
�9 PHYSIOLOGIE Andrologie 2005, 15, N~ 35-40 

S crdtions apocrines et glandes annexes 

Robert SULLIVAN, Gilles FRENETTE, Christine LEGARE 

Centre de Recherche en Biologie de la Reproduction et Departement d'Obstetrique-Gynecologie, Faculte de 
Medecine, Universite Laval, Quebec 

RESUME 

Le spermatozo'ide quittant le testicule est incapable d'ac - 
tivitd transcriptionnelle ou traductionnelle. Malgr6 cela, 
la composition en macromol(~cules de la surface du sper- 
matozo'ide subit des modifications majeures au cours de 
son passage dans le tractus reproducteur m~le. Ceci 
s'explique par I'interaction entre les s(~cretions des diff(~- 
rentes glandes du tractus reproducteur mSle et le sper- 
matozoi'de. Le m6canisme d'ancrage /i la surface du 
spermatozo's de certaines prot(Hnes nouvel lement 
acquises, particuli~rement I'ancrage glycosyiphosphati- 
dyl inositol, suggere un mode de sdcr6tion apocrine le 
long du tractus reproducteur m~leo Ce type de s~cr(~tion 
a 6te demontr6 au niveau de la prostate, du canal ddfe- 
rent et de rdpididyme. 

Notre laboratoire s'est pench(~ sur ce ph~nomene parti- 
culierement au niveau (~pididymaire. Nous avons montre 
que I'~pith(~lium epididymaire s(~cr6te par vole apocrine 
des microv6sicules membranaires nommdes dpididymo- 
somes. Diff6rentes prot(Hnes sont associ(~es ~ ces v(~si- 
cules riches en cholest6rol et en sphingomy(~line. Nous 
avons montr6 que certaines de ces prot(Hnes associ~es 
aux (~pididymosomes sont s(~lectivement transf(~rdes aux 
spermatozo'fdes au cours du transit (~pididymaire. 

En ut i l isant une approche prot(~omique, nous avons 
identifi6 certaines de ces prot6ines. Celles-ci compren- 
nent les enzymes impliqu(~es dans la voie m(~tabolique 
des polyols. Nous avons egalement mis en dvidence les 
interactions entre le MIF (Macrophage migration Inhibito- 
ry Factor) sdcr(~t6 par I'(~pididyme et le spermatozo'ide. 
Tant les polyols que le MIF peuvent ~tre impliqu6s dans 
le contr61e de la motilit(~ des spermatozoTdes au cours de 
leur transit (~pididymaire. 

Ces rdsultats illustrent I'importance de la sdcr6tion apo- 
crine dans la maturation des spermatozoi'des au cours 
de leur transit dans le tractus reproducteur m~le. 

Mots c l ~ s  : epididyme, exosomes, maturation, sdcr6tion, 
proteines 

I. INTRODUCTION 

Depuis plusieurs annees, notre laboratoire s'interesse aux 
modifications post-testiculaires impliqu6es dans I'acquisi- 
tion du pouvoir f6condant du gam(}te male [49]. En utili- 
sant le hamster comme modele, nous avons identifie une 
proteine spermatique montrant une affinite specifique 
d'esp6ce pour les glycoprot6ines de la zone pellucide 
homologue [48]. Cette proteine nomm6e P26h, est Iocali- 
see sur la membrane plasmique qui couvre I'acrosome du 
spermatozoTde de la queue 6pididymaire de hamster et 
est acquise au cours du transit epididymaire [6, 50]. Des 
anticorps diriges contre la P26h inhibent I'attachement du 
spermatozofde mature ~ la zone pellucide Iors d'essais in 
vitro et la P26h montre des propri6t6s immunocontracepti- 
ves Iorsque utilisee pour immuniser activement des males 
hamsters [7, 26]. L'ADNc codant pour la P26h a r6cem- 
ment et6 sequenc6 et la s6quence en acides amin6s 
deduite rev61e que la P26h appartient ~ la famille des car- 
bonyle reductases [25]. Des inhibiteurs sp6cifiques de la 
carbonyle r6ductase inhibent d'ailleurs la liaison du sper- 
matozo'fde ~ la zone pellucide in vitro [39]. Plusieurs faits 
experimentaux appuient donc I'hypothese que la P26h 
acquise par le spermatozo'/de au cours de sa maturation 
dans I'epididyme est impliquee dans la liaison a la zone 
pellucide [47]. 

