (Wasilewski-moyen efficace pour réduire le stress oxydatif généré par la DOX. Notre étude confirme cette hypothèse et montre qu'une co-supplémentation de la DOX avec des molécules antioxydantes, comme le Se et le TA, peut atténuer de manière partielle la gonadotoxicité de la DOX in vivo, peut-être par la baisse des ERO. TA au niveau hépatique, là où ce thioamide interfère avec la DOX et minimise le trouble lipidique. Il a été rapporté que même à une dose relativement faible ou subaiguë, cette anthracycline modifie l'activité des complexes enzymatiques couplés à l'ATPase Na + /K +[START_REF] Boucek | The major metabolite of doxorubicin is a potent inhibitor of membrane-associated ion pumps. A correlative study of cardiac muscle with isolated membrane fractions[END_REF], ce qui influe leur activité et modifie les taux périphériques des ions Na + et K + .Par ailleurs, l'association de la DOX avec du Se a rétabli les taux plasmatiques normaux des ions Na + et K + , tandis que celle avec du TA n'a permis de restaurer que celui des ions K + .Si nous considérons le Se comme un stimulateur de l'activité des ATPase Na + /K + , une enzyme dont l'activité est vulnérable aux attaques des radicaux libres[START_REF] Bekpinar | Selenium-induced activation of brain Na(+)-K(+)-ATPase in rats[END_REF], il convient de supposer que le Se, grâce à son potentiel antioxydant, peut préserver l'activité des ATPase Na + /K + exposées à la DOX. L'hyperkaliémie et l'hypernatrémie induites par la DOX dérivent peut-être d'une altération des cellules sanguines associée à un dysfonctionnement des ATPase Na + /K + des érythrocytes et des leucocytes. En se référant à ces données, une étude des paramètres hématologiques s'est avérée indispensable pour confirmer nos hypothèses. complexe entre la DOX et le Fe 3+ au niveau périphérique, pour former des radicaux libres, notamment des ions hydroxyles (OH . ). Etant donné que l'HGB est une métalloprotéine qui représente 95% des érythrocytes et dont la fonction est particulièrement dépendante du fer, nous avons présumé que cette carence en fer est corrélée à une anémie qui se caractérise par la baisse du nombre des érythrocytes et en conséquence de la teneur en HGB et en fer. Compte tenu de la néphrotoxicité de la DOX, l'anémie que nous avons rapportée est

	Discussion
	Des dommages de l'épithélium germinal sont fréquemment observés suite aux
	traitements qui emploient des agents antinéoplasiques. La baisse de la fertilité et la La DOX a causé des changements dégénératifs dans le testicule, y compris une En tenant compte de la dyslipidémie que nous avons constatée, le dosage de quelques
	gonadotoxicité récurrente de ces agents continuent à poser un problème particulièrement vacuolisation massive du cytoplasme des CSs avec un épaississement de la MB qui est apparue marqueurs de la toxicité hépatique y compris la PAL, l'AST, l'ALT et la γ-GT s'imposait afin
	D'un autre côté, la DOX a induit une augmentation significative des HDL plasmatiques, préoccupant pour les hommes atteints d'un cancer, et qui sont en âge de procréation, pré-déformée. La lamina propria joue un rôle crucial dans le maintien de l'intégrité structurelle des augmentation le taux des ERO, ou d'osmolytes de faible poids moléculaire, augmentant ainsi Masker et al. 2014). Chez les rats ayant reçu la DOX, nous avons remarqué un rétrécissement La DOX est principalement métabolisée au niveau hépatique (Vrignaud et al. 1986), ce d'évaluer le fonctionnement du foie. L'utilisation de la DOX est toujours limitée par l'altération
	du cholestérol total, ainsi que des TG, dont le taux a doublé par rapport au CTR. Les taux de la pubères ou souffrant d'une détérioration de la qualité de leur gamètes masculines. tubes séminifères, et la barrière hémato-testiculaire. Les déformations de la lamina propria sont la pression osmotique dans la matrice et induisant le gonflement des mitochondries. En des tubules épididymaires, dont la majorité ont été dépourvus de spermatozoïdes dans la qui entraîne des altérations lipidiques, qui ont été observées au préalable chez l'homme (Barrera dose-dépendante de la fonction hépatorénale du patient, un effet indésirable pour lequel jusqu'à
	PAL, l'ASAT, l'ALAT et la γ-GT ont été respectivement augmentés de 70,7, 29,3, 131,6 et 46,6%, en comparaison au groupe CTR. Nos deux co-traitements ont restauré les taux normaux de l'ASAT, l'ALAT et la γ-GT et aucune variation significative de la Créat n'a été enregistrée dans tous les groupes. Toutefois, contrairement aux rats ayant reçu la co-supplémentation DOX + Se, les animaux traités avec la co-administration DOX + TA, ont rétabli le taux normal de la communément associées à de nombreux dysfonctionnements testiculaires, son épaississement conséquence, l'expansion matricielle causée ce le gonflement mitochondrial exerce une lumière, qui a été plutôt occupée par des débris cellulaires. De plus, nous avons aussi constaté 2012) et les rongeurs (Koutinos et al. 2002). Divers troubles des taux périphériques du ce jour aucune solution n'est disponible. Des élévations des taux sanguins des Notre étude préliminaire a montré que l'exposition sub-chronique des rats à la DOX conduit généralement à une perturbation de la spermatogenèse (Volkmann et al. 2011). Une pression sur la membrane externe qui peut éclater, causant la libération des protéines pro-une vacuolisation basale des cellules épithéliales, ce qui a entraîné une migration des noyaux cholestérol et des TG ont été couramment liés à un dérèglement du métabolisme hépatique. Le aminotransférases se produisent chez presque 40% des individus traités par la DOX (Damodar provoque une OATS sévère, que nous avons considérée conséquente à des troubles du structure altérée de la MB est caractéristique d'une déficience fonctionnelle du testicule. Les apoptotiques dans le cytosol. Il est probable que la DOX ainsi que sa co-association avec le Se au niveau apical. Le tissu conjonctif épididymaire a pris un aspect oedémateux et a été foie joue un rôle essentiel dans la synthèse de la majorité des lipoprotéines circulantes riches et al. 2014; Grigorian and O'Brien 2014). Dans notre étude, l'augmentation des taux microenvironnement épididymaire, mais aussi à une inhibition de la spermatogenèse, indiquée révélateur de la toxicité mitochondriale de ces traitements. par une baisse des indices TDI et SPI et une augmentation des EET. Il faut noter que CSs assurent la stabilité de la barrière hémato-testiculaire et maintiennent un perturbent l'homéostasie osmotique et ionique dans les CSs, un événement considéré comme massivement infiltré par des mastocytes. Cet ensemble de constatations révèle une en cholestérol, telles que les HDL (Dixon and Ginsberg 1992). Bien que le taux élevé des HDL plasmatiques des différentes enzymes d'origine hépatique, chez les rats en contact avec la DOX,
	PAL.
	La co-administration de la DOX avec du TA a restauré un taux plaquettaire normal, Dans plus de 90% des dyslipidémies s'observe une altération du métabolisme des
	réduit de 160,8%, en comparaison au groupe DOX. En revanche, l'association de la DOX avec glucides (Parhofer 2015). L'étude de de Lima Junior et al. (2016) a montré que la DOX
	du Se a significativement diminué le taux des plaquettes de 110,2%, par rapport au groupe s'accompagne d'une hyperglycémie, qui peut évoluer en une résistance à l'insuline. Une
	DOX, un taux qui est resté significativement augmenté de 79,6%, en comparaison au CTR. En perturbation du métabolisme des glucides par la DOX est peut-être à l'origine de la
	Nombreuses sont les fonctions vitales assurées par le foie, organe dont le outre, nous avons rapporté une hausse de 176,4, 162,7 et 156,8% du taux des leucocytes des spermatozoïdes et l'aspect histologique du tissu testiculaire, dans quelques tubes Bien que les mécanismes sous-jacents à l'infertilité causée par la DOX ne soient pas dyslipidémie. Bien que Chidambaram and Baradarajan (1995) ont décrit un effet correcteur du constaté une hyperkaliémie et une hypernatrémie dans le groupe DOX sans variation ni du taux
	dysfonctionnement peut avoir des conséquences graves sur la survie de l'individu. Une respectivement dans les groupes Se, DOX et DOX + Se. D'autre part, dans le groupe DOX + séminifères, nous avons mis en évidence une vacuolisation intermembranaire, touchant Bien que le co-traitement associant la DOX au Se ait permis le rétablissement modéré de la testostérone « un des principaux androgènes qui contrôlent la spermatogenèse » , entièrement clairs, les résultats des études récentes proposent le stress oxydatif comme le Se contre les anomalies du métabolisme lipidique chez le rat, son association avec la DOX n'a des ions Cl -ni de la Creat. Plusieurs processus peuvent être à l'origine de l'altération de
	corrélation étroite a été établie entre les chimiothérapies utilisant la DOX et une hépatotoxicité TA, le nombre des globules blancs plasmatiques a été certes doublé par rapport au CTR, mais principalement la membrane cytoplasmique et l'enveloppe nucléaire des spermatocytes, qui des paramètres spermatiques, l'amélioration de la spermatogenèse et le maintien de l'aspect conséquente à une atteinte des cellules de Leydig par la DOX (Kovacs et al. 1997), peut entraver processus principal qui occasionne l'apoptose des cellules en contact avec la DOX. En induit aucune restauration des taux des lipides plasmatiques étudiés. En revanche, la co-l'homéostasie des cations Na + /K + , comme une néphrotoxicité associée à la DOX, une inhibition
	parfois sévère. En se basant sur une variété de dosages biochimiques, nous avons pu identifier significativement diminué de 32,6% par rapport aux groupes DOX et DOX + Se. semblent particulièrement sensibles aux effets du Se et du TA par rapport aux autres cellules normal du noyau sertolien, cette co-thérapie a induit une vacuolisation du cytoplasme, une la différenciation des cellules germinales et diminuer la densité spermatique. conséquence, une variété d'agents antioxydants ont été utilisés dans le seul but de diminuer ou supplémentation de la DOX avec du TA a entraîné une baisse partielle des HDL et de du transport des ions K + dans le cortex rénal, ou encore le développement d'une insuffisance
	altération de la membrane cytoplasmique et un gonflement des mitochondries dans certaines
	CSs.

mitochondries, Nu ; nucléole, NCS ; noyau de la cellule de Sertoli (CS), MB ; membrane basale, GL ; gouttelette lipidique, Ac ; acrosome, Fg ; flagelle, Spt ; spermatide, RE ; réticulum endoplasmique.

6.

une altération de la fonction hépatique en réponse à la DOX. En se référant aux données de notre ionogramme sanguin, nous avons constaté que le taux des ions Cl -n'a pas varié dans tous les groupes traités. Dans le groupe DOX, nous avons noté une augmentation significative du taux des L'étude histologique du foie a révélé une structure normale des hépatocytes dans les trois groupes CTR, TA et Se. La DOX n'a pas eu d'impact significatif sur la morphologie des cellules hépatiques, sauf quelques dilatations des capillaires sinusoïdes, dont l'apparition a été limitée aux groupes DOX et DOX + TA.

