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Bien qu'on admette gen6ralement qu'au cours de I'evolu- 
tion des vert6br~s les testicules ont recrute des conduits 
renaux pour assurer la fonction reproductrice, la compre- 
hension de I'importance biologique de cette adaptation 
reste limitee. Dans le contexte de revolution de 1'6pididyme 
des mammiferes, cette presentation fournit des evidences 
qu'un des r61es importants de I'epididyme est d'augmenter 
la chance d'un m&le de realiser la fecondation dans un sys- 
teme concurrentiel. 

Un exemple unique de cooperation de sperme apparaTt 
chez les monotr~mes ; il est employe comme illustration du 
fait que I'epididyme produit des proteines de competition de 
spermatozoides qui servent a fa(~onner des <~ paquets >> 
de spermatozoides dont la motilite progressive est plus de 
deux fois celle du spermatozoi'de individuel. Le relarguage 
des spermatozoides de ces {{ paquets >> necessite 3h d'in- 
cubation in vitro dans des conditions de capacitation. Les 
monotremes fournissent un exemple de capacitation qui est 
tout & fait different de la capacitation chez les mammiferes 
superieurs et eclairent d'un jour nouveau le r61e de la capa- 
citation chez les mammiferes. 

Le r61e de la competition entre spermatozoTdes comme 
determinant dans I'evolution du testicule et I'epididyme 
chez les mammiferes eutheriens est discute. 
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Les d6fensines sont des prot6ines antimicrobiennes catio- 
niques definies par la presence de 6 residus cysteine. 
L'arrangement particulier de ces cysteines est une differen- 
ce fondamentale entre les defensines alpha et beta. Les 
genes des I~-defensines se sont dupliques & plusieurs repri- 
ses au cours de I'evolution pour former des groupes para- 
Iogues dans 5 regions chromosomiques (chez I'homme 6p, 
2 sites sur 8p, 20p et 20q). Malgre la haute similitude de ces 
<< clusters >> synteniques chez les rongeurs et les primates, 
des genes de 13-defensines specifiques d'especes sont 
apparus. Les fonctions des defensines ne sont pas limitees 

la fonction la mieux connue dans I'immunite innee, mais 
incluent aussi des rSles clefs dans la fertilite et le recrute- 
ment de I'immunite adaptative. Nos etudes recentes sur les 
partenaires des defensines suggerent d'autres activites 
importantes pour ces proteines. 

Nos etudes sur les defensines epididymaires et I'antigene 
associe au sperme (SPAG11), une proteine apparentee aux 
6-defensines, ont demontre une activite antibacterienne 
puissante contre E. Coil. Par ailleurs SPAG11A tue 
Niessera gonorrhoeae, Staphylococcus aureus et 
Enterococcus faecalis. Le mecanisme de mise a mort bac- 
terienne implique la rupture de la membrane exterieure 
mesurable 30 secondes apres le melange de E. coil avec 
des proteines recombinantes. La rupture de la membrane 
interieure survient dans les 2 minutes. La microscopie 
electronique a revele que ces ruptures membranaires s'e- 
tendent de petites cloques superficielles a de grandes 
saillies, conduisent a la perte du contenu cellulaire e ta  1'6- 
croulement general de la cellule. L'incubation d'E. Coil avec 
une concentration sub-I~tale de defensines conduit a des 
desordres dans la synthese d'ARN, d'ADN et des proteines. 
Chaque defensine et chaque isoforme de SPAG11 produi- 
sent un profil unique d'effets sur des bacteries refletant des 
differences structurelles surgissant dans le contexte dyna- 
mique de co-evolution h6te-pathogene. 
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Chez I'homme, il existe au moins 25 genes codant pour des 
defensines, dont 21 sont principalement exprimes dans le 
tractus genital m&le. Beaucoup de ces defensines du trac- 
tus genital male ont de Iongues portions C-terminales, cer- 
taines de plus de 100 acides amines. Ces extensions ont 
des caracteristiques uniques comme I'abondance d'acides 
amines acides dans DEFB118 et I'abondance de residus 
serine et threonine qui sont des sites potentiels de O-glyco- 
sylation dans DEFB126 (Yudin et al., 2003). Les analyses 
de ces sequences de defensines au cours de I'evolution 
revelent qu'elles sont apparues ~ la suite de processus de 
selection positive. Ceci suggere I'evolution de nouvelles 
fonctions en plus de la fonction hereditaire de defense de 
I'hSte. La preuve biologique de ces tendances apparaft 
dans DEFB118, une proteine antibacterienne situee sur le 
spermatozoide dont la fonction dans la fertilite est probable, 
et dans DEFB126, aussi trouvee sur le spermatozo'ide, et 
impliquee dans la capacitation (Tollner et al., 2004; Yudin 
et al., 2005). Semblable aux defensines, la proteine 
SPAG11E (Binlb) promeut la mobilite progressive du sper- 
matozoide de la tete de I'epididyme par un mecanisme 
impliquant I'assimilation du calcium (Zhou et al., 2004). 

Cette decouverte nous a incite ~ examiner le r61e d'isofor- 
mes de la proteine SPAG11 de souris dans la fertilit& Nous 
avons decouvert que les proteines SPAG11E et SPAG11T 
murines stimulent la mobilite des spermatozoTdes de la tete 
de I'epididyme, et que des anticorps anti-SPAG11E et T 
inhibent la fixation des spermatozo'ides a la zone pellucide 
de I'ovule. 

Ces travaux sent finances par CONRAD, la fondation 
Andrew W. Mellon, le NIH et le Fogarty International Center. 
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Quand une tete spermatique est plate et fermement fixee & 
un support, la microscopie de force atomique (AFM) don- 
nera les images claires de la structure de la surface du 

spermatozofde avec une definition sous le nanometre. Pour 
determiner des changements morphologiques de la structu- 
re de surface du spermatozofde au cours de la maturation 
epididymaire, nous avons utilise I'AFM pour examiner des 
spermatozofdes immatures et matures chez le hamster et la 
souris. 

Nous avons examine des spermatozo'ides preleves au 
niveau du segment initial de la tete epididymaire (caput) et 
distal de la queue epididymaire (cauda) du hamster et des 
spermatozo'fdes des segments I-V de la tete d'epididyme de 
souris. Les spermatozoides ont ete dilues avec une solution 
{{ Tyrode >> modifiee et laves 3 fois par centrifugation & 240 
g pendant 8 min. Les spermatozoides ont ensuite ete fixes 
avec 2% glutaraldehyde dans un tampon 0,1 M cacodylate 
pendant 1 h. Une aliquote de suspension de sperme a ere 
placee sur une lame de verre recouverte d'une solution 
adhesive. Les spermatozoides faiblement adherents ont 
ete elimines par lavage dans de reau demineralisee. Les 
lames de verre ont ensuite ere deshydratees dans des dilu- 
tions seriees de bains d'alcool d'ethyle, puis immergees 
dans une solution de 3-methylbutyl acetate pendant 15 
minutes avant d'etre sechees. Les echantillons ont ete alors 
observes par AFM (Sll). 

L'AFM de force dynamique a ete utilisee dans cette etude et 
a permis d'obtenir des images en mode << hauteur >>, ~ 
amplitude >> et {< phase >>, lesquelles donnent respective- 
ment des informations quant & la topographie de I'echan- 
tillon en termes de hauteurs et de contours. En combinant 
ces images, les tetes spermatiques ont ete montrees recou- 
vertes de particules proteiques. Les tetes spermatiques 
sont classiquement divisees en domaines : capuchon acro- 
somal, segment equatorial et region post-acrosomique. Les 
caracteristiques de surface du capuchon acrosomal ont ete 
trouvees quasiment identiques a celles du segment equa- 
torial mais differentes de la region post-acrosomique. 

Chez le hamster, le segment equatorial apparaft lisse (pre- 
sence de particules d'un diametre de 30 nm environ) pour 
des spermatozoides preleves au niveau du segment initial 
de I'epididyme. Au contraire, il apparaft rugueux sur des 
spermatozofdes preleves au niveau de la queue de I'epidi- 
dyme (presence de particules d'un diametre moyen de 40 
60 nm). La region post-acrosomique est heterogene pour 
des spermatozo'fdes immatures (caput) alors qu'elle est 
lisse (particules de 40 nm de diametre ennviron) pour des 
spermatozoides matures (cauda). 

Chez la souris, le segment equatorial des spermatozofdes 
a ete trouve rugueux dans le segment initial (segment 1) 
avec des particules de 20 ~ 60 nm de diametre. Dans les 
segments 2 et 3 de la tete epididymaire, 2 types (types 1 et 
2) de spermatozoTdes sont rencontres. Dans le type 1, le 
segment equatorial est recouvert de particules de 60 ~ 80 
nm de diametre, alors que dans le type 2, il est recouvert de 
particules de 40 ~ 60 nm de diametre dont certaines sont 
associees en courtes chafnes. Dans le segment 4 de la tete 
de I'epididyme, le segment equatorial est aussi recouvert de 
particules de meme nature (40 a 60 nm de diametre) ; 
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cependant, les particules larges sont moins abondantes 
que dans les segments plus proximaux. Enfin dans le seg- 
ment 5 de la tete de I'epididyme murin, la region du seg- 
ment equatorial des spermatozoi'des a ete trouvee lisse 
(presence de particules de 20 nm de diametre). D'autres 
differences ont ete trouvees au niveau de la region post- 
acrosomique. 

Chez le hamster et la souris, sur un meme spermatozoide 
les particules & la surface different par leur taille entre le 
segment equatorial et la region post-acrosomique. Elles dif- 
ferent aussi au niveau du segment equatorial entre sper- 
matozoTdes immatures (caput) et matures (cauda). Le seg- 
ment equatorial est connu pour fusionner avec la membra- 
ne plasmique de I'ovule durant la fecondation. 

Les images obtenues par AFM dans cette etude fournissent 
des evidences morphologiques que les particules pro- 
teiques attachees (ou se detachant) de la surface du seg- 
ment equatorial sont importantes dans I'acquisition du pou- 
voir fecondant du gamete. 

PRESENTATION 4 

ORGANISATION SUPRAMOLECULAIRE DE LA 
MEMBRANE PLASMIQUE DES SPERMATOZOIDES 
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Les spermatozoides de mammiferes sont exposes & des 
environnements liquides continuellement changeants apres 
avoir quitte le testicule jusqu'a ce qu'ils atteignent le site de 
fecondation dans I'oviducte. Chaque {{ environnement >> 
contient un spectre d'agonistes auquel les spermatozoides 
peuvent ou ne peuvent pas repondre selon leur niveau de 
competence. Les spermatozofdes rencontrent aussi physi- 
quement des types cellulaires differents, de I'epithelium epi- 
didymaire en passant par I'epithelium vaginal, uterin, de la 
jonction utero-tubaire, de I'oviducte et du cumulus oophorus 
entourant I'ovule. Le caractere sequentiel de ces evene- 
ments de rencontres peut ~tre vu comme une hierarchie 
dans des processus de signalisation qui assurent seule- 
ment que des spermatozofdes entierement {{ competents 
>> atteignent I'oeuf. 