En utilisant les outils moleculaires d6veloppes Iors de 1'6- 
tude de la P26h du spermatozoide de hamster, nous 
avons identifie des prot6ines orthologues chez d'autres 
esp6ces de mammifere en particulier chez I'humain et le 
taureauo Ces proteines ont 6t6 nomm6es P34H et P25b 
respectivement [8, 9, 41]. Comme chez le hamster, la 
P34H humaine et la P25b bovine sont acquises au cours 
du transit epididymaire. Le transcrit de la P34H en particu- 
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lier est preferentiellement exprime darts la region distale du 
corps epididymaire [35]. Chez le taureau comme chez I'hu- 
main, certains individus souffrant d'hypofertilite ou d'inferti- 
lite, produisent des spermatozofdes caracterises par I'ab- 
sence ou la presence de faibles quantites de P34H humai- 
ne ou de P25b bovine [10, 29, 41]. Nous avons montre que 
les spermatozo ides provenant  d 'hommes infert i les et 
depourvus de P34H sont tres peu performants dans des 
essais de liaison & la zone pellucide in vitro [10]. 

En util isant le hamster, le bovin et I'humain, nous nous 
sommes interesses au mode d'acquisition des proteines de 
la famille de la P26h au cours du transit epididymaire. L'a- 
nalyse des sequences en acides amines deduites a partir 
des sequences des ADNc codant pour la P34H humaine et 
la P26h de hamster revele I'absence d'un peptide signal. 
Or, une proteine depourvue de cette sequence en acides 
amines n'est pas dirigee vers le RMiculum Endoplasmique 
au moment de sa synthese et ne peut donc pas etre secre- 
tee par la voie classique dite secretion mesocrine. Cette 
voie de secretion implique la fusion de granules de secre- 
tion provenant de I'appareil de Golgi avec la membrane 
plasmique de la cellule resultant en la liberation par exocy- 
tose du contenu des granules de secretion dans le milieu 
extracellullaire [40]. Une autre particularite de ces protei- 
nes est leur type d'ancrage a la surface du spermatozo'fde. 
Tel que nous I'avons demontre chez le taureau et le hams- 
ter, la P25b et la P26h sont ancrees a la membrane plas- 
mique via un glycosyl phosphatidylinositol (GPI) et sont 
exposees au milieu extracellulaire [24, 34]. Ce type d'an- 
crage maintient une proteine a la membrane plasmique 
d'une cellule via deux chafnes d'acides gras. La proteine 
ainsi exposee vers le milieu extracellulaire est tres sonde- 
merit retenue a la membrane plasmique mais jouit d'une 
mobilite dans le plan de la membrane plasmique de beau- 
coup superieure a celle des proteines membranaires inte- 
grales. Classiquement, les proteines ancrees par un GPI 
la surface de la membrane plasmique d'une cellule pro- 
viennent de la membrane des vesicules de secretion qui 
s'integrent a la membrane plasmique Iors de la secretion 
mesocrine. Un corollaire a ce dogme est qu'une prot~ine 
GPI ancree ~ une cellule ne peut provenir du milieu extra- 
cel lulaire. L 'absence de pept ide signal des proteines 
P26h/P34H synthet isees par les cel lules principales et 
secretees dans la lumiere epididymaire et leur ancrage 
GPI de la P26h & la surface du gamete m&le questionnent 
le mode de secretion utilise par repididyme. 