7. La DOX altère le bilan hématologique

L'étude des cellules sanguines a permis de mettre en évidence une baisse significative de presque 148,7% des érythrocytes, 115,3% de l'HGB et 107,2% de l'HTC, dans les trois groupes ayant reçu la DOX. La DOX a provoqué une augmentation importante des plaquettes, dont le taux a quadruplé par rapport au groupe CTR. l'administration de la DOX entrave la spermatogenèse et affecte l'épithélium gonadique, sur le plan fonctionnel et structurel

[START_REF] Badkoobeh | Effect of nano-zinc oxide on doxorubicin-induced oxidative stress and sperm disorders in adult male Wistar rats[END_REF]

. Nos données confirment plusieurs détériorations de l'épithélium séminifère, qui est apparu pauvre en cellules, hormis la présence de quelques spermatogonies, spermatocytes I, des spermatides et plus rarement de spermatozoïdes. Nous avons enregistré des atteintes tissulaires de scores II et III concomitantes à une diminution critique des indices TDI et SPI par la DOX. Les dommages sévères causés aux cellules germinales et la baisse de leur pouvoir prolifératif peuvent être attribués en partie à une atteinte fonctionnelle des CSs (Brilhante et al. 2012). L'observation des CSs après coloration classique H&E n'a montré aucune atteinte structurelle palpable, à l'exception d'un noyau plus réduit ayant une chromatine plus dense. De ce fait, nous avons présumé qu'in vivo, la DOX inhibe la spermatogenèse en compromettant peut-être le fonctionnement des CSs sans pour autant affecter leur morphologie. Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons étudié l'ultrastructure de l'épithélium séminifère par MET. L'observation détaillée de l'épithélium germinal, nous a permis de rejeter cette hypothèse et de confirmer des altérations structurelles distinctes dans tous les groupes traités, à l'exception des rats ayant reçu le co-traitement DOX + TA. Malgré que le Se et le TA n'ont induit aucun effet cytotoxique significatif sur la qualité germinales. Pourtant, ces altérations membranaires n'ont pas impacté la densité des cellules germinales par rapport au témoin. Par ailleurs, dans les deux groupes TA, nous avons constaté une baisse du microenvironnement propice à la maturation et la survie des cellules germinales. Bien que nous n'ayons rapporté aucune baisse du nombre des CSs liée à la DOX, cette anthracycline semble provoquer un rétrécissement de leurs noyaux et une condensation de la chromatine, qui s'agrège dans le noyau et le long de l'enveloppe nucléaire, formant ainsi un ou plusieurs agrégats plus foncés. Ces deux événements caractéristiques d'une pycnose « la condensation de la chromatine caractéristique des cellules en nécrose ou apoptose (Kroemer et al. 2009) », causée par la DOX, ont été constatés dans la majorité des tubes séminifères observés. La DOX a également induit une perte du contact entre les CSs et la MB, sans effet notable sur les jonctions serrées entre les CSs voisines. Ces dommages DOX-dépendants peuvent affecter l'apport nutritionnel et la maturation normale des cellules germinales à différents stades de la spermatogenèse. Nous avons rapporté que la DOX détériore particulièrement le développement des spermatides. Eventuellement, nous avons mis en évidence une diminution du nombre des spermatides différenciées, la présence de nombreux spermatides allongées apoptotiques, ainsi qu'une réduction de la masse des corps chromatoïdes et du processus de mise en place du granule pro-acrosomal, ce qui a endommagé l'acrosome. Cette panoplie d'effets délétères de la DOX dans le testicule explique la perte de la spermatogenèse et la détérioration de la qualité des spermatozoïdes. Ces données nous ont permis de conclure que le Se atténue les dommages nucléaires de la DOX sur les cellules nourricières, sans entraver sa toxicité membranaire et mitochondriale. D'un autre côté, la co-thérapie DOX + TA a favorisé la spermatogenèse dans la plupart des tubes séminifères et a restauré le développement normal des spermatides rondes, tout en préservant la structure régulière normale de la MB. En dépit de la présence de la DOX, le TA a amplifié la lipolyse, probablement via une hausse de l'activité métabolique des CSs, une activité qui a joué peut-être un rôle crucial dans l'effet protecteur du TA contre les dommages testiculaires de la DOX. La spermatogenèse est un processus dynamique et orchestré, durant lequel les cellules germinales subissent des divisions mitotiques et méiotiques pour produire des spermatozoïdes.

Comparé aux CSs, les cellules germinales sont généralement plus vulnérables aux agents cytotoxiques exogènes, y compris la DOX. La DOX est classée comme une toxine de la Topo-II capable d'interagir avec l'ADN, inhibant sa réplication et causant l'arrêt du cycle cellulaire

[START_REF] Swift | Doxorubicin-DNA adducts induce a non-topoisomerase II-mediated form of cell death[END_REF]

, une activité cytotoxique qui explique la baisse de la spermatogenèse. Etant donné que certains agents antinéoplasiques sont capables de perturber l'activité des cellules de Leydig

[START_REF] Howell | Testicular function after cytotoxic chemotherapy: evidence of Leydig cell insufficiency[END_REF][START_REF] Gerl | The impact of chemotherapy on Leydig cell function in long term survivors of germ cell tumors[END_REF]

, il convient de noter que la baisse de production L'évaluation de l'histopathologie du testicule, nous a menés à nous demander si nos traitements affectent également la structure de l'épithélium de la queue épididymaire, qui a peut-être déclenché une dégénérescence des spermatozoïdes stockés. Vu que la perte de la spermatogenèse est souvent inflammation épididymaire en réponse au stress exogène de la DOX. Il convient de noter que la DOX a profondément modifié l'architecture normale de l'épithélium épididymaire, conduisant à la perte des conditions favorables à la survie des spermatozoïdes. Nos données montrent également que le rétrécissement des tubules épididymaires peut résulter de la baisse de l'activité de l'épididyme, étant donné l'inhibition de la spermatogenèse au niveau séminifère.

Les co-traitements, que nous avons utilisés, ont induit des changements similaires à ceux observés dans le groupe DOX, néanmoins avec des améliorations structurelles apparentes, notamment, un aspect presque normal de l'épithélium séminifère avec la présence de plusieurs spermatocytes I et spermatides. Sauf qu'au niveau de l'épididyme, l'association de la DOX avec le TA n'a induit aucune augmentation du nombre des spermatozoïdes dans la lumière des tubules épididymaires observés, même si la densité globale des spermatozoïdes a été améliorée par cette co-thérapie. Il est possible que l'oligospermie soit diminuée dans la totalité de la queue épididymaire, sans l'observation de plus de spermatozoïdes dans la lumière des tubules de certaines zones de l'organe. En revanche, la co-administration DOX + Se a maintenu l'aspect désorganisé de l'épithélium épididymaire dû à la DOX, tout en favorisant la présence des spermatozoïdes dans la lumière tubulaire. prévenir les dommages oxydatifs de la DOX

[START_REF] Deres | Prevention of doxorubicin-induced acute cardiotoxicity by an experimental antioxidant compound[END_REF][START_REF] Yeh | A standardized extract of Ginkgo biloba suppresses doxorubicin-induced oxidative stress and p53-mediated mitochondrial apoptosis in rat testes[END_REF]

, une anthracycline qui favorise la genèse des ERO en diminuant l'activité des enzymes antioxydantes dans l'épididyme de rat adulte

[START_REF] Olusoji | Protective effect of Gallic acid on doxorubicin-induced testicular and epididymal toxicity[END_REF]

. Une thérapie antioxydante serait alors un ou protéines qui assurent le transport du cholestérol vers le foie afin d'éviter son accumulation au niveau sanguin

[START_REF] Martin | HDL cholesterol subclasses, myocardial infarction, and mortality in secondary prevention: the Lipoprotein Investigators Collaborative[END_REF]

, soit censé refléter une diminution du cholestérol périphérique, paradoxalement, les taux du cholestérol et des HDL ont été augmentés par la DOX. Nous avons présumé que ces augmentations reflètent un trouble lipidique ou une dyslipidémie de cause médicamenteuse, qui prend plusieurs aspects. Dans ce cas de figure, deux hypothèses qui peuvent fournir une explication rationnelle sont concevables : soit la DOX interfère avec le métabolisme et la biosynthèse des lipides au niveau hépatique, de manière à stimuler la lipogenèse ou induire une baisse de la capture des lipides circulants, soit elle provoque une diminution de l'activité des transporteurs des lipides tels que les lipoprotéines de basse densité (LDL) et les chylomicrons, tout en augmentant l'activité des lipoprotéines de très basse densité (VLDL), qui transportent le cholestérol du foie vers le sang. Une baisse DOXdépendante de la production de ces lipoprotéines par le foie est également envisageable. l'hypertriglycéridémie, sans effet notable sur l'hypercholestérolémie médiée par la DOX. Etant donné que les TG et les HDL sont intensément fabriqués dans le foie, nous avons considéré une assimilation du marque un trouble fonctionnel des hépatocytes. Les taux d'ASAT et d'ALAT toutefois restaurés à des valeurs similaires au CTR par les co-traitements, mettent en oeuvre l'efficacité du Se et du TA contre l'hépatotoxicité de la DOX. L'étude de l'histopathologie hépatique n'a montré aucune altération structurelle quelconque des hépatocytes, hormis une légère dilatation des capillaires sinusoïdes. Nous avons supposé que la DOX provoque une hausse transitoire des enzymes hépatiques en altérant le fonctionnement des hépatocytes, sans impacter leur morphologie après une coloration standard H&E.

Les reins sont des organes vitaux qui assurent l'élimination des toxines et la régulation de plusieurs fonctions dépendantes de l'hémodynamique rénale, comme la volémie intraet extracellulaire, le métabolisme phosphocalcique ainsi que l'érythropoïèse. Le rein assure également la filtration du sang, permettant ainsi le contrôle de la teneur en ions, y compris le Na + , le K + , le Ca2 + et le Cl -

[START_REF] Gueutin | Hydration status of patients with end-stage renal disease after kidney transplantation[END_REF]

. Le Na + est le cation le plus abondant du plasma, tandis que le K + est essentiellement intracellulaire. Sur le plan métabolique, le maintien de l'équilibre ionique est indispensable pour l'organisme. La pharmacologie moléculaire de la DOX implique le développement non seulement d'une hépatotoxicité

[START_REF] Kalender | Doxorubicin hepatotoxicity and hepatic free radical metabolism in rats. The effects of vitamin E and catechin[END_REF] 

mais également d'une néphropathie

[START_REF] Ayla | Doxorubicin induced nephrotoxicity: protective effect of nicotinamide[END_REF]

. Dans nos observations, nous avons rénale

[START_REF] Yasuda | Adriamycin nephropathy: a failure of endothelial progenitor cell-induced repair[END_REF]

. Une inhibition des ATPase Na + /K + dans de nombreux tissus peut être la cause du trouble ionique constaté. La DOX est un chélateur ionique faible

[START_REF] Arcamone | New developments in antitumor anthracyclines[END_REF]

, pour cela, l'hypothèse d'une interaction entre la DOX et les cations NA + et K + n'est pas envisageable.