Le plus important, dans ces dialogues, est la membrane 
cellulaire du spermatozoTde qui, conformement & toutes les 
cellules differenciees, est Iourdement compartimentee, 
signifiant que des composants specifiques sont limites 

certains domaines. A titre d'exemple :les canaux calciques 
CatSper (Ca2 +) sont limites au flagelle et sont impliques 
darts la mobilit& Cependant, ces compartiments de mem- 
brane ne sont pas statiques dans leur composition, mais 
sont soumis a une variete de reorganisations pendant la 
maturation epididymaire et la capacitation. Les exemples 
connus de tels processus de reorganisation sont : le cliva- 
ge endoproteolytique et le repositionnement de compo- 
sants specifiques dans differentes regions de la cellule, fie- 
quemment & I'encontre de grands gradients de concentra- 
tion et & travers des frontieres de compartimentation. 

Afin d'examiner la structure supramoleculaire de la mem- 
brane cellulaire du spermatozofde a differentes etapes du 
developpement, nous avons applique une gamme de tech- 
niques de microscopie quantitatives a haute resolution pour 
examiner la dynamique des lipides et la diffusion de protei- 
nes dans le spermatozofde vivant (chez le verrat, le belier 
et le taureau). Les methodes utilisees incluent la microsco- 
pie de force atomique (AFM), la microscopie de conductan- 
ce d'ion (SICM), le retablissement de fluorescence apres 
photoblanchissement (FRAP), la perte de fluorescence 
associee au photoblanchissement (FLIP), I'imagerie fluo- 
rescente en particule simple (SPFI) et le <~ simple molecu- 
le tracking >> (SMT). 

L'AFM a revele des differences significatives dans la topo- 
graphie de la membrane spermatique entre I'acrosome et la 
region post-acrosomique e ta  identifie une nouvelle region 
dans le segment equatorial, designee : le sous-segment 
(EqSS). L'EqSS apparaft pendant la maturation epididymai- 
re et est enrichi entres autres en proteine Hsp70 et en pro- 
teines constitutivement phosphorylees. Les analyses FRAP 
utilisant un {{ rapporteur >> lipidique ont demontre des diffe- 
rences significatives entre la tete spermatique et les domai- 
nes flagellaires qui ont change pendant la maturation epidi- 
dymaire, mais etaient relativement insensibles & la peroxi- 
dation lipidique due aux radicaux libres oxygenes. 
Combinees, les analyses en FLIP et en SPFI ont suggere la 
presence d'un {{ filtre >> moleculaire plutet qu'une barri~re 
de diffusion absolue entre I'acrosome et les domaines post- 
acrosomiques. Cela a ete verifie par les analyses en SMT 
dans lesquelles I'utilisation de lectines flurorescentes (WGA 
fluorescent lectins) permettent d'etiqueter et de suivre & la 
trace la diffusion de glycoproteines individuelles. La diffu- 
sion dans I'acrosome et les domaines post-acrosomiques 
etait essentiellement aleatoire, mais il y avait une difference 
d'un facteur 7 dans les coefficients de diffusion observes 
entre ces deux domaines. 

Le cholesterol dont la distribution a un effet profond sur la 
formation et la composition de radeaux lipidiques (rafts), 
servant & I'exclusion ou au recrutement de molecules de 
signalisation, a ere particulierement regard& Dans les sper- 
matozoTdes, une reduction du cholesterol de membrane 
induit des phosphorylations qui correlent avec les change- 
ments de la capacitation. Les gouttelettes cytoplasmiques 
sont riches en cholesterol et ensemble avec les {{ choles- 
terol-binding proteins >> secretees par I'epididyme peuvent 
representer un mecanisme pour reguler I'assemblage/de- 
assemblage de complexes de signaux dans la membrane 
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cellulaire des gametes. Par la suite, cela pourrait gouverner 
la fas dont les spermatozoides sont capables de repond- 
re ~ leur environnement et in fine au tractus genital femelle. 

Ce travail est finance par le BBSRC (UK) 
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Un des buts a long terme de I'equipe que j'anime est de 
comprendre le contrSle de la motilite des spermatozoides et 
la fertilite, des proprietes acquises pendant la maturation 
epididymaire des spermatozoides. Ces deux aspects impli- 
quent des processus de phosphorylation de proteines. 
L'etat de phosphorylation des proteines est un equilibre 
entre les actions mediees par les proteines kinases et les 
phosphatases. Nos travaux recents ont mis en lumiere une 
phosphatase impliquee dans la regulation de la motilite des 
spermatozoides. Des spermatozoTdes immobiles preleves 
dans la tete de I'epididyme ont une activite phosphatase 
plus elevee que des spermatozoides matures preleves 
dans la queue de I'epididyme. De la meme fa(~on, I'inhibition 
de I'activite proteine phosphatase permet I'initiation et la sti- 
mulation de la motilite. Une reduction de I'activite cataly- 
tique proteine phosphatase, un evenement important qui 
survient durant le trajet epididymaire des gametes, deplace 
I'equilibre vers la phosphorylation des proteines et ainsi 
I'acquisition de la motilite. 

Quatre isoformes de proteine phosphatases ont ete decri- 
tes chez les mammiferes : PP1 alpha, PP1 beta, PP1 
gamma1 et PP1 gamma2. Les isoformes PP1 gamma1 et 
PP1 gamma2 derivent par epissage alternatif d'un trans- 
cript unique provenant de I'expression d'un gene simple 
copie. PP1 gamma2 possede une extension C-terminale 
caracteristique de 21 residus acides amines. Elle est majo- 
ritaire dans le testicule et apparaft comme la seule 
phosphatase des spermatozoides de mammiferes. Les 
spermatozoides d'autres especes (invertebres et vertebres 
inferieurs : oiseaux et amphibiens) possedent soit PP1 
gamma 1 ou PP1 alpha mais n'ont pas PP1 gamma2. 

Une des cles pour comprendre le contrSle de la motilite des 
spermatozoides passe par I'analyse de la regulation de 
PP2 gamma2. Via des analyses de chromatographie et I'im- 
muno-precipitation, nous avons identifie un jeu unique de 
proteines PP1 gamma2 dans les spermatozoTdes. Bien que 
I'on sache que I'AMPc regule la fonction des spermatozoi- 
des, 6tonnamment, le spermatozoide ne contient pas I'inhi- 
biteur de PP1 : la proteine kinase A-regul6 PP1 inhibiteur- 
1 (11). Le spermatozoide contient par contre la proteine 
sds22 et I'inhibiteur-2 et-3 (12 et 13). Ppplr11/Tctex5 code 
pour I'inhibiteur resistant a la chaleur 13 de PPI. Le gene 
Ppplr11 est Iocalise sur le chromosome 17 au complexe t, 
un locus polymorphe du tiers proximal du chromosome 17. 
Plusieurs haplotypes de cette region t sont connues. Elles 
portent des alleles de genes impliques dans les fonctions 
spermatiques. L'inhibition de PP1 gamma2 par ces inhibi- 
teurs, dont on pense qu'elle est regulee via des phosphory- 
lations reversibles, apparaTt impliquee dans I'initiation de la 
motilite au cous de la maturation epididymaire des gametes 
ainsi qu'au moment de I'hyperactivation qui accompagne la 
fecondation. 

Dans le testicule I'expression de PP1 gamma2 est limitee 
aux spermatocytes et aux spermatides. Les autres isofor- 
mes, PP1 gamma1 et PP1 alpha, sont presentes respecti- 
vement dans les cellules interstitielles et les spermatago- 
nies. L'invalidation ciblee du gene PP1 alpha conduit & la 
sterilite masculine. Le testicule des souris mutantes a mani- 
festement une production de spermatozoides reduite. 

De fa(~on etonnante, les spermatozoTdes des souris KO 
pour PP1 gamma2 sont malformes et presentent des ano- 
malies dans I'assemblage des mitochondries au niveau de 
la piece intermediaire. Leur flagelle contient aussi des nom- 
bres anormaux d'ODF (outer dense fibers = fibres denses 
externes). Ces observations suggerent que, en plus du 
contrSle de la motilite, I'isoforme de PP1 gamma2 pourrait 
etre impliquee dans le developpement des structures fla- 
gellaires des gametes m&les. En resume, via des appro- 
ches genetiques et biochimiques nos etudes suggerent un 
rSle unique pour I'isoforme PP1 gamma2 dans la morpho- 
genese et la fonction des spermatozoides. 

Etude financee par le NIH (subvention R01 HD38520). 
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PRESENTATION 6 

LES EPIDIDYMOSOMES SONT IMPLIQUES DANS 
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GILLES FRENETTE 
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Departement d'Obstetrique-Gyn6cologie, Universite Laval, 
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tes densites revelent que certaines proteines co-localisent 
avec ces domaines ~ rafts >~ alors que d'autres en sont 
exclues. Des experiences de co-incubations ont demontre 
que durant le trajet epididymaire les proteines sequestrees 
dans les << rafts >> des epididymosomes sont selectivement 
transferees vers des domaines {~ rafts >> des spermatozof- 
des. A contrario, ies proteines exclues des domaines {{ 
rafts >> des epididymosmes sont transferees vers des 
domaines {< non-raft >> des membranes spermatiques. 

Ensemble, ces resultats montrent que les epididymosomes 
sont responsables de I'acquisition de nouvelles proteines 
sur le gamete m~le et qu'ils regulent la compartimentation 
de ces proteines. 

Etudes financees par 'Canadian Institutes for Health 
Research et ~ Natural Science and Engineering Research 
Council of Canada ~. 

Au cours de leur transit le long de I'epididyme, les sperma- 
tozo'fdes acquierent de nouvelles proteines qui sont classi- 
quement designees comme des proteines de revetement. 
Des decouvertes plus recentes ont montre que certaines 
proteines nouvellement acquises se comportent comme 
des proteines integrales de membrane quand elles sont 
soumises & differents traitements d'extraction, tandis que 
d'autres sont int6grees aux structures intracellulaires des 
spermatozo'fdes. 