II. LA SI~CRETION APOCRINE ET LE SYSTEME 
R E P R O D U C T E U R  M A L E  

L'ancrage GPI et I'absence de peptide signal des proteines 
P26h excluent une secretion mesocrine et suggerent une 
voie apocrine. Ce type de secretion dont I'exemple clas- 
sique est la glande mammaire, implique la formation d'une 
excroissance cytoplasmique au niveau apical des cellutes 
~pitheliales. Cette excroissance qui contient un nombre 
restreint d'organites intracytoplasmiques se detache de la 
cellule et se desagrege dans le compartiment extracellulai- 
re. Le contenu de ces excroissances est libere et permet la 
dispersion dans le compartiment extracellulaire des protei- 

nes cytoplasmiques qui n'ont pas de peptide signal et qui 
ne transitent donc pas par le Reticulum Endoplasmique, 
I 'appareil de Golgi et les ves icu les de secretion. Ces 
excroissances l iberent egalement de petites vesicules 
membranaires de diametre variant entre 50 a 500 nM nom- 
mees de fagon generique "exosomes" [40]. Ce mecanisme 
de secretion a ete particulierement bien etudie au niveau 
du tractus reproducteur m~le [5, 30, 46]. Les prostasomes, 
des exosomes secretes par la prostate, ont en particulier 
suscite beaucoup d'interet. Decrits pour la premiere fois 
par Ronquist et al. [44], ces vesicules constituantes du 
liquide seminal ont fait I'objet de nombreuses etudes [45]. 
Une analyse proteomique recente a permis d'identifier pas 
moins de 139 proteines differentes associees aux prosta- 
somes isoles du plasma seminal humain [52]. Differentes 
actitivites catalytiques sont associees aux prostasomes 
[33]. Plusieurs proteines associees aux prostasomes et 
aux exosomes de fas plus generale ont un ancrage GPI 
et sont depourvus d'un peptide signal [32]. La presence de 
prostasomes dans le plasma seminal a depuis ete demon- 
tree chez plusieurs especes incluant I'etalon [2, 38], le 
belier [11] et le taureau [24]. Quelle que soit I'espece etu- 
dice, la composition des prostasomes est particuliere. Le 
rapport molaire cholesterol/phospholipides de ces vesicu- 
les membranaires est tres eleve, atteignant une valeur de 
2 et la sphingomyel ine compte pour pres de 50% des 
phosholipides totaux [3]. Cette composit ion particuliere 
suggere une organisation membranaire hautement ordon- 
nee. 

Les prostasomes presents dans le liquide seminal sem- 
blent jouer une multitude de fonctions. IIs possederaient 
des proprietes immunosuppressives, antibacteriennes et 
antioxydantes. IIs activeraient la coagulation sanguine et 
plusieurs activites enzymatiques leur seraient associees. 
Les prostasomes agiraient egalement sur les spermatozoY- 
des ejacules en influens les parametres de motilite, en 
agissant au moment de la capacitation et en stimulant la 
reaction acrosomique [4, 45, 46]. 

En plus des prostasomes, d'autres glandes annexes du 
systeme reproducteur m~le secretent des exosomes. Chez 
le taureau, les vesicules seminales secretent des exoso- 
mes qui se retrouvent dans le plasma seminal et qui s'ap- 
parentent donc aux prostasomes [1]. Chez le rat, la glande 
coagulante secrete des exosomes auxquels sont asso- 
ciees des activites transglutaminase et carbonyle anhydra- 
se impliquees dans la formation du bouchon vaginal [5, 
28]. Le canal deferent chez la souris secrete egalement 
des exosomes montrant une activite aldose reductase qui 
est transferee aux spermatozoides mais dont la fonction 
demeure indeterminee [16, 37]. La secretion apocrine sem- 
ble donc etre utilisee par plusieurs organes le long du trac- 
tus reproducteur m~le. Bien que leur fonction demeure 
dans plusieurs cas a etre determinee, les exosomes joue- 
raient des reles preponderants dans le processus global de 
la reproduction et plus particulierement darts la protection 
et la modulation des fonctions spermatiques. Des exoso- 
mes sont egalement presents dans le systeme reproduc- 
teur femelle, en particulier dans I'oviducte (resultats non 
publics). 
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III. LES SECRETIONS APOCRINES ET 
L'EPIDIDYME 