Etant donné que la DOX est principalement administrée par voie intraveineuse, sa cytotoxicité semble impacter en premier lieu les cellules sanguines. L'étude des paramètres hématologiques, nous a permis d'identifier une hémolyse des érythrocytes, une baisse du taux de l'HGB et de l'HCT, une hyperplaquettose importante et une hyperleucocytose, dans les trois groupes DOX. Les études antérieures ont montré que la DOX oxyde les thiols constituants les globules rouges, entraînant une diminution de leur stabilité et l'oxydation de l'HGB, des protéines et des lipides membranaires

[START_REF] Shinohara | The effects of adriamycin (doxorubicin HCl) on human red blood cells[END_REF][START_REF] Marczak | Interaction of doxorubicin and idarubicin with red blood cells from acute myeloid leukaemia patients[END_REF]

. Ceci conduit généralement à une baisse de la fluidité et du nombre des érythrocytes. A ces effets médiés par la DOX s'ajoute une baisse des ions Fe 3+ plasmatiques.

[START_REF] Alkreathy | Aged garlic extract protects against doxorubicin-induced cardiotoxicity in rats[END_REF] 

ont dévoilé une interaction

rapportée est-elle due à des dommages directs de la DOX sur les spermatozoïdes matures ou est-ce qu'elle est secondaire à une perte de la spermatogenèse causée par des altérations touchant particulièrement les CSs

  Dans l'ensemble, cette étude préliminaire a mis en évidence de nombreux effets cytotoxiques de la DOX qui agit à plusieurs niveaux, gonadique, hépatorénal et hématologique.IntroductionLes cellules de Sertoli (CSs) sont des cellules complexes et hautement développées qui assurent un ensemble de fonctions indispensables à la production de gamètes fonctionnels, en contrôlant l'évolution de la spermatogenèse et le développement des cellules germinales[START_REF] Foucault | Germ cell and Sertoli cell interactions in human testis: evidence for stimulatory and inhibitory effects[END_REF]. Ces cellules nourricières maintiennent l'homéostasie testiculaire, par le biais de nombreuses interactions structurales et métaboliques avec les cellules germinales et les cellules somatiques, au sein de l'épithélium séminifère[START_REF] De Kretser | Spermatogenesis[END_REF]. Une atteinte des CSs peut avoir des répercussions délétères sur la spermatogenèse et provoque dans la plupart des cas une infertilité[START_REF] Boekelheide | Mechanisms of toxic damage to spermatogenesis[END_REF]. De ce fait, les CSs figurent parmi les cellules du testicule les plus résistantes, particulièrement aux inhibiteurs du cycle cellulaire. Ceci implique que la majorité des altérations induites par les agents cytotoxiques aux CSs sont considérées secondaires à la perte des cellules germinales[START_REF] Stallard | Germ cell regulation of Sertoli cell transferrin mRNA levels[END_REF]).

	L'approche globale que nous avons développée in vivo, nous a également permis d'estimer
	l'étendue du potentiel protecteur du Se, en comparaison avec une nouvelle forme de thioamide,
	dont les vertus se sont révélées nombreuses. A l'issue de ce travail, l'effet le plus marquant que
	nous avons mis en évidence a été l'OATS sévère causée par la DOX, toutefois, diminuée par
	les associations thérapeutiques. Dans cette optique, nous nous sommes posé la question
	suivante : L'OATS Chapitre II Etude de l'impact de la DOX et ses co-administrations sur les
	cellules de Sertoli immatures in vitro

? C'est dans cette perspective que nos prochains travaux ont été initiés et que nous avons testé l'effet de nos molécules sur des cultures de CSs et des spermatozoïdes in vitro. L'exposition aux anthracyclines comme la DOX s'accompagne d'une toxicité gonadique à long et à court terme. Les travaux récents ont aidé à élaborer des stratégies d'intervention protectrice (Rochette et al. 2015; Mitry and Edwards 2016), contre l'infertilité résultante de la DOX. Les études antérieures ont montré que la DOX peut endommager non seulement les cellules germinales mais peut aussi altérer le bon fonctionnement des CSs

TA diminue le taux de glucose dans le milieu extracellulaire

  (annexe 12). Le principe de cette technique repose sur la réaction entre la molécule de MDA et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) qui, en milieu acide et chaud, aboutit à la formation d'un pigment rosâtre absorbant la lumière à 535 nm. La concentration de MDA a été calculée selon la loi de Beer-Lambert, en utilisant son coefficient d'extinction molaire(1,56 x 10 5 mol/cm).2. 7. Etude microscopique de la mort cellulaire et des dommages de l'ADNAfin d'observer la mort cellulaire et les dommages de l'ADN, nous avons marqué les spermatozoïdes respectivement avec un mélange de Hoechst 33324 et d'IP ou avec une solution d'AO. Les spermatozoïdes ont été ensuite étalés sur des lames en verre, en utilisant un milieu de montage adéquat à la microscopie à fluorescence. La fluorescence a été observée à l'aide de filtres bleu et rouge pour la coloration Hoechst 33324/IP, et de filtres vert et rouge pour détecter la fluorescence de l'AO. L'observation de la viabilité cellulaire et des dommages de l'ADN a été basée sur la fluorescence émise par les têtes spermatiques. Nous avons considéré les spermatozoïdes colorés seulement par le Hoechst 33324 et émettant une fluorescence bleue comme des cellules viables, tandis que ceux exhibant une fluorescence rosâtre correspondant à l'absorption de l'IP en plus du Hoechst, comme cellules mortes. D'autre part, les têtes de spermatozoïdes qui ont émis une fluorescence verte ont été considérées comme des cellules ayant un ADN intact, tandis que celles, qui ont exhibé une fluorescence rouge à orange, ont été considérées comme des cellules dont l'ADN a été endommagé. 7%, après 45 min de traitement. Cette hausse transitoire a été suivie d'une baisse rapide à la fin du traitement. Dans le groupe DOX, nous avons enregistré une diminution significative unique de 58,9%, seulement 30 min après injection de la DOX. Le mesure du taux de glucose dans les milieux de traitement extracellulaires en fonction du temps n'a indiqué aucune variation significative dans les spermatozoïdes exposés à la DOX, au Se ou à une association des deux. Néanmoins, le taux du glucose dans le milieu supplémenté par 1,5 µM de TA a été significativement diminué de 57, 40,2 et 60,4% après 15, 45 et 60 min de traitement. Tout au long du traitement, le taux de glucose n'a pas varié dans le milieu auquel nous avons ajouté 1 µM de DOX et 0,5 µM de Se, mais a été significativement diminué de 60,4

	augmenté de 64,Dans le groupe DOX + Se, nous n'avons enregistré aucune fluctuation du TCO, à
	l'exception d'une augmentation significative de 58,4% seulement à la fin du traitement. La co-
	administration de la DOX avec du TA a entraîné des augmentations importantes du TCO après
	30 et 45 min, de 64,08 et 124,9% par rapport au groupe CTR, et de 122,9 et 164,8% en
	comparaison au groupe DOX. Ces augmentations ont été suivies d'un retour à un taux normal
	à la fin du traitement.
	2. 8. Etude statistique 3. Le et 80,3% après 45 et 60 min, dans le groupe DOX + TA. Ceci laisse suggérer une augmentation
	L'analyse statistique de nos données a été effectuée en utilisant le test U de Mann de la consommation de glucose par les spermatozoïdes exposés à ce co-traitement.
	Whitney et la comparaison multiple de Dunn. Nous avons eu recours à ce test étant donné 4. La DOX réduit la mobilité des spermatozoïdes
	l'effectif réduit (n = 4) et l'absence de distribution normale de notre série statistique. Les L'étude de la mobilité des spermatozoïdes après exposition à 0,5 µM de Se ou 1,5 µM
	corrélations (r) entre les différents paramètres étudiés ont été calculées à l'aide du test de de TA n'a indiqué aucun changement significatif par rapport au groupe CTR. La mise en contact
	Spearman. Toute variation a été considérée statistiquement significative lorsque p était inférieur des cellules avec la DOX a engendré une baisse critique de 46,4% de la mobilité spermatique.
	à 0,05 (p ≤ 0,05). Nous avons établi deux comparaisons entre les groupes, à savoir : Dans les groupes DOX + Se et DOX + TA, nous avons enregistré des inhibitions respectives
	-* : variation significative entre chaque groupe traité par rapport au groupe CTR. de la mobilité de 47,3 et 22,1% en comparaison aux cellules non-traitées. Les traitements
	-# : variation significative entre le groupe DOX et les groupes DOX + Se et DOX + combinés n'ont induit aucune restauration de la mobilité des spermatozoïdes par rapport au
	TA. CTR, dont les valeurs sont également restées significativement diminuées par rapport au groupe
	DOX.
	5.

La co-administration de la DOX avec du TA réduit la mort cellulaire et la dépolarisation du PMM L

  'étude de la viabilité des spermatozoïdes par cytométrie en flux, nous a permis de montrer des taux de mortalité inchangés dans les deux groupes Se et TA, mais qui ont été significativement augmentés dans le groupe DOX et les groupes co-traités. Le pourcentage de cellules mortes a été 39,2 ± 1,4 fois plus élevé en présence de la DOX, par rapport au CTR. Ce taux est resté significativement augmentéde 37,4 ± 2,7 et 29,6 ± 3,4 fois, respectivement dans les groupes DOX + Se et DOX + TA. Néanmoins, le taux de mortalité a été significativement réduit par le co-traitement associant la DOX au TA, en comparaison au groupe DOX. Ces résultats ont été confirmés par la coloration Hoechst 33324/IP, qui a montré une prédominance des têtes spermatiques marquées par l'IP (tête de couleur rosâtre) dans les trois groupes DOX. L'estimation du PMM dans les spermatozoïdes exposés aux différents traitements n'a indiqué aucun changement significatif du taux de cellules marquées par le DiOC6(3) dans les groupes 0,5 µM Se et 1,5 µM TA. Le pourcentage des cellules non-marquées a été triplé dans le groupe DOX, qui semble induire une dépolarisation sévère du PMM. Dans le groupe DOX + Se, le pourcentage de spermatozoïdes avec un PMM dépolarisé a été 4,1 ± 0,8 fois plus élevé que celui du groupe CTR. En comparaison au groupe DOX, le pourcentage des cellules avec un PMM dépolarisé a été significativement diminué par le co-traitement associant 1 µM de DOX et 1,5 µM de TA, mais est resté significativement augmenté de 150% par rapport au CTR.

  Les cellules exposées au Se ont exhibé une baisse de 70% du taux de MDA par rapport aux cellules non-traitées. L'exposition au TA n'a eu aucun effet notable sur le taux de MDA, tandis que celle à la DOX l'a augmenté de 3,7 ± 0,2 fois en comparaison au CTR. Dans les groupes DOX + Se et DOX + TA, le taux de MDA a été 2,08 ± 0,2 et 2,5 ± 0,6 fois supérieur au CTR. En comparaison au groupe DOX, ce taux a été significativement diminué de 162% seulement par la co-association de la DOX avec le Se.

	•-
	a été 33,9 ± 1,8 fois plus élevé par la DOX, par rapport au CTR. Dans les cellules exposées à
	la fois à la DOX et au Se, le pourcentage de cellules dans la population M2 a été 28,8 ± 2,2 fois
	plus augmenté par rapport au CTR, mais significativement diminué par rapport au groupe DOX.
	Dans le groupe DOX + TA, nous n'avons noté aucun changement significatif, le pourcentage
	de cellules dans la population M2 a été 29,9 ± 3,5 fois supérieur à celui du groupe CTR.