Nous avons recemment propose que des petites vesicules 
membraneuses presentent dans le compartiment luminal 
de I'epididyme etaient impliquees dans le transfert de pro- 
teines epididymaires dans differents compartiments subcel- 
lulaires du spermatozofde. Ces vesicules de 50-500 nm de 
diametre s6cretees de fa?on apocrine ont 6te nommees 
"epididymosomes". Nous avons compare chez le bovin les 
epididymosomes de tete d'epididyme avec ceux collectes 
dans la queue de I'epididyme. Deux electrophoreses bidi- 
mensionnelles ont r6vele des differences majeures de la 
composition des proteines d'epididymosomes isolees de 
chacune de ces regions. Des analyses spectrophotome- 
triques (LC-QToF), des spots majeurs ainsi que des analy- 
ses en western blot ont confirme les differences des protei- 
nes associees & ces deux populations d'epididymosomes. 
La biotinylation des proteines associees & ces fractions d'e- 
pididymosomes a aussi mis en evidence des differences. 
Quand ils sont incubes avec des spermatozofdes de tete 
d'epididyme, les epididymosomes prepares de ces deux 
segments transferent des profils de proteines differents. 

La composition des epididymosomes a ete etudiee de fas 
& comprendre comment ces vesicules transferent des pro- 
teines aux spermatozoYdes. Ces vesicules sont riches en 
cholesterol et, soumises ~l une centrifugation sur gradient 
de sucrose apres extraction avec des detergents anio- 
niques, elles sont caracteris6es par une densite correspon- 
dant aux lipides rencontres dans les <{ rafts >~ membranai- 
res. Des analyses en western blot de fractions de differen- 

PRESENTATION 7 

NOUVEAUX DEVELOPPEMENTS CONCERNANT LA 

REGULATION DE L'ATPase VACUOLAIRE (H+-ATPase 
=V-ATPase) DANS LES CELLULES CLAIRES 

DE L'EPIDIDYME 

SYLVIE BRETON 

Program in Membrane Biology, Massachusetts General 
Hospital, Harvard Medical School, Boston, MA, USA 

Les spermatozo'i'des acquierent leur capacite & devenir 
mobiles et a fertiliser un oeuf dans I'epididyme. Une carac- 
teristique critique du liquide luminal de cet organe est qu'il 
est maintenu acide. Le pH bas et la concentration en bicar- 
bonate aident & garder les spermatozofdes dans un etat 
immobile pendant leur maturation et au cours de leur perio- 
de de stockage. 

Notre laboratoire a montre que les cellules claires de I'epi- 
didyme et du canal deferent proximal sont des acteurs 
importants de cette acidification luminale. Ces cellules 
expriment a un niveau eleve I'enzyme transporteuse de 
protons, la V-ATPase, dans leurs vesicules sub-apicales et 
dans la membrane apicale. La V-ATPase est un acteur clef 
dans I'acidification d'organelles intraceilulaires dans tous 
les types cellulaires, mais dans quelques cellules speciali- 
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sees, comme les cellules etroites et claires, elle participe 
aussi a la regulation du pH extracellulaire. Dans ces cellu- 
les, une augmentation de la secretion de protons correle 
avec une augmentation de I'expression superficielle de I'en- 
zyme accompagnee d'une remarquable extension des 
microvillosites apicales. Nous avons montre que ce proces- 
sus est module par le pH luminal et le bicarbonate, via des 
changements d'activite de I'adenylate cyclase (sAC), une 
enzyme qui est directement activee par les ions bicarbona- 
te. Ces resultats foumissent un itineraire potentiel par 
lequel I'AMPc peut etre eleve dans la cellule sans la partici- 
pation de neurotransmetteurs ou des hormones, et ils ont 
mis & jour un mecanisme de reaction sensible par lequel 
des cellules epitheliales peuvent repondre aux variations 
dans I'equilibre acide/base de leur compartiment luminal. 

Notre travail actuel est axe sur la caracterisation des meca- 
nismes mol~culaires ~tant & la base de la regulation de la 
V-ATPase. Nos donnees recentes montrent que le cGMP 
peut se substituer au cAMP dans I'induction de la V-ATPase 
apicale et dans la secretion V-ATPase-dependante de 
proton, et que I'activation par I'angiotensine II (probable- 
ment via des r~cepteurs AT2) peut participer a cette repon- 
se. Nous avons aussi montre que la remodelisation dyna- 
mique de I'actine du cytosquelette est une 6tape clef de 
cette regulation de I'exocytose et de I'endocytose des vesi- 
cules contenant la V-ATPase au niveau de la membrane 
apicate. Nous avons propose que la proteine coupant I'acti- 
ne, la gelsoline, qui est fortement exprimee dans des cellu- 
les claires, facilite I'accumulation apicale de la V-ATPase en 
maintenant I'actine cytosquelettique dans un etat depoly- 
merise. Nos donnees recentes montrant la contribution de 
RhoA, une petite GTPase qui participe & I'organisation des 
filaments d'actine, ont confirme le rSle important de I'actine 
cytosquelettique dans le reglement de la Iocalisation sub- 
cellulaire de la V-ATPase. 

Finalement, nous avons examine la contribution des diffe- 
rentes sous-unites de la V-ATPase dans la capacite d'acidi- 
fication de I'epididyme. La V-ATPase est composee de plu- 
sieurs sous-unit~s et certaines de ces sous-unites ont plus 
qu'une isoforme. La sous-unite B a deux isoformes : B1 
(ATP6V1B1) et B2 (ATP6V1B2). Nous avons montre que 
tandis que B1 est principalement Iocalisee dans la mem- 
brane apicale des cellules claires oQ elle participe & la 
secretion apical de proton, B2 est essentiellement Iocalisee 
dans les compartiments intracellulaires. Alors que les hom- 
mes presentant des mutations dans leur sous-unite B1 
montrent une acidification deterioree dans les cellules inter- 
calees renales, qui sont similaires aux cellules claires, les 
souris Bl-deficientes ont une fonction renale acide/base 
relativement normale et sont fertiles. Ces resultats ont indi- 
que que la fonction de la V-ATPase associee & la membra- 
ne a ete maintenue malgre I'absence de la sous-unite BI. 
Nos donnees recentes ont montre une redistribution signifi- 
cative de la sous-unit# B2 des vesicules sub-apicales vers 
la membrane apicale des cellules claires dans I'epididyme 
des souris nulles pour la sous unite BI. De plus, des acidi- 
tes normales ont ete mesurees dans I'epididyme de souris 
Bl-nulles comparees aux souris de type sauvage. Ainsi, la 

delocalisation de la sous-unite B2 semble fournir un meca- 
nisme de compensation qui pallie I'absence de B1 et aide & 
maintenir le pH luminal de I'epididyme dans une gamme 
acide compatible avec la fertilite. 

Ce travail a 6te soutenu par I'lnstitut National Am#ricain de 
Sant6 (N/H). HD40793 et DK-38452. 

PRESENTATION 8 

COMPRENDRE LA BARRIERE 
HEMATO-EPIDIDYMAIRE: DES ANIMAUX A L'HOMME 

DANIEL G. CYR 

INRS-lnstitut Armand-Frappier, Universite du Quebec, 245 
Hymus Bvd. Pointe-Claire, QC, H9R 1G6. Canada 

Les jonctions serrees sont des structures essentielles pour 
la physiologie de I'epithelium epididymaire. Elles servent 
plusieurs fonctions, y compris un rSle "de barriere" entre les 
cellules et I'espace inter-cellulaire, aussi bien qu'une fron- 
tiere entre les membranes cellulaires apicales et basolate- 
rales, qui produisent et maintiennent la polarite cellulaire. 
Ces deux fonctions de barriere des jonctions serrees per- 
mettent I'etablissement d'un environnement tres specifique. 

Dans I'epididyme, des jonctions serrees entre les cellules 
principales epitheliales sont responsables de la formation 
de la barriere de hemato-epididymaire. Cette barriere cree 
un environnement luminal specifique qui est necessaire 
pour la maturation des spermatozoides et les protege du 
systeme immunitaire. La majorite des connaissances que 
I'on a de la formation de cette barriere hemato-epididymai- 
re vient des modeles animaux de rongeurs. 

Chez le rat, nous avons montre que les jonctions serrees de 
I'epithelium epididymaire sont constituees de proteines 
trans-membranaires telles que I'occludine et un grand nom- 
bre de << claudins >> (CLDNS). L'assemblage de ces jonc- 
tions serrees implique la formation de jonctions adherentes 
et I'association des proteines des jonctions serrees, comme 
la proteine zona-occludens-1 (TJP-1), avec la proteine des 
jonctions adherentes, la beta-catenine. Cette association 
semble importante pour la Iocalisation des proteines des 
jonctions serrees a la region apicale de I'epithelium epidi- 
dymaire. Les hormones, y compris les androgenes et les 
hormones thyroTdiennes, regulent I'expression des protei- 
nes des jonctions serrees et, de meme, regulent la Iocali- 
sation de ces proteines (comme par exemple CLDN-1) 
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dans le segment initial de I'epididyme de rat. Des facteurs 
de transcription, tels que SP1 et SP3, aussi regulent I'ex- 
pression epididymaire de CLDN-1 et sont necessaires pour 
I'activite basale du promoteur du g6ne codant la CLDN-1 
dans les cellules principales de rat. 

Tandis que le module de rongeur a fourni et continue ~ four- 
nir, des informations essentielles sur le contrSle de la bar- 
riere h~mato-~pididymaire, nous avons des informations 
relativement limit~es sur cette barri~re chez I'homme pour 
valider le module rongeur et ~valuer le rSle de cette barriO- 
re dans I'infertilite humaine. Des ~ microarrays ~ ont ~te 
hybrides avec des pools d'ARNms isol6s d'~pididymes de 
patients fertiles (de 29-50 ans) ayant subi une orchidecto- 
mie dans le cas de cancer testiculaire Iocalis~ (limit~ a la 
tunica albuginea du testicule), et subdivises dans les trois 
segments (caput, corpus et cauda epi~dymidis). Les arrays 
contiennent 20 174 g~nes, lesquels ont ete utilises pour 
comparer I'expression des g~nes dans chacun des trois 
segments de I'epididyme. 

Les genes trouves exprim~s dans I'epididyme humain 
codent pour des proteines d'adherence, comme les cadhe- 
rines et les catenines. Les proteines des jonctions serr~es 
TJP-1, -2 et -3 ont aussi ete trouvees exprimees dans les 
trois segments de I'~pididyme. Plusieurs claudins (CLDN1 
CLDN-19 et CLDN-23) ont aussi et~ detectees. La plupart, 
except~es CLDN-8 et CLDN-10, ont et~ trouvees expri- 
m~es a des niveaux comparables dans les trois r~gions de 
I'epididyme humain. Des analyses immunocytochimiques 
de ces claudins ont revel~ qu'elles participent a la barriere 
h~mato-epididymaire. La comparaison d'expression des 
g~nes dans la t~te de I'epididyme d'hommes fertiles et de 
patients azoospermiques suggere que les niveaux d'ex- 
pression des proteines de jonction ne sont pas affect~s 
chez les patients infertiles pr~sentant des obstructions. 
Cependant, la Iocalisation de certaines proteines de jonc- 
tion semble ~tre selectivement changee, sugg~rant que les 
interactions cellulaires peuvent 6tre affectees chez ces 
patients. 