De meme que la P25b bovine et la P26h de hamster qui 
sont GPI ancrees a la membrane plasmique du gamete 
m&le, d'autres proteines spermatiques acquises au cours 
du transit epididymaire se comportent comme des protei- 
nes membranaires integrales Iorsque soumises ~ differents 
types d'extraction [15]. Ceci suggere que ces proteines 
acquises par le spermatozo'l'de apparaissent dans le milieu 
intraluminal suite a une secretion de type inhabituel par les 
cellules epididymaires [15, 32]. Yanagimachi en 1985, est 
le premier a demontrer que des vesicules membranaires 
s'associent a la surface du spermatozofde Iors de leur pas- 
sage dans I'epididyme [53]. II emet alors rhypothese que 
ces vesicules modifieraient la composition en cholesterol 
membranaire des spermatozo'l'des qui subissent des modi- 
fications majeures Iors de la maturation epididymaire. La 
presence d'exosomes dans I'epididyme, nommes epididy- 
mosomes par certains, a ete mise en evidence chez le rat 
[19], la souris [42], le hamster dore [34] et le taureau [24]. 

En plus des proteines (P26h, P25b et P34H) associees 
aux epididymosomes qui sont transferees aux spermato- 
zo'fdes au cours du transit epididymaire et qui leur confe- 
rent la capacite de se lier ~ la zone pellucide, d'autres pro- 
teines associees aux exosomes d'origine epididymaire ont 
ete identifiees. Chez la souris, la glutathion peroxydase de 
type 5 serait associee aux epididymosomes puis transferee 
aux spermatozofdes afin de leur conferer une protection 
contre les derives actifs de I'oxygene [42]. L'ubiquitine est 
une autre proteine associee aux epididymosomes qui pour- 
rait etre impliquee dans I'elimination de spermatozofdes 
anormaux dans repididyme [14, 20, 31, 51]. Une cytokine, 
"Macrophage migration Inhibitory Factor" (MIF) serait ega- 
lement un produit de secretion apocrine de I'epididyme qui 
s'associe aux spermatozofdes en cours de maturation [18, 
21]. MIF s'associerait aux fibres denses des flagelles du 
spermatozoi'de epididymaire et contrelerait la formation de 
ponts disulfures dans ces structures flagellaires Iors de la 
maturation post-testiculaire du gamete m~le [17]. 

Le mecanisme par lequel les proteines associees aux epi- 
didymosomes sont transferees aux spermatozofdes Iors de 
leur passage dans I'epididyme suscite de I'interet depuis 
peu. L'aldose reductase ainsi que la sorbitol dehydrogena- 
se seraient egalement deux enzymes associees aux epidi- 
dymosomes chez le bovin. Ces enzymes font partie du 
sentier metabolique des polyols et pourraient ainsi moduler 
la motilite des spermatozo'fdes epididymaires [21,22]. 

IV. L' INTERACTION ENTRE LES 
I~PIDIDYMOSOMES ET LES SPERMATOZO'I'DES 

L'etude des interactions entre les epididymosomes et les 
spermatozoides se produisant au cours de la maturation 
epididymaire necessite de grandes quantites de materiel 
biologique. Afin d'elucider ces mecanismes, nous avons 
entrepris une serie d'experiences en utilisant du materiel 
bovin provenant de I'abattoir. En utilisant cette espece, il 

est possible de recuperer des quanti tes suff isantes de 
liquide intraluminal provenant de differentes regions epidi- 
dymaires. Ainsi des preparations non contaminees de pro- 
teines solubles du liquide epididymaire, d'epididymosomes 
et de spermatozo'fdes peuvent etre obtenues & faible co0t. 
Ce type de materiel ne peut etre obtenu en utilisant les ani- 
maux de laboratoire et encore moins en utilisant du mate- 
riel biologique humain. Nous avons ainsi mis au point des 
protocoles exper imentaux  permet tant  d ' in te r roger  les 
mecanismes d'interaction entre les epididymosomes et les 
spermatozofdes epididymaires. 