.

  Dans nos observations, le TA a provoqué une stimulation graduelle du TCO de manière dosedépendante. Etant donné que la respiration cellulaire s'effectue principalement sur trois niveaux, à savoir, la glycolyse, le cycle de Krebs et la chaîne de transport d'électrons, il est possible que le TA ait interféré avec certains modulateurs mitochondriaux du processus respiratoire. Ceci lui a permis, en association avec la DOX, d'agir comme un facteur réducteur de l'inhibition du TCO. Les travauxde Hill et al. (2014) et[START_REF] Ross | Effect of propylthiouracil treatment on NADPH-cytochrome P450 reductase levels, oxygen consumption and hydroxyl radical formation in liver microsomes from rats fed ethanol or acetone chronically[END_REF] sur des analogues de thioamide ont montré un effet synergique entre certains dérivés de thioamide et la DOX, et ont rapporté que ces analogues réduisent la capacité respiratoire dans des cellules tumorales, exposées à la DOX, et aussi dans des hépatocytes exposés à l'éthanol. Les effets des thioamides sur la respiration cellulaire semblent varier selon la forme du dérivé. Nous avons suggéré que l'impact des thioamides sur le TCO dépend principalement de la lignée utilisée, du métabolisme cellulaire, de la dose administrée et notamment de la structure chimique du composé testé.

Etude de la reprotoxicité in vivo et in vitro

  •-dans la mort cellulaire, comme les principaux médiateurs de la cytotoxicité de la DOX. Nous avons constaté que seule la DOX a entraîné une surproduction des O2 •-, corrélée à une dépolarisation du PMM. Ceci est généralement dû au fait qu'au niveau du complexe I de la mitochondrie, la forme semiquinone de la DOX subit un cycle d'oxydoréduction, et est transformée en quinone qui entraîne une surproduction des O2 •-[START_REF] Finn | A switching mechanism in doxorubicin bioactivation can be exploited to control doxorubicin toxicity[END_REF]. Contrairement au TA, le Se a atténué la surproduction des O2 •-déclenchée par la DOX.Des travaux in vivo et in vitro ont déjà confirmé une activité antioxydante potentielle du Se dans les cellules germinales[START_REF] Schnabel | Selenium supplementation improves antioxidant capacity in vitro and in vivo in patients with coronary artery disease The SElenium Therapy in Coronary Artery disease Patients (SETCAP) Study[END_REF][START_REF] Dorostkar | Effects of in vitro selenium addition to the semen extender on the spermatozoa characteristics before and after freezing in water buffaloes (Bubalus bubalis)[END_REF]. Les spermatozoïdes de mammifères partagent avec les cellules somatiques deux systèmes de défense contre les ERO, la SOD qui catalyse l'élimination des O 2 •-, et la GPx qui inhibe la PL due aux attaques des O 2 •-[START_REF] Alvarez | Differential incorporation of fatty acids into and peroxidative loss of fatty acids from phospholipids of human spermatozoa[END_REF]. Vu que la GPx est une enzyme dont l'activation est dépendante du Se[START_REF] Ren | A selenium-dependent glutathione peroxidase (Se-GPx) and two glutathione S-transferases (GSTs) from Chinese shrimp (Fenneropenaeus chinensis)[END_REF], nous avons associé la baisse des O 2 •-, dans le groupe DOX + Se, à une amplification de l'activité de la GPx par le Se.La membrane des spermatozoïdes contient une quantité importante d'AGPI, rendant ces cellules extrêmement vulnérables à la PL. L'administration des différents composés n'a pas eu d'effet sur le taux de DHA, alors que la baisse du ratio AGSs/AGPIs dans le groupe DOX a été associée à une baisse des taux de l'AA et de DPA. Dans les spermatozoïdes, la peroxydation des AGPIs est un mécanisme auto-catalytique inducteur de lésions cellulaires, par perte de l'intégrité membranaire[START_REF] Sanocka | Reactive oxygen species and sperm cells[END_REF]. Dans tous les groupes traités, nous avons enregistré une corrélation entre la surproduction des O2 •-, l'augmentation du MDA ainsi que la diminution du DPA et de l'AA. Nous avons également noté que la génération des O 2 •-est un événement lié au déclin de la mobilité. La DOX a dû altérer la membrane plasmique des spermatozoïdes par le biais d'une augmentation de la PL conséquente à une amplification des attaques des O2 •-. De ce fait, les dommages oxydatifs de la DOX ont peut-être conduit à un dysfonctionnement du flagelle et ainsi une baisse de la mobilité. La co-association DOX + Se a restauré le taux normal de DPA et a diminué le taux de MDA, tandis que celle avec le TA n'a pas réduit la PL mais a ramené les niveaux de l'AA et du DPA à des valeurs similaires au groupe CTR. Pourtant, le ratio AGSs/AGPIs est demeuré élevé par les co-thérapies. Ces résultats suggèrent que grâce à son activité antioxydante, en présence de la DOX, le Se réduit la production excessive des O2 •-et ainsi la peroxydation des AGs membranaires. Bien que le TA soit dépourvu d'activité antioxydante dans les spermatozoïdes in vitro, son association avec la DOX semble protéger la membrane spermatique à travers un mécanisme qui suscite une investigation plus approfondie dans nos travaux prochains.Les anthracyclines telles que la DOX s'intercalent préférentiellement entre les bases de l'ADN, aboutissant à une séparation des deux brins et induisant un déroulement de la double hélice[START_REF] Yang | Doxorubicin, DNA torsion, and chromatin dynamics[END_REF]. Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation des dommages de l'ADN dans les spermatozoïdes exposés uniquement à la DOX. Cet effet peut être lié principalement au cycle d'oxydo-réduction de la DOX[START_REF] Monti | Free radical-dependent DNA lesions are involved in the delayed cardiotoxicity induced by adriamycin in the rat[END_REF], ou à la PL qui entraîne une perte de l'intégrité membranaire et des altérations structurelles de l'ADN. Contrairement à la co-association DOX + Se, le traitement combiné associant la DOX au TA a résulté en une baisse des altérations de l'ADN induites par la DOX. Dans ce cas de figure, deux hypothèses semblent probables, soit le TA interfère avec la formation du complexe DOX-ADN, soit ce thioamide interagit directement avec la molécule de DOX empêchant indirectement la formation du complexe DOX-ADN, d'une façon qui contribue à la baisse des dommages nucléaires de la DOX. Les données concernant l'effet des dérivés de thioamide sur les spermatozoïdes sont rares et il n'existe toujours pas de preuves suffisantes que le Se puisse limiter les dommages des agents chimiothérapeutiques sur les cellules germinales. Dans l'ensemble, notre étude a fourni des résultats intéressants quant à l'impact de la DOX sur les spermatozoïdes isolés in vitro, ainsi que l'envergure de l'effet protecteur du Se et du nouvel analogue de thioamide. Notre travail a montré que l'inhibition du TCO, le déclin de la mobilité, les dommages de l'ADN, la peroxydation des AGs et la perte du PMM médiés par la DOX sont des événements liés et qui aboutissent à la mort des gamètes mâles. Bien que le TA soit dépourvu d'activité antioxydante dans notre modèle, cet analogue de thioamide a permis une meilleure protection que le Se contre la toxicité exogène de la DOX sur les spermatozoïdes épididymaires. Pour accroître notre compréhension des interactions entre les molécules testées et les médiateurs de la cytotoxicité de la DOX, nos recherches futures doivent être axées sur l'identification du mécanisme d'action du TA et du Se et des facteurs moléculaires clés impliqués dans leurs Malgré ses effets secondaires de caractère sévère, la DOX est toujours la drogue antinéoplasique de choix, dans le traitement de plusieurs types de cancers. Pendant quatre décennies de recherche, de nombreux travaux ont exploré les différents aspects de la cytotoxicité cardiaque, hépatique et l'infertilité dues à la DOX, qui demeurent jusqu'à présent un fardeau empêchant son administration prolongée. La gonadotoxicité de la DOX est un processus complexe qui implique des mécanismes pléiotropiques, dont les principaux modulateurs gonadiques ont été largement élucidés (voir chapitre I). Il est bien connu dans la plupart des lignées cellulaires étudiées par le passé, que la DOX agit par induction d'un stress oxydatif, de défaillances du métabolisme énergétique et de dommages à l'ADN, un ensemble de répercussions délétères qui affecte l'homéostasie du système reproducteur et qui contribue à une baisse importante de la fertilité. Pourtant, jusqu'à présent il n'existe toujours pas de molécule active capable de limiter la gonadotoxicité de la DOX. Compte tenu des vertus du Se, nous avons mis en place une thérapie combinée antioxydante en association la DOX avec du Se, mais aussi avec une nouvelle forme de thioamide « TA » en s'appuyant sur les travaux menés au préalable par notre équipe, qui ont mis en évidence un pouvoir antiradicalaire du TA (Ben Ali et al. 2017). Notre méthodologie a permis d'aborder une thématique pertinente et d'estimer l'envergure des dommages de la DOX. Ce qui est important, c'est que notre étude a dévoilé quelques aspects de l'effet protecteur du Se ou du TA contre la cytotoxicité de la DOX sur les fonctions gonadique et hépatorénale in vivo, ainsi que sur les spermatozoïdes matures et les CSs immatures in vitro.À long terme, notre travail vise à mettre en place des stratégies efficaces, afin de préserver au mieux la fertilité des patients qui reçoivent la DOX. Nos constatations ont ouvert de nombreuses perspectives concernant l'emploi de ces molécules dans des thérapies cliniques anticancéreuses moins toxiques pour les sujets pubères, pré-pubères, ceux qui n'ont pas accès à la cryoconservation et ceux qui ont une qualité spermatique dégradée. A cet égard, nous discuterons dans un premier temps notre démarche expérimentale ainsi que notre approche méthodologique, et nous essayerons dans un deuxième temps d'expliquer de manière objective les résultats et les perspectives les plus pertinents à l'issue de nos travaux.Afin de mener à bien notre étude, nous avons tout d'abord induit un stress cytotoxique en utilisant la DOX, ensuite, nous avons tenté de réduire ce stress exogène par une cosupplémentation de la DOX avec soit du Se soit du TA. Nous avons vérifié l'efficacité de nos associations thérapeutiques sur deux axes pivots, à savoir, hémato-hépatorénal et testiculoépididymaire in vivo. En nous basant sur les résultats de cette étude in vivo préliminaire, nous avons procédé à une étude cellulaire plus ciblée in vitro, sur des spermatozoïdes épididymaires et des CSs de rat immatures de la lignée SerW3. La durée du traitement est un facteur qui varie en fonction du modèle expérimental mis en place. Dans notre étude in vivo, nous avons ajusté la période du traitement à 50 jours, ce qui correspond à un cycle entier de spermatogenèse chez le rat de souche Wistar (voir la publication I). Il faut noter que les doses de Se et de TA ont été augmentées afin d'atteindre un seuil de dose à effet en l'associant avec la DOX.Dans notre troisième modèle expérimental utilisant des spermatozoïdes isolés in vitro, les cellules ont été exposés à la même dose de DOX que les CSs, néanmoins, la durée du traitement des spermatozoïdes a été réduite à seulement 60 min, en prenant en considération l'activité métabolique intense de ces cellules hautement actives ainsi que leur vulnérabilité aux dommages oxydatifs suscités par les drogues chimiothérapeutiques. Le choix des doses de Se et de TA auxquelles les spermatozoïdes ont été exposés, a été effectué en se référant à la relation dose-effet de la mesure du TCO. Dans ce contexte, il convient de noter que nous avons utilisé un modèle de toxicité subaiguë, révélant toute éventuelle réponse rapide aux traitements, qui peut être détectée au niveau structurel et fonctionnel (voir la publication III). Il est envisageable que l'altération de l'état général des rats et la baisse de leur poids soient des événements liés à une détérioration du système hépatorénal et une lyse ou une baisse du nombre des cellules sanguines. A ce titre, nous nous sommes focalisés sur la mesure des taux des enzymes hépatiques, des lipides, de quelques ions au niveau périphérique et nous avons effectué une numération des érythrocytes, des plaquettes et des leucocytes ainsi qu'une évaluation de l'HGB et de l'HTC. La baisse critique du poids gonadique a suggéré la possibilité que la DOX agisse non seulement via une toxicité générale mais affecte directement la fonction des gonades, vu l'atrophie testiculaire et épididymaire, observée à la fin du traitement. Nous avons également effectué un spermogramme afin d'évaluer la qualité des spermatozoïdes épididymaires matures et une étude de l'aspect histopathologique des tissus hépatique et testiculo-épididymaire. Nous avons rapporté des modifications de l'architecture normale de l'épithélium séminifère et épididymaire dans le groupe DOX, qui semblent s'estomper par les co-traitements.Il existe vraisemblablement un lien étroit entre les différents panels étudiés. La spermatogenèse est un processus complexe qui se déroule exclusivement au niveau des tubes séminifères et qui aboutit à la formation de spermatozoïdes, qui seront stockés dans l'épididyme puis transportés à travers plusieurs canaux[START_REF] Sharma | Small RNAs Are Trafficked from the Epididymis to Developing Mammalian Sperm[END_REF], au moment de l'éjaculation. Sous l'influence de la DOX, le nombre de cellules germinales apoptotiques augmente, plus particulièrement les cellules germinales précoces, telles que les spermatogonies et les spermatocytes I, ce qui contribue à une baisse ou une inhibition de la production de spermatozoïdes développés. Les données de notre étude de l'histopathologie testiculaire confirment que l'oligospermie médiée par la DOX est en partie liée à une inhibition de la spermatogenèse, qui a causé une baisse du nombre des spermatozoïdes transportés vers le canal épididymaire. Il est aussi probable que la DOX puisse réduire la survie des spermatozoïdes stockés dans la queue épididymaire via une stimulation excessive des signaux de mort cellulaire par apoptose[START_REF] Ceribasi | Impact of ellagic acid on adriamycin-induced testicular histopathological lesions, apoptosis, lipid peroxidation and sperm damages[END_REF]) ou par nécrose[START_REF] Shin | Doxorubicininduced necrosis is mediated by poly-(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) but is independent of p53[END_REF]. Notre estimation de l'impact de la DOX sur les spermatozoïdes in vitro nous a permis de mettre en évidence une augmentation de la mort cellulaire, ceci indique que la DOX agit certes, en affectant directement le déroulement de la spermatogenèse, mais également en provoquant la mort des spermatozoïdes matures au niveau de la queue épididymaire. 'asthénospermie DOX-dépendante a été également observée dans les spermatozoïdes isolés in vitro. Ce fait suggère que la DOX est capable d'affecter la mobilité spermatique de manière directe en altérant de nombreuses fonctions cellulaires, suite à une dérégulation du métabolisme énergétique, étant donné que cette anthracycline s'accumule dans les mitochondries induisant leur destruction sélective par mitophagie ou perturbant l'activité de leurs complexes et aussi la biogenèse mitochondriale[START_REF] Serrano | Cardioselective and cumulative oxidation of mitochondrial DNA following subchronic doxorubicin administration[END_REF][START_REF] Yin | Doxorubicin-induced mitophagy and mitochondrial damage is associated with dysregulation of the PINK1/parkin pathway[END_REF]. L'étude des spermatozoïdes in vitro a confirmé une diminution du PMM par la DOX, ce qui témoigne d'une perturbation de l'activité mitochondriale conduisant à une crise énergétique dans la cellule. La perte de l'homéostasie énergétique dans le spermatozoïde inhibe ainsi sa mobilité et stimule dans la plupart des cas la mort cellulaire. Pour cela, la diminution de la survie des spermatozoïdes rapportée in vivo et in vitro peut être liée à une altération de certaines activités mitochondriales.Il est aussi probable que la DOX puisse agir sur le cytosquelette spermatique, en affectant les tubulines et les bras de dynéines responsables des mouvements flagellaires du spermatozoïde, demeure une thématique peu explorée, ce qui rend difficile de considérer ces données comme concluantes et confirmer l'absence d'effet de la DOX sur le métabolisme du glucose.Comme toutes les cellules vivantes, dans des conditions aérobies, les spermatozoïdes font constamment face au paradoxe de l'oxygène. L'O2 est nécessaire à la vie, mais ses métabolites, y compris les ERO, modifient les fonctions de la cellule et déclinent leur espérance de vie. Même si l'oxygène est la source majeure des ERO, il joue un rôle important dans le métabolisme aérobie des spermatozoïdes. Nos données confirment que la DOX affecte le transport de l'oxygène in vivo, par baisse de l'HGB, des érythrocytes et du fer sanguin, et agit de même in vitro en inhibant la consommation d'oxygène des spermatozoïdes, probablement par interaction directe avec les molécules d'oxygène ou en affectant la chaîne mitochondriale de transfert d'électrons.
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	Dans le deuxième modèle expérimental utilisant des cultures de CSs, la dose de la DOX et la durée du traitement ont été choisies en tenant compte de deux paramètres principaux, à savoir la résistance élevée de ces cellules aux agents cytotoxiques et l'utilisation d'une dose de DOX moyennement toxique qui ne représente que 15,8% de sa concentration efficace médiane faiblesse généralisée, une alopécie ainsi qu'une perte de l'appétit. Nous avons observé des signes semblables chez les rats ayant reçu des injections hebdomadaires de DOX. D'ailleurs, ces observations permettent de considérer l'exposition à la DOX comme un événement perturbateur de l'homéostasie de l'organisme, susceptible d'engendrer des modifications du métabolisme cellulaire en faveur d'une hausse de l'utilisation des protéines, des carbohydrates et des lipides. traitement, nous avons estimé la densité, la mobilité, la proportion des cellules mortes et les atteintes morphologiques. Le tout s'accompagne d'une étude de l'histopathologie de l'épithélium séminifère et épididymaire. Dans les spermatozoïdes traités in vitro, nous avons évalué le TCO, le taux du glucose extracellulaire, la mobilité, la mortalité, le PMM, le stress oxydatif, la teneur des AGPIs ainsi que les dommages de l'ADN. Dans cette partie, nous allons faire le rapprochement et établir une analogie entre les différents aspects pathologiques Le dysfonctionnement mitochondrial est généralement associé à une surproduction des est important de noter que la perte de l'aspect normal des cellules épithéliales épididymaires Bien que la PO soit un processus fournissant un taux d'énergie optimal, les ERO affectant l'intégrité des spermatozoïdes, dans une sorte de système de réaction mutuelle : indiquant un dérèglement de leurs fonctions a entraîné une perturbation de leurs sécrétions spermatozoïdes dépendent préférentiellement de la glycolyse pour maintenir les mouvements en effet, les ERO endommagent la membrane des mitochondries et les membranes protéiques et a résulté en une asthénospermie DOX-dépendante in vivo. Il est aussi concevable oscillatoires de leur flagelle (Ford 2006). La DOX est dotée d'une grande affinité pour les mitochondriales ainsi endommagées amplifient la production des ERO (Bedard and Krause que les dommages causés par les ERO générés soit directement par la DOX, soit indirectement récepteurs GLUT, responsables du transport du glucose à travers la membrane cellulaire (Hrelia 2007). Le stress oxydatif ainsi généré favorise le catabolisme des protéines et des lipides par l'augmentation du nombre des cellules mortes par la DOX ont contribué à l'asthénospermie. et al. 2002). Une atteinte de l'activité des récepteurs GLUT et du métabolisme du glucose peut cellulaires, provoquant un dysfonctionnement du spermatozoïde (Sikka et al. 1995). Nous
	avons considéré la génération excessive des O2