Comprendre le rSle et la r~gulation des proteines impli- 
quees dans la barriere hemato-epididymaire et les interac- 
tions cellulaires represente une etape cruciale vers la com- 
prehension des fonctions epididymaires. L'utilisation combi- 
nee des modules animaux et des etudes sur I'homme 
devrait permettre d'appr6hender ces fonctions et leur rSle 
dans la fertilite humaine. 

Ces travaux sont finances par le NSERC et le CIHR. 

PRESENTATION 9 

CONTROLE QUALITE DES SCRETIONS 
EPIDIDYMAIRES : ROLE DANS LA FERTILITE 

GAlL A. CORNWALL 

Texas Tech University Health Sciences Center 

Notre laboratoire 6tudie actuellement la signification biolo- 
gique de ragr6gation de prot6ines et des m~canismes qui 
contr61ent ce phenomene dans 1'6pididyme en utilisant la 
famille de prot~ines cystatines comme modele. 
L'agr~gation incorrecte de proteines, aussi connue comme 
d~pSt ~ amy~loTde ~, est associee aux maladies d~gen6- 
ratives incluant I'Alzheimer et la Maladie de Parkinson. Une 
accumulation incorrecte d'un mutant (L68Q) de cystatine C 
forme des dep6ts amyelo'ides dans les arteres c6rebrales 
de patients presentant des angiopathies amy61oides. Des 
dep6ts amyelo'ides dans le testicule et 1'6pididyme ont aussi 
et6 associ6s a I'infertilite humaine, bien que I'on ne connais- 
se pas les proteines mises en cause. 

Prec6demment, la maladie a et6 6voqu~e comme pouvant 
resulter de la rupture mecanique des fonctions cellulaires 
en raison de la presence d'ensembles de prot~ines insolu- 
bles. Cependant, de plus en plus d'arguments indiquent 
que les formes oligomeriques solubles des prot6ines pre- 
curseurs de dep6ts amyelo'ides sont cytotoxiques et peu- 
vent 6tre la cause des desordres observes. A cause de la 
secr6tion active de prot6ines et du deplacement profond de 
liquide par I'~pith61ium ~pididymaire, une ~ cohue ~ 
macromoleculaire va probablement survenir dans la lumie- 
re de I'epididyme a cause de I'accumulation de prot~ines. 
Toutefois, en raison de son importance critique pour la 
maturation des spermatozoTdes, il est probable que des 
mecanismes de surveillance sont en place dans I'epididyme 
pour contr61er ce processus et emp~cher I'agregation d'en- 
sembles proteiques cytotoxiques. Ace jour, on connaTt peu 
de choses quanta I'agregation de proteines dans I'epididy- 
me, les mecanismes de formation, la signification biolo- 
gique, ou les mecanismes de contrSle. 

Nos 6tudes preliminaires demontrent que, comme pour la 
cystatine C, la cystatine epididymaire CRES est amy~lido- 
g~nique et forme des structures oligom6riques solubles 
dans le canal epididymaire de souris normales. En outre, 
les proteines recombinantes CRES et cystatine C forment 
des precurseurs amyeloides solubles in vitro qui peuvent 
~tre cytotoxiques. Nous avons aussi determine que des 
souris m~les exprimant la forme mutante de la cystatine C 
humaine (L68Q), qui est fortement amyeloTdogenique et 
associ~e a la maladie, sont infertiles en raison de proble- 
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mes d'agglutination des spermatozoi'des et de defauts de 
mobilite. Nos etudes suggerent que cela est de a I'aug- 
mentation de cystatine C oligomerique dans le canal epidi- 
dymaire. Ces decouvertes indiquent que I'accumulation de 
proteines {{ amyeloide-like >> peut non seulement contri- 
buer aux maladies degeneratives, mais aussi ~ I'infertilite. 

Un mecanisme par lequel I'~pididyme peut contr01er la cyto- 
toxicite d'oligomeres de cystatines est par la transglutami- 
nase (TGase). La TGase est une enzyme dependante du 
calcium qui catalyse des ~ cross-link >~ de proteines sta- 
bles. Son activite <~ crosslinking >> de proteines oligome- 
riques solubles peut changer la conformation des oligom~- 
res cytotoxiques vers une structure non toxique ou amor- 
phe. Ces ensembles de proteine amorphes pourraient alors 
~tre des cibles pour des proteines chaperonnes extracellu- 
laires, et en fin de compte endocytes. A I'appui d'un tel 
mecanisme, nous avons montr6 que I'activite TGase est 
presente dans la lumi~re de I'epididyme, que CRES est un 
substrat tant in vivo qu'in vitro pour TGase, et que la TGase 
endogene ou exog~ne forme des oligomeres de CRES 
dans le liquide epididymaire. Ces etudes de CRES sugg~- 
rent que des mecanismes semblables puissent 6tre utilises 
pour les structures oligomeriques de la cystatine C. 

Nous proposons que I'accumulation de proteines est une 
partie int~grante de la fonction ~pididymaire normale et que 
des mecanismes de contr01e de qualite extracellulaire, 
comme le TGase-crosslinking, empechent I'accumulation 
d'agr~gats prot~iques potentiellement toxiques. II est aussi 
possible que les structures oligomeriques puissent jouer 
des roles dans la lumiere de I'epididyme. 

Soutenu par NIH HD33903. 

PRESENTATION 10 

IDENTIFICATION DE NOUVELLES PROTEINES 
EPIDIDYMAIRES 

base de donnees << UniGene RIKEN epididymal EST libra- 
ry >> deposee ~ la base de donnees NCBI est une bonne 
source pour decouvrir de nouvelles proteines exprimees 
dans I'epididyme. Les ESTs sont des fragments courts de 
cDNA correspondants aux produits de genes exprimes. En 
se basant sur les comparaisons d'ESTs, ils sont organises 
dans des groupes, et chaque groupe represente un gene 
donne. Nos etudes recentes indiquent qu'un nombre eleve 
d'ESTs trouves darts un groupe de la base de donnees 6pi- 
didymaire est un bon indicatif d'un haut niveau d'expression 
des ARN messagers correspondants dans I'epididyme. 

Les etudes ont aussi indique que I'analyse des informations 
donnees dans les librairies d'ESTs, conjointement aux resu- 
lats de ~ micro-arrays ~, donnent des informations com- 
plementaires conduisant ~ I'identification de nouveaux 
genes epididymaires. La technologie des {~ micro-arrays >> 
permet de plus I'expression des genes dans les differents 
segments epididymaires sous differents stimuli hormonaux 
ou dans des conditions experimentales variees. Utilisant 
ces technologies, nous avons recemment identifie 16 nou- 
veaux genes epididymaires codant pour des proteines dont 
rexpression est limitee dans d'autres tissus. Certains de 
ces nouveaux genes codent pour des proteines probable- 
ment secretees dans la lumiere de I'epididyme. Ceux-ci 
incluent AV381130, CRISP4, D730048106RikA, DEFB41, 
DEFB42, SPINT4, SPINK8, SPINK10, SPINK12, RNASE9. 
Les reles putatifs de ces proteines dans I'interaction sper- 
matozo'ide-ovule et/ou la maturation des spermatozoides 
doivent ~tre evalues. Les nouvelles proteines non-secre- 
tees identifi~es incluent RNASE10, AV38112, BFK, 
SPINK11, WFDC10, SLCO4CI. Tous ces nouveaux genes 
identifies ont des modeles d'expression segmentaire speci- 
fiques dans I'epididyme et rexpression de la plupart d'entre 
eux est regul~e par des androg6nes. Les proteines identi- 
fi~es appartiennent aux families des RNASES, defensines 
et des inhibiteurs proteinases de type Kunitz- et de la 
famille Kazal-. 

Nous formulons I'hypothese que ces nouvelles proteines 
~pididymaires sont impliquees dans la maturation du sper- 
matozoTde, qu'elles regulent la capacit~ de fecondation des 
spermatozoides ou sont impliquees dans la protection 
immunitaire de I'epididyme. 

MATTI POUTANEN 

Department of Physiology, Institute of Biomedicine, 
University of Turku, Finland 

Le but de nos etudes est d'identifier et de caracteriser des 
nouveaux genes epididyme-specifiques et ainsi de gagner 
des informations quant aux facteurs impliques dans la 
maturation des spermatozoides 6pididymaires, et dans la 
physiologie de la reproduction. Nous avons montr6 que la 
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PRESENTATION 11 PRESENTATION 12 

LE PROMOTEUR EPIDIDYME-SPECIFIQUE DU GENE 
CODANT POUR UNE LIPOCALINE 

STRUCTURE ET FONCTION DE LA PROTEINE 
EPIDIDYMAIRE CRISP-1 

KICHIYA SUZUKI1, XlUPING yU2, MARIE-CLAIRE 

ORGEBIN-CRIST 2, ROBERT J. MATUSIK 2 

K.P. ROBERTS, M.A. NOLAN, K.M. ENSRUD, L.B. 
PIEHL, J.L. WOOTERS, D.S. JOHNSTON, 

D.W. HAMILTON 

1Tohoku University, Sendai, JAPAN, 
2Vanderbilt University Medical Center, Nashville, 

Tennessee, USA 

Depts of Urologic Surgery and Integrative Biology & 
Physiology, 6-125 Jackson Hall, 321 Church St. SE, 

Minneapolis, MN 55455, USA 

Notre but est ~ long terme de dechiffrer quelles sequences 
d'ADN sont exigees pour I'expression specifique de genes 
dans I'epididyme. Au moins six genes codant pour des lipo- 
calines epididyme-specifiques ont deja ete identifies, et 
ceux-ci sont differemment regules et regionalises dans 1'6- 
pididyme. La lipocaline 5 (Lcn5 ou mRABP) et la lipocaline 
8 (Lcn8 ou MEP17) sont les membres du groupe de genes 
de lipocalines epididyme-specifiques Iocalises sur le 
chromosome 2 chez la souris. Ces lipocalines lient des 
molecules hydrophobes comme les retino'ides. 