Des analyses electrophoretiques bidimensionnelles ont ete 
effectuees sur les proteines provenant de liquide epididy- 
maire. Celles-ci revelent que la composition en proteines 
des epid idymosomes differe grandement des proteines 
solubles presentes dans le l iquide epididymaire & partir 
duquel les epididymosomes ont 6te prepares. Une analyse 
comparat ive de ces profils demontre que les proteines 
associees aux epididymosomes contribuent peu a I'ensem- 
ble des proteines presentes dans le liquide epididymaire 
intraluminal. Ces differences permettent une analyse pro- 
teomique afin de mettre en lumiere les particularites des 
epididymosomes et d'emettre des hypotheses concernant 
le r(31e de ces microvesicules membranaires dans la matu- 
ration post-testiculaire des spermatozo'(des [21, 22]. 

En utilisant une approche plus mecanistique, nous avons 
biotinyle les proteines exposees a la surface d'epididymo- 
somes purifies afin d'etudier le mecanisme de transfert 
proteique vers les spermatozofdes. Nous avons etabli les 
conditions in vitro de transfert proteique de I'epididymoso- 
me vers le spermatozofde. Ainsi, des epididymosomes pre- 
pares a partir du liquide intraluminal de la queue epididy- 
maire sont caracterises par un profil de proteines biotiny- 
lees complexe. L'association de ces proteines aux epididy- 
mosomes est tres forte ; elle resiste a un traitement au Tri- 
ton X l 0 0  & 0,1%. Suite a une incubation avec des sperma- 
tozo'fdes de la tete epididymaire, seules quelques-unes de 
ces proteines associees aux epididymosomes sont transfe- 
rees aux spermatozoTdes [23]. Ces proteines peuvent etre 
Iocalisees sur les spermatozofdes en les revelant avec une 
avidine couplee a une peroxydase: I'avidine montre une 
tres haute affinite pour la biotine. Or, les proteines transfe- 
rees ne sont pas distribuees de fa()on uniforme & la surface 
du spermatozo'fde et cette Iocalisation peut varier d'une 
cellule a I'autre. Cette variabilite d'une cellule & I'autre retie- 
te I 'heterogeneite des spermatozofdes epididymaires. La 
region de I'acrosome et de la piece intermediaire du flagel- 
le sont les sites privilegies du transfert des proteines pro- 
venant des epid idymosomes [23]. L'analyse densi tome- 
trique de "Western blots" des proteines transferees sur les 
spermatozofdes permet de quantifier les proteines transfe- 
rees des epididymosomes a un nombre predetermine de 
spermatozo'i'des [21 ]. 

Le t ransfert  des proteines des ep id idymosomes de la 
queue epididymaire vers les spermatozo'i'des de la tete est 
sensible a la temperature, i.e. qu'il est plus efficace a 37~ 
qu'a des temperatures inferieures. Ceci laisse presumer 
que la fluidite membranaire des epididymosomes ou des 
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spermatozoTdes pourrait  ~tre un facteur d6terminant  de 
I'efficacite du transfert. Ce transfert est saturable avec le 
temps, atteignant un plateau a environ 150 minutes de co- 
incubation. Ce transfert prot6ique n'est donc pas un simple 
phenomene d'attachement non sp~cifique a la surface des 
spermatozofdes. Le transfert proteique des epididymoso- 
mes vers les spermatozofdes est 6galement sensible au 
pH du milieu de co-incubation. Des co-incubations effec- 
tu6es a des pH var iant entre 5,5 et 8,0 montrent que le 
transfert proteique est optimal ~ pH 6,0-6,5. II est int~res- 
sant de noter que ce pH correspond au pH intraluminal de 
I'epididyme [12, 36]. 