De nombreux antioxydants ont été testés pour leur effet protecteur contre la toxicité de la DOX, même si certains d'entre eux, comme le dexrazoxane, se sont montrés dotés d'une toxicité intrinsèque aiguë sur le testicule juvénile et adulte

[START_REF] Levi | Dexrazoxane exacerbates doxorubicin-induced testicular toxicity[END_REF]

. Afin de diriger les travaux vers d'autres composés moins toxiques et de privilégier les antioxydants n'ayant pas une gonadotoxicité importante, nous avons eu recours au Se comme antioxydant essentiel à plusieurs fonctions biologiques et qui assure un rôle vital dans l'établissement et le maintien du fonctionnement du système reproducteur chez les sujets mâles (voir chapitre II).

Le choix des axes à étudier nous a permis d'identifier dans un contexte global, quelques aspects de la toxicité de la DOX et à quel niveau cellulaire ou moléculaire le Se ou le TA ont exercé un effet protecteur qui compromet l'action cytotoxique de la DOX, particulièrement dans l'épithélium germinal. Dans le premier modèle expérimental, les rats ont reçu une dose cumulée de DOX de 26 mg/kg, qui correspond approximativement à la dose reçue pendant un cycle unique de chimiothérapie. Pour déterminer rigoureusement la dose de Se la plus adéquate, nous nous sommes appuyé sur les doses rapportées par les travaux antérieurs. La dose appropriée de TA a été ajustée puis adaptée grâce aux études de cytotoxicité entamées par notre équipe. ou CE50 (CE50 de la DOX : 6,3 µM)

[START_REF] Wolf | Determination of dynamic doxorubicin-EC50 value in an automated high-content workstation for cellular assays[END_REF]

). Les doses de Se et de TA ont été ajustées selon des tests de cytotoxicité y compris, le test MTT, la mesure de l'activité de la LDH extracellulaire et la variation du ΔΨm (voir la publication II).