Pour nous approcher de la question, nous avons examine 
le fragment de 5 kb du promoteur du gene Lcn5 et ie frag- 
ment de promoteur de 5,3 kb du gene Lcn8 dans des expe- 
riences de transgenese additive chez la souris. Les deux 
promoteurs peuvent diriger I'expression d'un transgene 
rapporteur dans I'epididyme (pour Lcn5 dans la region dis- 
tale de la tete [caput] et pour Lcn8 dans le segment initial), 
indiquant que ces fragments de promoteur contiennent le 
ou les element(s) regulateurs cles pour I'expression dans 
I'epididyme. Nous avons examine plus en detail le fragment 
de promoteur de 5 kb du gene Lcn5 chez des souris trans- 
geniques et en cultures de cellules d'epididyme immortali- 
sees. Nous avons revele que le fragment de promoteur de 
1,8 Ko du Lcn5 etait suffisant pour I'expression tissu- et 
region-specifique chez des souris transgeniques, et qu'un 
facteur de transcription de type forkhead-box A2 (Foxa2) 
agissait reciproquement avec le recepteur aux androgenes 
et se liait au promoteur de Lcn5 dans la region comprise 
entre -1,2 et -1,3 kb. FoxA2 endogene montre une expres- 
sion limitee dans I'epididyme o4 I'expression du gene Lcn5 
endogene est supprimee. En outre, I'inhibition de la fixation 
de FoxA2 sur le promoteur Lcn5 dans des experiences de 
transvections transitoires est en accord avec I'absence 
d'expression de Lcn5 dans le corps et la queue de I'epidi- 
dyme. 

Travaux finances par ESRF, la fondation Rockefeller, 
CONRAD, le NIH. 

La proteine CRISP-1 (cysteine rich secretory protein 1) est 
une glycoproteine secretee par I'epithelium epididymaire. 
C'est un membre d'une grande famille de proteines carac- 
terisees par deux domaines conserves et un jeu de 16 resi- 
dus cysteine conserve. Chez les mammiferes, on a montre 
que Crisp-1 pouvait interdire la fusion spermatozoide-ovule 
et, recemment, on a aussi montre qu'elle pouvait supprimer 
la capacitation des spermatozoides. Le mecanisme mole- 
culaire d'action des proteines CRISP chez les mammiferes 
reste largement inconnu ; cependant, des proteines CRISP 
chez des non-mammiferes ont ete reconnues comme blo- 
queurs de canaux ioniques. 

Chez le rat, CRISP-1 est produite sous deux formes nom- 
mees proteines D et E. Plusieurs etudes ont suggere que 
CRISP-1 s'associait seulement transitoirement avec la sur- 
face du spermatozoTde, ce qui est en accord avec un rele 
reversible dans la regulation de la capacitation. D'autres 
auteurs ont montre qu'au moins une partie de CRISP-1 per- 
siste sur la surface des gametes, ce qui est I& compatible 
avec une I'idee que CRISP-1 puisse etre impliquee dans 
une interaction avec I'ovule. 

Le travail recent de notre laboratoire utilisant des anticorps 
contre toutes les formes de CRISP-1 demontre que la pro- 
teine D dans sa forme complete s'associe transitoirement 
avec la surface des gametes et cela de fa?on dose-depen- 
dante. Au contraire, des experiences in vitro montrent qu'u- 
ne forme de la proteine E de poids moleculaire reduit s'as- 
socie avec les spermatozoides de la tete de I'epididyme 
d'une fas temperature-dependante et en fonction du 
temps. Quand les spermatozofdes sont laves, cette varian- 
te de la forme de la proteine E de CRISP-1 persiste a la sur- 
face des gametes apres que toute la proteine D exogene ait 
ete eliminee. Des etudes croisees demontrent des modeles 
d'interaction proteine-proteine differents pour D et E, bien 
qu'aucun partenaire pour I'une ou I'autre proteine n'ait 
encore ete identifie. Des analyses en spectrometrie de 
masse des digestions tryptiques de la proteine D et des iso- 
formes de la proteine E ont revele un site de glycosylation 
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O-lie sur la forme de la proteine E qui n'est pas present sur 
la proteine D. C'est la seule difference discernable entre 
des proteines D et E et cela est vraisemblablement respon- 
sable de la difference dans le comportement de ces deux 
isoformes CRISP-I. 

Ensembles, ces etudes demontrent que la forme D de 
CRISP-1 est plus abondante et interagit transitoirement 
avec les spermatozdides probabtement via un recepteur 
specifique. Cette Iocalisation est probablement en accord 
avec la fonction de suppresseur de la capacitation associee 
& CRISP-I. Ces experiences confirment aussi qu'il existe 
une population fermement attachee de petit poids molecu- 
laire de CRISP-l, la forme E qui pourrait agir dans le trac- 
tus genital femelle. 

Ce travail a ~te finance par le NIH. 

PRESENTATION 13 

REGULATION ANDROGENIQUE DE NOUVEAUX 
GENES DANS UEPIDIDYME 

B. ROBAIRE, S. SEENUNDUN, H. HAMZEH, 
S.A. LAMOUR 

Department of Pharmacology and Therapeutics and of 
Qbstetrics and Gynecology, McGill University, Montreal, 

QC, Canada 

L'epididyme depend d'une fagon critique de la presence du 
testicule. Bien que plusieurs hormones, comme restradiol 
(E2) et la progesterone, ainsi que des facteurs secretes 
directement dans la lumiere de I'epididyme, comme les 
androgenes et le facteur de croissance des fibroblastes 
jouent des r61es regulateurs dans la fonction epididymaire ; 
la testosterone (T) et ses metabolites-reduits en 5alpha : 
dihydrotestosterone (DHT), sont pergus comme les regula- 
teurs principaux des structures et des fonctions de I'epidi- 
dyme. Pour verifier raction moleculaire des androgenes sur 
I'epididyme, trois approches complementaires sont poursui- 
vies. 

La premiere vise a comprendre les changements de rex- 
pression des genes le long de I'epididyme Iorsque le sup- 
port androgenique est retire. La deuxieme approche vise 
determiner rordre des reponses qui surviennent dans le 
tissu prive d'androgenes au, moment de la readministration 

de deux metabolites actifs de la testosterone, la DHT et 
rE2. La troisieme approche est d'etudier la reponse en ter- 
mes d'expression de genes de lignees de cellules d'epidi- 
dyme de souris immortalisees quand on carence ou qu'on 
supplemente ~ nouveau les cellules en androgenes. 

Des etudes precedentes ont etabli qu'il y avait une vague 
de mort cellulaire apoptotique dans I'epithelium tout le long 
de I'epididyme apres orchidectomie, mais que seulement 
une petite fraction des cellules epitheliales meurent en 
reponse au retrait d'androgenes. En outre, apres orchidec- 
tomie, il y a autant d'augmentation que de diminution dans 
I'expression des famines de genes. Ces variations sont 
aussi specifiques de region et surviennent avec une cine- 
tique donnee. En utilisant des << micro-arrays >> specifiques 
de certaines ~< voies >>, nous examinons I'expression diffe- 
rentielle de genes impliques dans la mort cellulaire et la sur- 
vie. La Survivine est un gene essentiel normalement expri- 
me pendant le developpement, mais pas dans des tissus 
differencies ; cependant, il est exprime dans I'epididyme et 
cette expression est fermement regulee immediatement 
apres orchidectomie. 

Dans notre deuxieme approche, les changements des pro- 
ills genomiques sont observes une semaine apres le rem- 
placement de T avec DHT ou avec E2 chez les animaux 
orchidectomises, en utilisant des puces << Affymetrix >> 
chez le rat. Les resultats obtenus ont ere confirmes par 
PCR en temps reel. Presque 1000 genes sont affectes par 
I'orchidectomie et un nombre semblable de genes se retro- 
uve sur ou sous-exprimes. Des 12 h apres la readministra- 
tion de DHT, rexpression de plus de 80 genes a ete retablie 
et au bout de 7 jours, 600 genes avaient retrouves leur 
expression initiale. Au contraire, tres peu de genes ont ete 
affectes par le traitement a I'E2 : 4 genes au bout de 12 
heures et 15 apres 7 jours. La DHT regule I'expression de 
genes impliques dans la proliferation cellulaire, la croissan- 
ce cellulaire, aussi bien que le transport d'ion et la proteoly- 
se, les genes de la famille IGF etant parmi les premiers 
affectes. Bien que la plupart des genes affectes par I'E2 
n'aient pas ete examines precedemment dans ce tissu, une 
exception notable est constituee par le canal chlorure intra- 
cellulaire 3 (LOC296566). 

Pour distinguer les effets directs des androgenes sur les 
cellules principales epididymaires, les ~ micro-arrays ~ 
d'ADN ont ete utilises pour identifier des genes regules par 
les androgenes dans la lignee cellulaire murine de t6te d'e- 
pididyme etablie a partir de cellules proximales (cellules 
PC1). Les cellules PC1 montrent I'expression de genes 
specifiques de la t~te de l'epididyme. Nous avons examine 
des changements de I'expression des genes survenant 2, 4 
et 6 jours apres la privation androgenique et 2 jours apres 
la supplementation en androgenes (apres privation d'an- 
drogene pendant 2 ou 4 jours). Les changements de 
niveaux de transcription ont ete examines pour les media- 
teurs d'action des androgenes. Les genes choisis ont ete 
analyses par RT-PCR en temps reel et les changements 
aux niveaux des proteines ont ete de m#me examines. 
Quatre modeles distincts d'expression de genes sont acti- 
ves apres le retrait des androgenes. Une grande majorite 
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de genes montre une augmentation transitoire precoce ou 
tardive de leurs niveaux d'expression. On volt une capacite 
differentielle de sauvetage parmi des genes regules par les 
androgenes selon la duree de la supplementation androge- 
nique. Beaucoup de genes qui sont sauves & 4 jours sont 
fonctionnellement lies par des interactions directes et 
convergent sur IGFI. La capacit6 pour le sauvetage apres 
4 jours de privation androgenique est severement compro- 
mise dans beaucoup de genes appartenant aux families de 
genes fonctionnelles specifiques de I'adhesion cellulaire, de 
la croissance cellulaire, de I'apoptose et du cycle cellulaire. 
Cela peut etre du en partie & des changements dans la dis- 
tribution/l'expression de co-regulateurs d'AR. 

Ensemble, ces resultats fournissent de nouveaux aper()us 
concernant les mecanismes de regulation androgenique 
dans les cellules principales de I'epididyme. 

Etudes financ#es par~ClHR.  

PRESENTATION 14 

MORPHOGENESE TUBULAIRE LORS DE L'ONTOGE- 
NESE DES CANAUX WOLFIENS ET EPIDIDYMAIRES 

n'est certainement pas moins important car la survie 
d'especes mammiferes depend de cet organe et de sa fonc- 
tionnalit& Une meilleure comprehension des mecanismes 
moleculaires de croissance des conduits Wolffiens pourrait 
donner des indices quant au fait que cet organe succombe 
rarement au cancer. 