Un autre facteur d~terminant du transfert  prot~ique des 
~pididymosomes vers le spermatozo'(de est la presence du 
Zinc dans le milieu de co-incubation. En comparaison d'un 
milieu ne contenant pas de cation divalent, la presence de 
zinc favorise grandement la quantit~ de prot6ine transferee 
sur le spermatozofde. Cet effet peut 6tre annule par I'ajout 
de ch~lateur de cations divalents tel EDTA. N i l e  calcium et 
n i l e  magnesium n'ont cet effet benefique sur le transfert 
prot~ique. Consid~rant que I '~pididyme est un tissu tres 
riche en zinc [27], cette observation laisse croire que ce 
cation divalent joue un r61e important dans la maturation 
des spermatozoTdes Iors du transit ~pididymaire [13]. II est 
~1 noter ega lement  que les prostasomes,  les exosomes 
provenant  des s~cr6t ions prostat iques, sent ~galement  
riches en zinc. La pr(~sence de zinc dans les epididymoso- 
mes reste par centre (i s d~termini~e [43]. 

V. C O N C L U S I O N  

Le transfert de prot(Hnes associ6es aux dpididymoso- 
mes vers les spermatozo'fdes impliqud dans le proces- 
sus de maturation post-testiculaire du gamete m&le est 
un ph~nom~ne hautement r(~gul(~. L'interaction entre 
ces v~sicules secr&t(~es de fa()on apocrine par I'~pith(~- 
lium (~pididymaire et le spermatozo'fde est probable- 
merit un ~ldment cle dans I 'acquisit ion du pouvoir 
f~condant du gamete m&le Iors de son passage dans le 
tractus reproducteur m&le, 
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ABSTRACT 

the functions of other proteins secreted in an apocrine 
manner by the various glands of the male reproductive 
tract. 
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Apocrine secretion in accessory sex glands 

Robert SULLIVAN, Gilles FRENETTE, Christine LEGARE 

A l though  di f ferent iated spermatozoa are incapable of 
transcriptional or translational activity, the macromolecu- 
le composit ion of their surface undergoes major changes 
dur ing passage in the male reproduct ive  tract. These 
changes are due to sequential, well orchestrated interac= 
tions between male reproductive tract secretions and the 
spermatozoan, particularly as it travels along the epididy- 
mis. Some of the sperm proteins acquired during matura- 
tion along the excurrent duct behave as integral membra- 
ne proteins. In fact, some epididymis-derived proteins are 
g l ycosy l  phospha t i dy l i nos i t o l  (GPI) anchored  to the 
sperm plasma membrane, which raises the question of 
the mechanisms by which these proteins are secreted by 
the ep~didymal epithelium. 

Our laboratory has identified a family of proteins added to 
the sperm surface during epididymal transit. These pro- 
te ins  are GPI anchored and the deduced  amino acid 
sequences revealed the absence of a signal peptide in the 
N-terminal sequence of these proteins. These f indings 
suggest  that these proteins are secreted in an apocrine 
manner by the epididymal epithelium. Apocrine secretion 
involves f o rma t i on  of a cytoplasmic b leb in the apical 
region of the epithelial cells that is released into the intra- 
luminal compartment. These blebs disintegrate and relea- 
se small membranous vesicles generically called exoso- 
rues or epididymosomes when secreted by the epididy- 
mis. These vesicles are rich in sphingomyel in  and are 
character ized by a high cholestero l lphosphol ip id ratio. 
Exosomes have also been reported to be secreted by the 
prostate, epididymis, and vas deferens. 

Many proteins are associated with epididymosomes, and 
some of them are selectively transferred to spermatozoa 
dur ing epididymal transit. We have ident i f ied some of 
these proteins by a proteomic approach,  including an 
a ldose reductase and a sorb i to l  dehydrogenase,  two 
enzymes involved in the polyol pathway. Another protein 
associated with epid idymosomes that is transferred to 
spermatozoa is a cytokine called "Macrophage migration 
Inhibitory Factor". During epididymal maturation, this pro- 
tein is associated with the outer dense fibers of the sperm 
flagellum and modulates the formation of disulfide bonds. 
It is hypothesized that both the polyol pathway and apo- 
crine secretion of MIF by the epididymal epithelium modu- 
late sperm motil ity during transit along the male repro- 
duct ive tract. Further research is needed to understand 
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