2.2. Approches méthodologiques et effets systémiques des traitements in vivo

Nos approches méthodologiques ont été appropriées et ciblées pour confirmer la cytotoxicité de la DOX et vérifier l'hypothèse suggérant un potentiel protecteur lié au Se ou au TA. D'abord, nous avons effectué une analyse globale de l'impact des différents traitements administrés seuls ou combinés, sur l'état général, le GP et le poids relatif des gonades et du foie. Nos résultats préliminaires ont révélé dans les trois groupes ayant reçu la DOX, une perte importante du poids corporel et du poids relatif des testicules et des épididymes, sans variation notable du poids relatif du foie. La baisse du poids corporel est un effet commun aux agents chimiothérapeutiques tels que la DOX, une drogue qui selon le protocole thérapeutique s'accompagne généralement d'une réduction de la masse musculaire, adipeuse et parfois osseuse. La DOX provoque une fatigue intense et des faiblesses musculaires qui causent une invalidité et une perturbation du métabolisme des glucides et des lipides (Gilliam et al. 2009; Les cellules sanguines, hépatiques et rénales assurent de nombreuses fonctions métaboliques et sont particulièrement touchées par les agents antinéoplasiques. Les données recueillies in vivo, nous ont orienté vers deux axes de recherche primordiaux. Premièrement, déterminer si la DOX occasionne une OATS en perturbant le fonctionnement des CSs, ce qui inhibe par conséquent la spermatogenèse au niveau séminifère, ou en altérant directement les spermatozoïdes stockés dans la queue de l'épididyme. Deuxièmement, valider l'hypothèse suggérant la tendance du Se ou du TA à fournir une protection efficace contre certains troubles associés à la DOX.

3. affectant les spermatozoïdes dans les modèles in vivo et in vitro, tout en tenant compte des différences entre les deux modalités expérimentales utilisées. Par ailleurs, en tenant compte de la tératospermie médiée par la DOX, touchant surtout la PI, nous avons présumé que la baisse de la mobilité est en partie due à une crise énergétique et aux anomalies morphologiques qui ont entravé le fonctionnement normal du flagelle. Lconduisant de la sorte à son dysfonctionnement et l'apparition de l'asthénospermie. Il est toujours difficile de confirmer cette hypothèse, vu qu'il n'existe toujours pas de travaux qui ont abordé cette thématique. Grâce à leur organisation spécifique et leur système de transfert des phosphates, les mitochondries spermatiques assurent une production d'énergie permanente et intensive par plusieurs voies métaboliques (Piomboni et al. 2012). Ces organites vitaux régulent le fonctionnement du spermatozoïde via le contrôle de la chaîne respiratoire et en agissant comme des modulateurs de la synthèse de l'ATP. Comme nous l'avons montré in vitro, la DOX peut en quelques minutes compromettre plusieurs activités du spermatozoïde, y compris le fonctionnement des mitochondries et la consommation d'oxygène, effets qui incitent d'une manière ou d'une autre au déclenchement de la mort cellulaire et qui expliquent l'oligospermie constatée in vivo et la morbidité importante de la DOX sur les spermatozoïdes in vitro. être à l'origine des altérations spermatiques observées in vivo et in vitro. Or en se référant aux résultats de notre étude in vitro, la DOX n'a pas affecté le taux du glucose extracellulaire et donc n'a pas modifié le fonctionnement des récepteurs GLUT. L'impact de la DOX sur la glycolyse spermatique Les spermatozoïdes se caractérisent par leur membrane riche en AGPIs et leur cytoplasme réduit ayant une faible proportion d'enzymes antioxydantes (Agarwal et al. 2014).

Ces deux particularités rendent les spermatozoïdes particulièrement sensibles aux attaques des radicaux libres. Dans le spermatozoïde, les mitochondries et la membrane plasmique sont non seulement les deux principaux sites de la génération des ERO

[START_REF] Prakash | Morphological diversity of sperm: A mini review[END_REF][START_REF] Sabeti | Etiologies of sperm oxidative stress[END_REF] 

  Les lésions mitochondriales induites par les ERO ou directement par la DOX entraînent également une défaillance de la chaîne respiratoire ainsi qu'une surproduction des radicaux libres[START_REF] Lebrecht | Role of mtDNA lesions in anthracycline cardiotoxicity[END_REF], ce qui explique la baisse du TCO, du PMM et l'augmentation de la PL et du taux de mortalité, dans les cellules en contact avec la DOX.En tenant compte des différences entre le microenvironnement épididymaire, dont les sécrétions jouent un rôle actif dans la protection des spermatozoïdes contre les ERO, et le milieu de culture des spermatozoïdes in vitro, qui ne fournit à ces derniers aucune protection contre les radicaux libres, nous avons considéré une variabilité de l'ampleur de la cytotoxicité de la DOX et ses mécanismes médiateurs entre les milieux in vivo et in vitro. Les résultats de notre étude in vivo ont montré que l'administration journalière de Se peut partiellement prévenir l'OATS déclenchée par la DOX. Le Se est délivré en priorité aux gonades mâles(Behne et al. Néanmoins, le Se peut être considéré comme une thérapie modérément efficace contre la gonadotoxicité de la DOX in vivo, étant donné l'amélioration de la qualité spermatique et l'aspect des tissus gonadiques, sans retour à la normale. Dans les spermatozoïdes isolés in vitro, l'ampleur de son potentiel protecteur semble se limiter uniquement à une activité antioxydante et la stabilisation du TCO à la fin du traitement. Selon une étudede Mehta et al. (2012), le Se peut préserver le fonctionnement de la chaîne respiratoire et la biogenèse mitochondriale dans des neurones endommagés par le glutamate. Il convient de supposer que le Se puisse également préserver la respiration mitochondriale en présence de la DOX dans les spermatozoïdes in vitro, un effet qui varie en fonction du temps d'exposition. L'action biochimique prédominante du Se consiste à agir en tant qu'antioxydant activateur des GPx, pour protéger les membranes et les organelles cellulaires des dommages par peroxydation (Moslemi and Tavanbakhsh 2011). Nos résultats in vitro ont indiqué que la co-supplémentation DOX + Se n'a pas permis de diminuer sa cytotoxicité sur les différents paramètres étudiés, hormis une baisse de la surproduction des O2 -• qui a résulté en une baisse de la PL et une restauration d'un taux normal de DPA. Ceci Le taux d'utilisation de l'oxygène qui n'est que partiellement réduit pour former des O2 -• (Buettner 2011), reflète la biologie redox du spermatozoïde et ses défaillances métaboliques. La mesure du TCO a dévoilé une grande variabilité de la consommation d'oxygène entre les groupes étudiés. Contrairement aux autres traitements, le TA administré seul ou en association avec la DOX a augmenté le TCO de manière exponentielle en fonction de la dose, sans pour autant affecter la production des O2 -• . Bien que les travaux menés par notre équipe aient décrit une activité antioxydante du TA in vitro (Ben Ali et al. 2017), cette molécule n'a réduit ni la PL ni la surproduction des O2 -• dues à la DOX, dans les spermatozoïdes isolés. Dans ces conditions, il est acceptable de suggérer que le TA en lui-même soit doté d'un effet antioxydant, toutefois qui semble peu efficace contre le stress oxydatif dû à la DOX. Quoique le TCO soit un facteur déterminant dans la production des O2 -• , nos données n'ont indiqué aucune corrélation entre l'augmentation du TCO et la variation des O2 -• dans le groupe DOX + TA. et acrosomique du spermatozoïde et l'une des cibles privilégiées des agents cytotoxiques. Leur teneur et leur degré d'insaturation sont donc des paramètres essentiels dans la capacité des spermatozoïdes à maintenir un équilibre redox en milieu oxydant. Bien que nous ayons déjà décrit une corrélation significative entre la surproduction des O 2 -• , la PL et la baisse des taux des AGPIs, nous avons rapporté une restauration des teneurs de l'AA et du DPA par le co-traitement DOX + TA, qui n'est probablement pas liée à une activité antioxydante du TA, étant donné que la PL et l'augmentations des O2 -• n'ont pas été diminués par cette cosupplémentation. Malgré que la perte des AGs spermatiques soit souvent due à leur peroxydation, toute baisse de leur taux n'implique pas impérativement leur oxydation par les radicaux libres (Marchini et al. 1991). Au niveau mitochondrial, la DOX inhibe les complexes I et II et perturbe la chaîne de transport d'électrons, ce qui contribue à la production des ERO.Les ERO peuvent également être produits par d'autres mécanismes, quand la fraction quinone de la DOX est réduite par le complexe I en un radical libre de semiquinone hyperactif qui transfère un électron à l'O2 et génère les O2 -•[START_REF] Gorini | Chemotherapeutic Drugs and Mitochondrial Dysfunction: Focus on Doxorubicin, Trastuzumab, and Sunitinib[END_REF]. Le fait que le TA protège les
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-• DOX-dépendante, comme un événement déclencheur de la PL qui a provoqué une baisse du taux d'AGPIs, y compris le AA et le DPA.

[START_REF] Perez-Arnaiz | New insights into the mechanism of the DNA/doxorubicin interaction[END_REF]

. Ces altérations génotoxiques provoquent généralement l'arrêt du cycle cellulaire et l'activation de la mort par apoptose qui sont à l'origine de l'oligospermie. Par ailleurs, notre étude in vitro a révélé l'implication de la DOX dans les dommages nucléaires qui déstabilisent la structure et la dynamique de l'ADN des spermatozoïdes épididymaires. Nos données ont confirmé que la DOX n'affecte pas uniquement l'ADN en réplication mais peut également endommager l'ADN de cellules matures non-prolifératives.

Une meilleure compréhension du rôle des antioxydants dans la réduction des dommages cellulaires induits par la DOX donne des indices essentiels pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques, dont le but est de réduire sa toxicité sur les cellules germinales saines.

Le Se est un constituant de certaines enzymes antioxydantes et un bioélément qui assure de nombreuses activités métaboliques, indispensables à la survie et au fonctionnement du spermatozoïde. Dans la présente étude, nous avons mis en place une thérapie combinée qui associe la DOX au Se afin de limiter sa cytotoxicité in vivo et in vitro.

maintien de leur mobilité

[START_REF] Seema | Protective effect of selenium on nicotine-induced testicular toxicity in rats[END_REF]

, deux activités fondamentales qui expliquent la baisse de l'asthénospermie et les anomalies de la PI dans notre modèle in vivo. témoigne de l'activité antioxydante potentielle du Se, qui ne semble pourtant pas préserver le fonctionnement des spermatozoïdes en contact avec la DOX. L'activité du Se dépend probablement d'autres facteurs spécifiques au microenvironnement des gonades, ce qui implique sa non-efficacité comme agent protecteur contre l'asthénospermie et l'augmentation de la mortalité des spermatozoïdes in vitro.

Une meilleure compréhension des modulateurs de la toxicité de la DOX peut fournir des indices afin de réduire les effets indésirables de cette anthracycline sur les gamètes mâles. Une première constatation s'impose quant au potentiel protecteur du TA, c'est la multiplicité de ses activités et l'étendue de son efficacité in vivo mais aussi in vitro. Lors de la détection de l'OATS déclenchée par la DOX chez le rat, nous avons remarqué que la co-association thérapeutique Notre étude in vitro, nous a permis de fournir des résultats intéressants quant à l'effet protecteur du TA contre la toxicité directe de la DOX sur les spermatozoïdes matures. Les activités du spermatozoïde dépendent essentiellement de son statut redox endogène et exogène.