Nous utilisons une combinaison d'approches in vitro et in 
vivo afin de comprendre I'allongement et renroulement des 
conduits Wolffiens. L'allongement d'un tube peut resulter 
d'un certain nombre de processus incluant : (1) la division 
cellulaire, (2) la transition mesenchyme-epithelium, et/ou 
(3) des changements de forme de la cellule. Des experien- 
ces sont conduites pour examiner la contribution de chacun 
de ces processus. De meme, des experiences sont execu- 
tees pour comprendre : (1)les mecanismes qui determinent 
le modele d'enroulement, (2) si I'enroulement est fortement 
organise ou stochastique, (3) si "les points chauds" de divi- 
sion cellulaire, la forme cellulaire et/ou i'apoptose sont la 
force agissante principale pour enrouler le conduit Wolffien, 
et (4) evaluer quel est le rele du mesenchyme dans ce pro- 
c e s s u s .  

Finalement, nous decouvrons des mecanismes potentiels 
par lesquels le conduit Wolffien se deplace d'un etat de pro- 
liferation a la differentiation pendant la periode perinatale. 
Pour examiner les determinants moleculaires responsables 
du modelage et de la morphogenese du developpement du 
conduit Wolffien nous utilisons une combinaison d'appro- 
ches de {{ gene array >> et des souris knock-out connues 
pour avoir un {~ miscoiling >> du conduit Wolffien. En parti- 
culler nous examinons les phenotypes des animaux invali- 
des pour hoxa11 et pour Gfi. 

B.T. HINTON 1 , M,M. GALDAMEZ 1 , D. BOMGARDNER 1 , 

C. COOK2, J. GIpp2 et W. BUSHMAN 1 PRESENTATION 15 

1Department of Cell Biology, University of Virginia School 
of Medicine, Charlottesville, VA, 22908 USA ; 

2Department of Surgery, Division of Urology, University of 

Wisconsin-Madison, Madison, WI 53792, USA' 

L'epididyme est sans doute un des tubules 6pitheliaux le 
moins 6tudi6 dans une perspective morphogenique. 
Emanant du conduit Wolffien, I'epididyme adulte s'etend sur 
un metre environ chez la souris, trois metres chez le rat et 
excede six metres chez rhomme. Considerant que le 
conduit Wolffien fait approximativement l mm de long au 
jour E14 chez ta souris et dolt grandir plus de 1000 fois sa 
Iongueur dans un espace defini, cela exige une serie coor- 
donnee extraordinaire d'evenements morphogeniques. II 
est tres clair que la morphogenese tubulaire est un proces- 
sus fondamental pendant la genese de beaucoup d'orga- 
nes tres importants incluant le cerveau, le coeur, le rein, les 
poumons et I'intestin de beaucoup d'especes. L'epididyme 

EPIDIDYME ET GENES A HOMEOBOITES RHOX 

M.F. WILKINSON 1, A. BHARDWAJ1, H.W. SONG1, 
S. SHANKER 1, T.T, TURNER2, J. MACLEAN 1 

1Department of Biochemistry and Molecular Biology, 
University of Texas M.D. Anderson Cancer Center, 

Houston, TX, U.S.A. 
2Departments of Urology & Cell Biology, University of 

Virginia School of Medicine, Charlottesville, VA, U.S.A. 

Les genes & homeoboites codent pour des facteurs de 
transcription qui regulent des evenements lies au develop- 
pement. Nous avons recemment identifie un grand groupe 
de genes homeobox chez la souris sur le chromosome X 
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selectivement exprimes darts des tissus reproducteurs 
(MacLean et al., Cell 2005; Genesis 2006). Ce locus Rhox 
(homeobox reproducteur) contient plus de 30 genes et est 
ainsi le plus grand groupe de genes a homeoboites connu. 
De nombreux genes Rhox sont exprimes dans I'epididyme, 
ce qui nous a incite ~ etudier leur modele d'expression et de 
regulation dans cet organe plus en detail. 

Nous faisons ici une synthese 1) sur les modeles d'expres- 
sion specifiques dans des segments uniques de genes 
Rhox dans I'epididyme de rat et de souris; 2) sur les fac- 
teurs regulateurs contrSlant I'expression epididymaire de 
Rhox5 (Pem), le membre fondateur de la famille des genes 
Rhox ; et 3) sur la capacite de Rhox5 a reguler I'expression 
d'autres genes Rhox dans I'epididyme. 

Le modele d'expression complexe et la regulation de la 
famille Rhox dans I'epididyme, combines avec leur diversi- 
te dans leur domaine de fixation ~ I'ADN, suggerent qu'ils 
regulent une large variete de genes en aval contrSlant des 
evenements biologiques differents dans I'epididyme. 

PRESENTATION 16 

LES RECEPTEURS AUX OXYSTEROLS (LXRs) 
ET LA PHYSIOLOGIE DE L'EPIDIDYME 

E SAEZ, E. CHABORY, R. CADET, P. VERNET, 
J.M.A. LOBACCARO et J.R. DREVET 

Universite Blaise Pascal Clermont 2, UMR CNRS 6547, 
Equipe Epididyme et maturation des gametes, 24 Avenue 

des Landais, 63177 Aubiere Cedex, France 

Les "Liver X Receptors" (LXRs) sont des recepteurs 
nucleaires aux oxysterols, des molecules intermediaires du 
metabolisme du cholesterol. Les LXRs sont presents chez 
les mammiferes sous deux isoformes : LXR alpha, plus spe- 
cifiquement exprime dans les tissus ayant un fort metabo- 
lisme lipidique tels que : le foie, le tissu adipeux et les 
macrophages, et LXR beta exprime de fa~on ubiquiste. 
Leur importance concernant la physiologie de la reproduc- 
tion est soutenue par le fait que des souris m&les invalidees 
pour les deux isoformes des LXRs ont des troubles de la 
fertilite des I'&ge de 6 mois, qui menent ~ une sterilite tota- 
lea 11 mois au plus tard. Ces troubles proviennent de I'as- 
sociation de plusieurs manifestations : des problemes testi- 
culaires associes a une degenerescence de I'epithelium 
epididymaire situe dans les segments 1 et 2 de la tete de 

cet organe. Ce dernier phenotype est int6ressant puisque le 
cholesterol est un el6ment majeur du processus de matura- 
tion epididymaire des spermatozoides. En effet, des modifi- 
cations de la membrane plasmique des spermatozoides ont 
lieu au cours du transit epididymaire, caracterisees par un 
changement du rapport cholesterol/phospholipides. Ces 
changements permettent de preparer les spermatozoides 
I'etape de capacitation qui aura lieu dans les voies genita- 
les femelles. 

Le phenotype epididymaire a aussi ete associe ~ une fragi- 
lite de la piece intermediaire des spermatozoides, provo- 
quant des cassures et I'observation de tetes et de flagelles 
isoles. Notre hypothese est que les LXRs pourraient etre 
des regulateurs cles du metabolisme et/ou des transports 
de cholesterol dans la tete de I'epididyme murin, comme 
demontre dans d'autres cellules ou organes connus, et 
nous avons utilise les souris invalidees pour les LXRs pour 
mieux comprendre les mecanismes moleculaires impliques. 

Cette presentation decrit les premieres etapes de la carac- 
terisation des rSles des LXRs en relation avec la physiolo- 
gie epididymaire. 

Comme la degenerescence epitheliale n'est observee que 
dans les segments 1 et 2 de la tete de I'epididyme, la pre- 
miere question etait de savoir si les LXRs presentaient un 
profil d'expression regionalise le long du tubule, et aussi de 
determiner quels etaient les types cellulaires les exprimant. 
Des experiences d'immunohistochimie et d'hybridation in 
sffu ont revele la presence des deux isoformes dans I'epi- 
thelium de souris sauvages, probablement darts les cellules 
principales, avec une expression plus intense dans les par- 
ties proximales de la tete, ce profil etant en accord avec le 
phenotype observe chez les souris invalidees. 

Le deuxieme point presente les strategies utilisees pour 
rechercher la presence et la sensibilite de reponse ~ des 
agonistes de genes cibles des LXRs dans I'epididyme. 
Nous avons effectue deux types d'analyses, la premiere 
consistant ~ travailler sur des genes cibles connus dans 
d'autres tissus, et par opposition, la deuxieme approche a 
consiste a utiliser les methodologies proteomiques et trans- 
criptomiques pour tenter d'identifier des genes cibles speci- 
fiques de I'epididyme, et avoir une vue d'ensemble des pro- 
cessus regules par les LXRs. 

Comme les LXRs sont des regulateurs des metabolismes 
du cholesterol et des acides gras dans d'autres tissus, nous 
avons analyse la composition lipidique (cholesterol, esters 
de cholesterol, phospholipides et acides gras) des tetes epi- 
didymaires des souris sauvages et de souris invalidees 
pour les LXRs. L'expression de certains genes impliques 
dans la regulation de ces metabolismes a aussi ete quanti- 
flee par PCR quantitative en temps reel. Cela a permis de 
demontrer que les LXRs sont impliques dans la regulation 
des metabolismes du cholesterol et des acides gras dans la 
tete epididymaire. 

Finalement, les consequences des modifications observees 
dans le cas des souris invalidees sur la fonction des sper- 
matozoides sont abordees d'un point de vue theorique, les 
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experiences concernant cet aspect etant en cours de reali- 
sation. 

En conclusion, cette presentation montre que les LXRs sont 
des regulateurs importants des fonctions epididymaires et 
jouent probablement un rele critique dans les processus de 
maturation lipidique au cours du transit epididymaire des 
gametes m~les. 

PRESENTATION 17 

par au moins un facteur 4) Iorsque I'on compare les seg- 
ments epididymaires 2 a 2. 

Cette etude complete notre analyse precedente menee sur 
les segments de I'epididyme de souris et permet ainsi des 
approches comparatives entre ces deux especes de ron- 
geurs. Un total de 492 genes ont ete retrouves exprimes 
la fois dans ranalyse rat et souris. Une analyse plus pous- 
see de ces genes revele qu'on retrouve pour certains des 
profils d'expression communs et pour d'autres des profils 
d'expression espece-specifiques. En se concentrant sur 
une famille particuliere de g~nes codant pour des peptides 
anti-microbiens, les defensines, une analyse en RT-PCR 
quantitative a ete realisee de fas ~ comparer les profils 
d'expression de 36 membres de cette famille multigenique 
le long de I'epididyme de rat et de souris. 