Nous avons envisagé la genèse d'un stress endogène mitochondrial par le TA, qui a influencé le métabolisme global de l'oxygène en faveur d'une augmentation du TCO, sans effet notable sur la génération des O2 -• . En effet, la consommation d'oxygène n'est pas uniquement liée à la chaîne de transport d'électrons mitochondriale, les mitochondries contrôlent également le métabolisme énergétique et les signaux de mort et de survie cellulaire

[START_REF] Green | The pathophysiology of mitochondrial cell death[END_REF]

. La thérapie combinée associant la DOX au TA a diminué le taux du glucose extracellulaire, la dépolarisation du PMM, la mort cellulaire et les dommages de l'ADN. Un ensemble d'effets qui confirme qu'en association avec la DOX, le TA agit comme un agent protecteur et non pas un inducteur de stress cytotoxique, en préservant le fonctionnement mitochondrial, la respiration, l'intégrité de l'ADN et en favorisant la glycolyse. Même si ce cotraitement a favorisé le métabolisme de l'oxygène et du glucose, la mobilité spermatique, qui spermatozoïde, tels que la baisse de la mobilité et les dommages membranaires, ont été mis en évidence à plusieurs reprises

[START_REF] Griveau | Effects of antioxidants on human sperm preparation techniques[END_REF][START_REF] Wang | Oxidative stress is associated with increased apoptosis leading to spermatozoa DNA damage in patients with male factor infertility[END_REF][START_REF] Wagner | Role of reactive oxygen species in male infertility: An updated review of literature[END_REF]

. Comme nous l'avons précédemment indiqué, les AGPIs sont des constituants de la membrane plasmique mitochondries contre la toxicité de la DOX et favorise la consommation d'oxygène, laisse supposer qu'en présence du TA, même si l'altération mitochondriale est amoindrie, le transfert d'électrons entre la DOX et l'oxygène est maintenu, d'où la continuité de la surproduction des O2 -• . Il est probable que d'autres mécanismes sous-jacents, autre que la PL, induisent la perte des AGs.

3.2. Impact des traitements sur les cellules de Sertoli (CSs) : étude in vivo et in vitro

Jusqu'à l'heure actuelle, peu de solutions qui permettent de préserver le développement des cellules germinales et le fonctionnement des CSs sont fournies aux patients, survivants d'une néoplasie maligne juvénile ou adulte. Les études préliminaires que nous avons menées sur les spermatozoïdes in vivo et in vitro ont fourni des résultats innovants et nous ont permis

Mode opératoire de l'étude morphologique par coloration de Shorr -

  Dans un contexte clinique, la supplémentation en antioxydants à des doses augmentées par rapport à celles consommées via l'alimentation est toujours une controverse capitale dans le traitement du cancer. Pour cela, il serait intéressant de tester l'efficacité d'une combinaison d'antioxydants y compris le Se, la vitamine C et la vitamine E contre la toxicité de la DOX sur les tissus sains. Etalez un volume bien déterminé des spermatozoïdes en suspension sur une lame en verre. -Laissez sécher sur une plaque chauffante à 37 °C, pendant 30 min. -Préparez les cuves de coloration dans l'ordre suivant : Plongez et déplacez doucement les lames dans les solutions ; une simple introduction donne des résultats de coloration insuffisants. -Egouttez les lames entre les différents bains. -Montez les lames avec le liquide de montage Neo-Mount® ou Dako® et en plaçant une lamelle couvre-objet. -Examinez les lames à l'aide d'un microscopique optique à un grossissement de 400×, il est recommandé d'utiliser une huile d'immersion. Réalisez des coupes de 3 µm des tissus en bloque de paraffine.-Placez les coupes dans un bain marie à 37 °C contenant de la gélatine -Récupérez les coupes sur des lames en verre et placez sur une plaque chauffante afin d'éliminer la cire.-Plongez dans un bain de Toluène 2-4 min avec agitation occasionnelle sous une hotte -Placez les lames dans un Support à lames pour effectuer la coloration suivante : Recouvrez les lames avec le milieu de montage. Placez la lamelle délicatement sur le fragment de tissu.

	"Science does not solve a problem without creating ten more" Annexes Colorant liquide de Shorr Annexe 1 -2 min Solution de bleu alcian 10 sec Ethanol 70 % 1 à 2 min Ethanol 80 % 1 min Ethanol 96 % 1 min Ethanol 100 % 1 min Xylène ou toluène 30 sec Coloration Hématoxyline-Eosine -1. Réhydratation : Éthanol 100% 2 min Éthanol 100% 2 min Éthanol 85% 2 min Éthanol 70% 2 min -Annexe 2 Lavez à l'eau sous faible débit pendant 5 minutes
	2. Coloration Hématoxyline 4 min	George Bernard Shaw
	Lavage à l'eau sous faible débit 5 minutes	
	Acide-alcool (HCL 1% dans éthanol 95%) (décoloration)	
	Lavage à l'eau sous faible débit 8 minutes	
	3. Déshydratation :	
	Éthanol 70% 5-10 bains	
	Éthanol 85-95% 10 bains	
	Éthanol 100% 2 min	
	Nettoyez dans du xylène/toluène 2 min	
	Nettoyez dans du xylène/toluène 2 min	
	4. Montage :	

3. 

Toxicité mitochondrialeEtant donné le rôle central de la mitochondrie dans l'exécution de son activité cytotoxique, la DOX a été souvent considérée comme une toxine mitochondriale[START_REF] Zhang | Cardiomyocyte death in doxorubicin-induced cardiotoxicity[END_REF]. Cette anthracycline endommage l'ADN mitochondrial (ADNmt) via la formation d'adduits du génome circulaire. Les modifications causées par la DOX à l'ADNmt s'accumulent avec le temps, même en l'absence du traitement, et conduisent à une déficience de la chaîne respiratoire mitochondriale, engendrant ainsi un stress oxydatif endogène et un dysfonctionnement de la mitochondrie. Bien que la DOX soit toxique pour les cellules malignes et saines, les modulateurs et la voie moléculaire impliqués dans le mécanisme de mort cellulaire peuvent différer d'un type cellulaire à l'autre[START_REF] Wang | Doxorubicin induces apoptosis in normal and tumor cells via distinctly different mechanisms. intermediacy of H(2)O(2)-and p53-dependent pathways[END_REF]).

4. 1. ApoptoseBien que l'utilisation clinique de la DOX ait connu un grand essor, son effet sur les cascades de signalisation antiprolifératives qui stimulent la mort cellulaire apoptotique font l'objet de nombreuses études[START_REF] Eom | Two distinct modes of cell death induced by doxorubicin: apoptosis and cell death through mitotic catastrophe accompanied by senescence-like phenotype[END_REF][START_REF] Sharifi | Doxorubicin Changes Bax /Bcl-xL Ratio, Caspase-8 and 9 in Breast Cancer Cells[END_REF]. En réponse aux dommages de l'ADN induits par la DOX, la voie pro-apoptotique p53 dont le rôle réside dans sa capacité à perturber l'homéostasie entre les protéines anti-apoptotiques (Bcl-XL, Bcl-2, Mcl-1) et proapoptotiques (Bax et Bak), est activée conduisant à un dysfonctionnement mitochondrial qui entraîne une libération du cytochrome c et un déclenchement de l'apoptose. D'un autre côté, la DOX augmente la production intracellulaire des céramides (lipides organiques qui structurent la membrane de la cellule), ce qui provoque la translocation du facteur de transcription CREB3L1 du réticulum endoplasmique vers l'appareil de Golgi(Delpy 

* Le corps (corpus) ou la partie médiane.* La queue (cauda) ou la région distale, connectée au canal déférent.Bien que progressifs, des changements histologiques sont observés entre les trois parties de l'épididyme. Les descriptions anatomiques indiquent que la segmentation épididymaire est très variable entre les espèces. Chez le rat, l'épididyme est subdivisé par un septum conjonctif en 19 segments intra-régionaux[START_REF] Turner | Segment boundaries of the adult rat epididymis limit interstitial signaling by potential paracrine factors and segments lose differential gene expression after efferent duct ligation[END_REF]). L'histologie de l'épididyme révèle un épithélium plus épais dans la partie proximale, toutefois, cette épaisseur diminue progressivement tout au long du tube[START_REF] Hermo | The Epididymis: From Molecules to Clinical Practice: A Comprehensive Survey of the Efferent Ducts, the Epididymis and the Vas Deferens[END_REF], tandis que la densité des spermatozoïdes augmente (Moore and Akhondi 1996) (Figure17A). Le canal épididymaire est tapissé d'un épithélium pseudostratifié, reposant sur une lame basale qui le sépare du chorion et des cellules musculaires lisses, plus ou moins nombreuses selon la région (Figure17B). L'épididyme est situé dans un tissu de soutien lâche, vascularisé et formé de collagène, de fibrocytes et d'une matrice de glucosaminoglycanes[START_REF] Hermo | The Epididymis: From Molecules to Clinical Practice: A Comprehensive Survey of the Efferent Ducts, the Epididymis and the Vas Deferens[END_REF]. Les principaux types de cellules épididymaires, sont les suivants : * Les cellules musculaires lisses dont les contractions spontanées, assurent la progression des spermatozoïdes, tout au long de l'épididyme[START_REF] Moore | Fertilizing capacity of rat spermatozoa is correlated with decline in straight-line velocity measured by continuous computer-aided sperm analysis: epididymal rat spermatozoa from the proximal cauda have a greater fertilizing capacity in vitro than those from the distal cauda or vas deferens[END_REF], * Les cellules épithéliales qui s'étendent de la lame basale vers la lumière du tube.Elles sont caractérisées par des stéréocils, qui sont de longues évaginations cytoplasmiques au niveau de la tête, et qui deviennent courtes au niveau de la queue.

évidence une oligoasthénotératospermie (OATS) suite à une diminution critique de la densité et une baisse de 53,5% de la mobilité, auxquelles s'ajoutent une hausse de 58,8% de la mortalité et de 40% des anomalies morphologiques chez les rats traités avec la DOX. Par ailleurs, la cosupplémentation de la DOX avec du TA a amélioré les paramètres spermatiques. Nous avons notamment constaté une hausse de 5 fois de la densité et de 22% de la mobilité, ainsi que des baisses respectives de 34 et 14% de la mortalité et des difformités morphologiques, par rapport au groupe DOX. Nous avons noté les mêmes résultats dans le groupe DOX + Se, hormis une variation non significative du taux des anomalies morphologiques totales. Malgré l'amélioration particulière de la qualité des spermatozoïdes par les co-traitements, les valeurs enregistrées dans ces deux groupes n'ont pas été révélateurs d'un retour à la normale. Les paramètres spermatiques sont restés significativement délabrés, par rapport au groupe témoin.