SEGMENTATION DE L'EPIDIDYME CHEZ LE RAT ET 
LA SOURIS : COMPARAISON DU TRANSCRIPTOME 

EPIDIDYMAIRE CHEZ CES DEUX RONGEURS PRESENTATION 18 
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Dans I'epididyme, une serie non definie d'evenements 
moleculaires transforme les spermatozoTdes immatures et 
immobiles en spermatozoi'des mobiles et fecondants. Ces 
evenements ne sont pas le resultat de syntheses de novo 
par le gamete m&le, mais sont plutet le resultat de I'exposi- 
tion/interaction des gametes avec le microenvironnement 
intraluminal cree par I'epithelium epididymaire. Des diffe- 
rences regionales le long de I'epididyme sont essentielles 
dans I'etablissement de ce microenvironnement qui realise 
la maturation des gametes. 

Dans cette etude, 19 segments morphologiquement dis- 
tincts de I'epididyme de rat ont ete identifies par microdis- 
section. Les ARN totaux isoles de chaque segment ont ete 
alors soumis & une analyse microarray "puce affymetrix". 
L'analyse segmentaire de I'expression de genes epididy- 
maires a identifie plus de 16 000 genes exprimes dans cet 
organe. En comparant avec les genes exprimes dans un 
"panel" de tissus de rat, nous avons pu identifier des genes 
specifiques de I'epididyme et des genes exprimes de fa?on 
preferentielle dans ce tissu sans etre restreint a cet organe. 
Par ailleurs, nous avons observe que plus de 3500 genes 
sont exprimes de fa~on differentielle (sur- ou sous-exprimes 

LES SEGMENTS DE L'EPIDIDYME DE RAT ADULTE SE 
DIFFRENCIENT EN L'ABSENCE D'UNE 

CONTRIBUTION LUMICRINE TESTICULAIRE 

TERRY T. TURNER, I,2, DANIEL S. JOHNSTON3, 
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L'epididyme peut etre divise en trois regions denommees 
caput, corpus et cauda, organisees en segments regionale- 
ment separes par des cloisons de tissu conjonctif ou septa 
(CTS). Chez le rat adulte et la souris, ces segments sont 
fortement differencies. La regulation de ces segments est 
la fois endocrine, lumicrine et paracrine, I'importance relati- 
ve de ces differentes actions reste un sujet d'investigation. 

Dans notre etude, nous avons determine la capacite du 
CTS & limiter la signalisation dans le compartiment intersti- 
tiel de segments individuels et avons etudie I'effet de 15 
jours de ligature unilaterale des canaux efferents (EDL) sur 
les profils transcriptionnels segmentaires homolateraux. 
Des experiences de microperfusions intersegmentaires de 
facteur de croissance epidermique, de facteur de croissan- 
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ce endothelial vasculaire et de facteur de croissance fibro- 
blastique de type 2 (FGF2) a conduit ~ I'augmentation de la 
phosphorylation de la MAP Kinase ~ la fois dans les seg- 
ments 1 et 2 de la tete de I'epididyme de rat. Les effets de 
tous les facteurs sur I'activation MAPK ont ete limites par le 
CTS et la separation des segments. La stimulation MAPK 
survient seulement dans le segment dans lequel le facteur 
de croissance a ete microperfuse in vivo. Le traitement a la 
collagenase des segments in vivo, con(~us pour degrader le 
CTS, a permis la stimulation MAPK dans le segment adja- 
cent, verifiant ainsi I'importance du CTS dans le cloisonne- 
ment des effets paracrines. 

L'analyse {{ micro-array >> de I'expression des genes dans 
les segments 1 & 4 a ete utilisee pour determiner I'effet de 
I'EDL. Plus de 11 000 genes ont ete trouves exprimes dans 
chacun des 4 segments. Plus de 2 000 transcripts etudies 
dans le segment 1 ont repondu significativement & la priva- 
tion en facteurs lumicrines testiculaires. Les principales dif- 
ferences en termes d'expression de genes apres EDL (15 
jours) ont ete enregistrees dans les segments 1 et 2. En 
absence de facteurs lumicrines, tousles 4 segments ont 
regresse & un etat transcriptionnel non differencie, qui etait 
en accord avec I'histologie moins differenciee observee 
apres EDL. De fagon interessante, la privation en facteurs 
lumicrines pourrait stimuler I'expression d'un gene donne 
dans un ou plusieurs segments et la supprimer dans d'aut- 
res segments. De tels resultats revelent une complexite 
plus importante que supposee initialement dans les actions 
de contrSle segmentaire de I'expression des genes dans 
I'epididyme. 

PRESENTATION 19 

VARIATIONS DANS LE PROTEOME SPERMATIQUE AU 
COURS DE LA MATURATION EPIDIDYMAIRE 

R. JOHN AITKEN, MARK BAKER, YUN HWA LEE, 
MINJIE LIN et BRETT NIXON 

Discipline of Biological Sciences, Faculty of Science and it, 
University of Newcastle, NSW, Australia 

Durant le transit epididymaire, les spermatozoides s'expo- 
sent a un changement soudain de leur competence fonc- 
tionnelle Iorsqu'ils passent de la region distale de la tete de 
I'epididyme (caput) aux regions proximales du corps (cor- 
pus) de cet organe. Les spermatozoides de la tete de I'epi- 
didyme sont immobiles, n'ont aucune capacite pour recon- 
naftre la zone pellucide de I'ovule, et ne peuvent pas subir 
la reaction acrosomique meme quand un signal calcique est 
produit artificiellement par I'utilisation de I'ionophore, 

A23187. IIs sont aussi incapables de d6clencher la casca- 
de de phosphorylation de r6sidus tyrosine (dependante de 
I'AMPc) qui caracterise I'induction de capacitation. 
Cependant, comme les spermatozoides progressent de la 
region du corpus de I'epididyme vers la queue (cauda), tou- 
tes ces proprietes sont acquises. Pendant cette partie de 
leur voyage epididymaire, ces cellules gagnent progressi- 
vement la competence d'exprimer leur motilite ainsi qu'une 
gamme de proprietes biochimiques et fonctionnelles corre- 
lees a la capacitation. Ces changements capacitation- 
dependants incluent la capacite ~ reconnaTtre la zone pel- 
lucide, la capacite a repondre a cet evenement de recon- 
naissance en subissant la reaction acrosomique, et le 
potentiel pour exprimer les mouvements d'hyperactive exi- 
ges pour le transport au site de fertilisation et la penetration 
de I'ovule. 

Ces changements exigent la reorganisation complete de la 
membrane cellulaire des spermatozoides pendant le trans- 
it epididymaire via des mecanismes qui attendent toujours 
d'etre elucides. Au moment de I'acquisition de cette compe- 
tence fonctionnelle, le spermatozoide de la queue de I'epi- 
didyme subi des evenements de phosphorylation sur des 
residus tyrosine medics par la pp60c-src kinase, un non- 
recepteur tyrosine kinase qui peut etre active par la 
phosphorylation PKA-dependante de son residu serine 17. 
Simultanement, la PKA inactive un inhibiteur de src (une C- 
terminal kinase), ce qui conduit a une stimulation importan- 
te de I'activite src et ~ la phosphorylation de residus tyrosi- 
ne sur des proteines cibles le long de I'axe flagellaire du 
spermatozoTde. Ces phosphorylations sont tres importantes 
pour I'expression par les spermatozoides de leur hypermo- 
bilite. L'incapacite des spermatozoTdes de la tete de I'epidi- 
dyme ~ realiser ces phosphorylations dependantes d'une 
signalisation AMPc est un reflet de leur immaturite, puisque 
ces cellules n'ont pas encore acquis la capacite de reguler 
leur teneur en calcium intracellulaire. Placees dans des 
conditions induisant la capacitation au moyen d'un milieu 
contenant 1,7 mM de calcium, ces cellules perdent rapide- 
ment de I'ATP et les evenements de phosphorylation sont 
supprimes. Si des spermatozoTdes immatures sont places 
dans un milieu sans calcium, les niveaux d'ATP sont main- 
tenus et les spermatozoides de la tete de i'epididyme sont 
alors parfaitement aptes a realiser une cascade de phso- 
phorylation de residus tyrosine. Cependant, meme quand 
ces phosphorylations sont declenchees par de tels moyens, 
les spermatozoi'des de la tete de I'epididyme sont toujours 
fonctionnellement incompetents. Ainsi, le blocage de la 
fonctionnalite doit reside en amont dans la composition, et 
au niveau des proprietes de la membrane plasmique des 
spermatozoides. 

Cette conclusion a aussi ete atteinte dans les etudes de 
reconnaissance de la zone pellucide. Chez la souris, la 
capacite des spermatozoTdes & reconnaftre la zone pelluci- 
de est aussi dependante des evenements de phosphoryla- 
tion de la tyrosine associes a la capacitation. Dans ce cas, 
les sites de phosphorylation sont Iocalises sur la surface de 
la membrane de I'acrosome. Des analyses proteiques de 
spermatozoides capacites ont demontre que deux protei- 
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nes dont les residus tyrosine sont phosphoryles sur la tete 
des spermatozoTdes sont les chaperonnes, hsp60 et endo- 
plasmine. De telles chaperonnes semblent etre acquises 
pendant le transit epididymaire et sont en fin de compte 
impliquees dans I'assemblage complexe de recepteurs a la 
surface des spermatozoTdes. Ces zones contiennent des 
proteines comme I'alpha-mannosidase qui ont des reles 
putatifs dans la reconnaissance gametique. De plus, ces 
chaperonnes et les complexes de recepteurs associes 
semblent etre etroitement associes aux radeaux de lipides, 
ou "rafts", dans la membrane cellulaire des spermatozoi- 
des. Le contrele de ces "rafts" pendant la capacitation pour- 
rait determiner quand une cellule est competente & exposer 
ses complexes de recepteurs a la surface. 

PRESENTATION 20 
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FERTILITE MALE ? 

E VERNE~ E. CHABORY etJ.R. DREVET 

Epididymis and Male Gamete Maturation, UMR CNRS 
6547 GEEM, Blaise Pascal University-Clermont2, 

24 avenue des Landais, 63177 Aubiere cedex, France 

un risque important pour le gamete m~le. Parmi les GPx, 
GPx5 represente un element unique puisque, a I'oppose 
des membres traditionnels de cette famille chez les mam- 
miferes, elle est depourvue de residu seleno-cysteine, resi- 
du specifique du site catalytique de la famille GPx. Cette 
caracteristique pourrait permettre le developpement de 
molecules modulatrices de I'activite de GPx5 qui lui soient 
specifiques, constituant ainsi une cible pharmacologique de 
premier choix. 