chapitre de notre travail, nous avons étudié certains effets directs de la DOX sur des cultures de CSs in vitro, tout en évaluant le potentiel protecteur du Se ou du TA, contre le stress cytotoxique déclenché par la DOX.Nous avons constaté que l'exposition des CSs à la DOX entraîne une baisse importante de leur activité métabolique, et donc de leur viabilité. Un effet concomitant à une augmentation de l'activité de la LDH dans le milieu extracellulaire. En étant une enzyme cytosolique qui ne traverse la membrane plasmique que lorsque cette structure est endommagée, la hausse de son activité extracellulaire est fréquemment liée à une mort cellulaire par nécrose(Chan et al., 2013). Plusieurs mécanismes impliqués dans la mort des CSs déclenchée par la DOX, peuvent être discutés, tels que l'amplification du stress oxydatif[START_REF] Lindsey | The tell-tale heart: molecular and cellular responses to childhood anthracycline exposure[END_REF], l'altération des régulateurs de la nécrose, la détérioration du cytosquelette cellulaire ou encore la perturbation structurelle de la membrane cellulaire[START_REF] Wei | Anticancer drug nanomicelles formed by selfassembling amphiphilic dendrimer to combat cancer drug resistance[END_REF]. La DOX est une anthracycline qui affecte chaque phase du développement cellulaire mais qui a un effet plus marqué sur la phase S du cycle cellulaire(Barranco et al., 1973). De manière systémique, la DOX inhibe la synthèse de l'ADN et endommage les mécanismes de réparation nucléaire (Czeczuga-Semeniuk et al.2004), déclenchant ainsi l'apoptose ou la nécrose cellulaire[START_REF] Sugimoto | Low-dose doxorubicininduced necrosis in Jurkat cells and its acceleration and conversion to apoptosis by antioxidants[END_REF]. Nous avons suggéré que cet ensemble d'activités cytotoxiques expliquent la nécrose et la perte de l'intégrité membranaire des CSs en contact avec la DOX.En dépit de la toxicité apparente des trois doses de Se et de TA, montrée par la baisse de la viabilité cellulaire, en les associant avec la DOX, seulement une des trois doses de Se a amélioré la survie des CSs, tandis que les trois doses de TA ont rétabli l'activité métabolique cellulaire et ont réduit l'activité de la LDH extracellulaire. En comparaison au Se, le TA a

Se, le TA peut fournir une protection partielle mais meilleure, contre les dommages sévères de la DOX.Toutefois, des études complémentaires et plus ciblées doivent être entreprises pour déterminer les mécanismes d'action moléculaires des composés testés, et les lignées germinales du testicule qui sont particulièrement touchées par les traitements. Dans l'ensemble, il convient de mentionner que l'efficacité des antioxydants, et le niveau de sécurité de l'utilisation clinique des molécules synthétiques dans les thérapies cliniques restent toujours à établir. Il est aussi nécessaire de faire progresser les travaux concernant la protection in situ des tissus germinal, hépatorénal et des cellules sanguines contre les agents antinéoplasiques, afin d'orienter la recherche vers un choix de composés protecteurs plus efficaces et des thérapies cliniques ou expérimentales plus sophistiquées.2. LimitesEn somme, il est clair que beaucoup de données manquent pour tirer des conclusions irréfutables et mettre en oeuvre les protocoles d'utilisation clinique des molécules que nous avons testées. Malgré le fait que l'utilisation du modèle in vitro nous a permis d'identifier les effets directs de nos composés sur les spermatozoïdes et les CSs, nous n'avons mesuré qu'un nombre relativement faible de biomarqueurs du stress oxydatif, dans les deux lignées cellulaires étudiées. Il faut également noter qu'une étude du stress oxydatif dans les gonades des rats aurait probablement permis de mettre en place un bilan plus global des défenses antioxydantes différentielles in vivo et in vitro.Parmi les limites de notre travail figurent également l'insuffisance de données concernant l'activité métabolique des cellules isolées in vitro et l'absence d'une évaluation concrète des marqueurs de mort cellulaire, tels que la protéine P53 ou encore le cytochrome c, qui auraient pu être affectés par les traitements. Notre étude n'inclut pas une identification précise de la voie de signalisation impliquée dans la mort cellulaire médiée par la DOX dans les spermatozoïdes et par le Se, le TA et la DOX dans les CSs, mais laisse supposer l'implication de la voie du réticulum endoplasmique dans leur apoptose.Il ne faut pas oublier que le système reproducteur chez le mâle comporte plusieurs organes indispensables à la production de gamètes fonctionnelles, chose qui n'a pas été prise en considération dans notre travail, vu que nous nous sommes focalisés uniquement sur l'aspect et le fonctionnement des gonades, en excluant les autres organes comme les vésicules séminales et la prostate.

épididymaires matures, isolés in vitro. Nous avons rapporté des résultats intéressants quant au potentiel protecteur important du TA contre la cytotoxicité de la DOX, via une hausse de la consommation de l'oxygène, une baisse de la mort cellulaire, de la dépolarisation du potentiel membranaire mitochondrial et des cassures de l'ADN associées à la DOX. La co-association de la DOX avec du Se a diminué la surproduction des ions superoxydes et la peroxydation lipidique et a restauré le taux de l'acide docosapentaénoïque réduit par la DOX.En conclusion, notre étude a montré des résultats intéressants quant aux différents aspects de la toxicité de la DOX et l'envergure de la protection fournie par le Se ou le TA in vivo et in vitro. Dans les trois modèles expérimentaux mis en place, nous avons conçu une stratégie thérapeutique partiellement efficace et peu coûteuse, qui pourrait limiter quelques altérations associées à la DOX sur le tissu germinal masculin.

TEMED

15 µL APS 10 % (15 mg dans 150 µL d'eau) 30 µL -Chargez sur le gel de séparation polymérisé et insérez les dents.

-Laissez sécher 10 à 20 min.

-Couvrez les gels en faisant couler un tampon (doit rester frais pour éviter la fonte des gels).

-Retirez les dents et injectez les échantillons préparés comme décrit dans la troisième partie.

Préparation des échantillons :

-Préparez 30 µg de protéines dans 10 µL de tampon d'échantillon (avec le bêtamercaptoenathol) et complétez à un volume total de 40 µL avec du PBS filtré (1×).

-Soniquez les échantillons pendant 15 min sur la glace.

-Chauffez les échantillons pendant 10 min à 55 ° C (ne pas les remettre sur la glace).

-Chargez les échantillons dans les puits et ajoutez 4 µL des marqueurs dans le premier puits de chaque gel.

-Couvrez les gels avec un tampon courant.

-Appliquez une intensité constante égale à 30 mA/gel pendant 1h30min (connexion des fibres: rouge-rouge / noir-noir). 4. Préparation des membranes de nitrocellulose -Coupez les membranes 4/6 cm -Incubez les membranes pendant 1 min dans le méthanol, 5 min dans l'eau et 15 min dans le tampon de transfert. Annexe 10 Paramétrage de l'oxymètre : mesure du TCO 1. Préparation de l'électrode : 2. Montage de la chambre de l'oxymètre : 3. Paramétrage de l'oxymètre : 4. Analyse :

Chapitre I

Etude des effets de la DOX et des co-traitements in vivo chez le rat mâle

Discussion

Au cours des dernières années, 50% des patients atteints d'un cancer ont reçu une chimiothérapie compromettant leur fertilité. L'impact dévastateur des agents chimiothérapeutiques sur la fertilité masculine suscite de plus en plus de controverses. Ces agents anti-tumoraux sont connus pour leur effet perturbateur sur la spermatogenèse, via une altération de l'activité des CSs et en favorisant l'apoptose des cellules germinales [START_REF] Boekelheide | Mechanisms of toxic damage to spermatogenesis[END_REF]. Plusieurs études ont déjà établi une corrélation positive entre la chimiothérapie DOXdépendante et de nombreux dommages structurels et fonctionnels des CSs [START_REF] Yeh | Protection by doxycycline against doxorubicin-induced oxidative stress and apoptosis in mouse testes[END_REF][START_REF] Brilhante | Late morfofunctional alterations of the Sertoli cell caused by doxorubicin administered to prepubertal rats[END_REF][START_REF] Akinjo | Perturbation of microRNA signalling by doxorubicin in spermatogonial, Leydig and Sertoli cell lines in vitro[END_REF] -Ajoutez un volume de 4 mL de la solution spermatique avec précaution sur la surface de 2,5 mL d'une solution de ficoll-400 ajustée à 45% et 90% dans une solution de Ringer, contenus dans un tube maintenu incliné. -Centrifugez le tube à 300 x g pendant 15 min à la température ambiante -Aspirez soigneusement le surnageant, la couche intermédiaire et 0,5 mL de la couche immédiatement sous-jacente, et transférez le reliquat (1,5 mL) dans un tube propre, pour éviter toute contamination par des résidus de la couche supérieure. -Examinez la pureté de la suspension spermatique par un Kit Leucoscreen et une observation de la viabilité spermatique par coloration à l'éosine.

Annexe 11

Dosage des acides gras par CG-DFI

1. Initialisation :

-Activez les gaz et l'air porteurs d'hélium et réglez les manomètres de l'instrument.

-Mettez le four à colonne à une température élevée (généralement 250 ° C ou plus).

-NB : Ne pas dépasser la température maximale de la colonne. Cela éliminera tous les contaminants. -Laissez chauffer au moins 30 min.

Paramétrage :

-Ajustez les paramètres de l'échantillonneur automatique.

-Définissez le nombre de rinçages avant l'analyse, après rinçage et avec rinçage. Ces rinçages nettoient la colonne entre les différents échantillons à tester. -La quantité injectée est de 1 µL.

-Un taux de division est généralement défini, car l'injection de l'ensemble d'un échantillon risque de surcharger la colonne. -Entrez les paramètres de la phase mobile. Le débit est contrôlé par la pression définie. Des débits plus rapides entraînent des séparations plus rapides. -Programmez la température. Pour un fonctionnement isotherme, ajustez la température de départ et le temps de maintien, la température de fin, ainsi que la vitesse en ° C / min. Un temps d'équilibrage est également défini pour permettre à la colonne de revenir à la température initiale entre les analyses. -Paramétrez le détecteur. Une température de détecteur et un taux d'échantillonnage seront entrés. Le détecteur doit toujours avoir une température supérieure à la température de la colonne. -Enregistrez.

Collecte des données :

-Ouvrez le gaz hydrogène et assurez-vous que le manomètre est correctement réglé.

-Allumez la flamme de la FID.

-Remplissez le flacon de lavage avec un solvant de lavage, tel que l'acétonitrile ou le méthanol.

-Préparez l'échantillon. S'il y a un risque de présence de particules dans l'échantillon, filtrez l'échantillon. Utilisez uniquement des seringues en verre et des flacons en verre pour préparer votre échantillon. -Remplissez le flacon au moins à moitié avec l'échantillon de manière à ce que la seringue d'échantillonnage automatique peut prélever l'échantillon. -Charger le ou les flacons d'échantillons dans le portoir de l'échantillonneur automatique.

-Gardez une trace de la position de chaque échantillon.

-Mettez à zéro la ligne de base de l'enregistreur sur le logiciel de l'ordinateur.

Analyse :

-A partir du chromatogramme, comme celui obtenu dans le groupe témoin et affiché ci-dessous, les surfaces de pic peuvent être calculées. Ces surfaces sont proportionnelles à la masse du carbone qui traverse le détecteur et peuvent être utilisées pour créer une courbe d'étalonnage de la réponse de l'instrument en fonction de la concentration de l'AG testé.

Annexe 12

Dosage du malondealdéhyde (MDA)

-Préparez 15% w/v de TCA et 0,375% w/v de TBA dans 100 mL de HCl 0,125 N.

-Ajoutez 2 mL de la solution préparée à la suspension de spermatozoïdes (10 6 cellules /mL) dans le PBS 1× (filtré) (Vf= 1 mL) (2:1). -Placez les tubes dans un bain Marie à 99 °C pendant 30 min ou plus, jusqu'à obtention de couleur rosâtre. -Laissez refroidir.

-Homogénéisez sur glace dans 300 µL de tampon de lyse MDA (avec 3 µL de BHT (100×).

-Centrifugez les tubes à 2 000 g pendant 10 min.