Afin d'evaluer rimportance de la fonction de GPx5 dans la 
fertilite m&le, nous avons developpe un modele de souris 
knock out pour le gene gpx5. L'inactivation de la proteine 
resulte de la deletion de I'exon 2 du gene qui conduit & I'ex- 
pression d'un ARNm tronque dont la traduction est rapide- 
ment interrompue. Les proportions des differents genotypes 
dans la descendance d'animaux heterozygotes sont correc- 
tes, demontrant ainsi I'absence de letalite embryonnaire 
pour les animaux GPx5-/-. Une etude preliminaire ne reve- 
le pas de changements dramatiques en ce qui concerne la 
capacite de reproduction des animaux jeunes depourvus de 
GPx5. Par contre, un phenotype surprenant est observe au 
cours du vieillissement des m&les avec une diminution de la 
taille testiculaire relative. Les experiences sont en cours de 
realisation afin d'evaluer et de comprendre le phenotype 
des souris GPx5-/-. 

Ce travail est finance par ESRF Foundation et CONRAD 
grDce au programme AMPPA2. 

PRESENTATION 21 

Chez les Mammiferes, la fertilite m&le est fortement depen- 
dante d'un enchafnement sequentiel d'evenements demar- 
rant des le testicule. A la sortie de la gonade, les spermato- 
zoides sont incapables de feconder I'ovocyte. Cette capaci- 
te s'acquiert progressivement lots du transit epididymaire 
oh les gametes sont soumis & un environnement luminal en 
continuel changement. Ces modifications sont le fait des 
activites de secretion et de reabsorption de proteines par 
I'epithelium epididymaire. 

GPx5 fait partie des nombreuses proteines produites par 
cet organe et interagissant avec le spermatozo'i'de. Elle a 
attire toute notre attention grace a ses caracteristiques qui 
en font un candidat potentiel pour le developpement de 
strategies de contrele de la fertilite. En effet, cette proteine 
est exprimee precocement et de fa?on forte dans la partie 
proximale de I'epididyme. Elle est, de plus, tres specifique & 
ce tissu chez tousles mammiferes testes & ce jour. Elle se 
lie au spermatozoTde en transit dans I'epididyme, et persis- 
te & la sortie de cet organe sans etre masquee ou eliminee. 
Cette proteine presente, de plus, une activite enzymatique 
de type glutathion peroxydase (GPx) particuliere. Ainsi, 
GPx5 en tant qu'enzyme anti-oxydante, pourrait proteger le 
spermatozoTde des attaques oxydatives qui representent 

HE6 (GPR64) COMME CIBLE POUR LE CONTROLE DE 
LA FERTILITE MALE : ATOUTS ET SURPRISES 

U. GOTTWALD, G. LANGER 

Schering AG, D-13342 Berlin, Germany 

A c e  jour, des methodes contraceptives reversibles sont 
disponibles pour les femmes seulement. Les choix pour 
I'homme sont limites ~ I'utilisation de preservatifs, le retrait 
ou la vasectomie, une methode invasive qui ne garantit pas 
de reversibilite. Les enquetes realisees & ce jour ont claire- 
ment montre que les hommes sont a la recherche de 
methodes contraceptives masculines reversibles alternati- 
ves avec des efficacites comparables & I'utilisation de la 
pilule contraceptive feminine. 

En plus des approches hormonales visant a contreler la fer- 
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tilite masculine, plusieurs nouvelles cibles dans le systeme 
reproducteur masculin ont ete poursuivies. Selon I'industrie 
pharmaceutique, les cibles prometteuses doivent remplir 
plusieurs criteres : 1) Leur fonction dolt ~tre essentielle pour 
la fertilite masculine et devrait avoir ete montree dans des 
modeles animaux par des KO conventionnels ou rutilisation 
des techniques de RNAi ; 2) L'expression de ces proteines 
cibles devrait etre principalement ou seulement limitee aux 
organes reproducteurs pour reduire au minimum n'importe 
quels effets secondaires potentiellement associes a I'inhibi- 
tion selective de leur fonction au cours d'une Iongue perio- 
de de temps ; 3) On devrait seulement considerer des 
cibles dont la fonction pourrait etre inhibee par de petites 
"drogues", des molecules ayant des proprietes pharmacoci- 
netiques et dynamiques appropriees et de coot raisonne. 
Ces criteres sont le plus souvent rencontres Iorsque I'on 
s'interesse aux proteines et en particulier a des enzymes ou 

des recepteurs. 

En general, le profil desire de n'importe quel contraceptif 
masculin innovateur requiert une haute securite et efficaci- 
te. De plus, racceptabilite sera augmentee si la methode 
provoque I'infertilite dans des delais courts. II est bien 
connu que des approches hormonales inhibant la sperma- 
togenese exigent jusqu'~ trois mois pour aboutir & une dimi- 
nution suffisante du nombre de spermatozoides pour indui- 
re une infertilite. 

Aussi, des cibles impliquees dans la production/maturation 
des spermatozoides sont d'un interet particulier car elles 
permettent en theorie une interference plus rapide avec la 
production des gametes. Dans la recherche de cibles epidi- 
dymaires repondant le mieux, sinon a tous, les criteres evo- 
ques ci-dessus, HE6 (GPR64) a ete intensivement analyse. 
D'abord decrit comme une cible epididymaire, il est apparu 
que des souris invalidees pour HE6 ont un phenotype des 
canaux efferents. L'accumulation de spermatozoTdes dans 
la partie distate des canaux efferents, pres du segment 
initial de I'epididyme, cause une infertilite chez les animaux 
nuls pour HE6. Des quelques semaines apres le debut de 
la production de spermatozofdes, les animaux HE6-/- sont 
infertiles. De plus, le KO de HE6 ne s'accompagne d'aucu- 
ne autre anomalie evidente. 

Afin de rechercher des inhibiteurs de HE6, beaucoup de 
systemes d'expression differents ont ete testes. 
Finalement, rexpression fonctionnelle d'HE6 humaine a ete 
realisee dans un systeme cellulaire CHO inductible, dans 
lequel rexpression de HE6 a abouti & une activite constitu- 
tive e t a  induit la production d'AMPc. Cependant, aucun 
antagoniste direct d'HE6 n'a pu etre selectionne grace a cet 
outil. Des bibliotheques de molecules diverses et de nom- 
breuses sources biologiques ont ete examinees pour leur 
capacite a activer la proteine orpheline HE6 recombinante. 
Jusqu'ici toutes nos tentatives ont seulement prouve que 
des efforts de {{ deorphanisation ~) supplementaires sont 
necessaires avant de poursuivre la campagne visant & 
selectionner des antagonistes de HE6. 
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PREUVE DE LA PARTICIPATION DE LA PROTEINE 
SECRETEE CRISP DANS LA FECONDATION 

P.S. CUASNICU, D.J. COHEN, V. DA ROS, D. BUSSO, 
J. MALDERA, N. GOLDWEIC 

Instituto de Biologfa y Medicina Experimental (IBYME- 
CONICET). Vuelta de Obligado 2490, (1428) Buenos 

Aires, Argentina 

La proteine DE est une prot6ine ~< cysteine-riche ~) synthe- 
tisee par les regions proximales de I'epididyme en reponse 
aux androgenes. Premier membre identifie de la famille 
CRISP, on la connaft aussi comme sous rappellation 
CRISP-1. Les resultats de notre laboratoire ont indique que 
la proteine DE est Iocalisee sur le segment equatorial de 
spermatozoides ayant realise leur reaction acrosomique, et 
qu'elle participe chez le rat ~ la fusion gametique par son 
attachement a des sites complementaires sur rovule. La 
decouverte que I'immunisation de rats avec DE produit une 
diminution significative de fertilite et une interference speci- 
fique avec la capacite de fusion des spermatozoides, sug- 
gerent que DE est une bonne cible contraceptive epididy- 
maire. Des resultats recents, utilisant une proteine DE 
recombinante exprimee par des bacteries et des fragments 
de peptides de DE synthetiques, ont revele que la capacite 
de DE pour se lier ~l rovule reside dans une region de 12 
acides amines correspondant & un motif conserve au cours 
de revolution de la famille CRISP nomme motif ~ signatu- 
re 2 ~). 

Afin d'etudier plus avant la participation de cette region 
dans la fusion gametique, la capacite d'autres proteines 
CRISP a lier a rovule de rat a ete testee en correlation avec 
rencha~'nement des acides amines de leurs regions $2. Les 
resultats ont revele que tandis que la proteine testiculaire 
Tpx-1 (aussi connue comme CRISP-2) etait capable de se 
lier a rovule de rat, la proteine epididymaire humaine ARP 
et rhelothermine (issue de la salive de lezard) etaient elles 
incapables de reconnaTtre I'ovule de rongeur. De fa~;on inte- 
ressante, la region $2 de Tpx-1 presente seulement deux 
substitutions. Pour ARP et rheiothermine, ia sequence $2 
est plus divergente par comparaison ~1 la region $2 de DE, 
suggerant que rordre des acides amines de cette region 
reflete la capacite de ces proteJnes pour interagir recipro- 
quement avec rovule. La liaison de Tpx-1 (CRISP-2) a la 
surface de rovule suggere que cette proteine jouerait un 
r61e dans la fusion gametique. Des experiences, utilisant 
tant Tpx-1 qu'un anticorps anti-Tpx-1 dans des etudes de 
fecondation in vitro, ont confirme la participation de Tpx-1 
dans la fecondation. Des etudes de competition ont montre 
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que I'incubation d'oeufs {< zona-libres >> avec une concen- 
tration fixe de Tpx-1 et des quantites croissantes de protei- 
ne DE, reduit progressivement I'accrochage de Tpx-1 a ro- 
vule, indiquant que les deux CRISP partagent les memes 
sites sur I'ovule. L'observation que les anticorps anti-DE et 
anti-Tpx-1 interdisent significativement la fusion gametique 
alors qu'ils ne croisent pas, supporte I'idee d'une coopera- 
tion fonctionnelle entre ces deux molecules CRISP homolo- 
gues, un mecanisme pouvant permettre d'assurer le succ~s 
de la fecondation. 

Nous pensons que ces resultats contribueront & une 
meilleure comprehension des mecanismes moleculaires 
impliques dans la fusion gametique aussi bien qu'au deve- 
Ioppement de methodes contraceptives nouvelles et plus 
sures. 

PRESENTATION 23 

LA MATURATION DES SPERMATOZOIDES DANS 
L'EPIDIDYME : UNE VUE NOUVELLE D'UN VIEUX 

PROBLEME 

TG. COOPER 

Institute of Reproductive Medicine, Domagkstrasse 11, 
D-48129 MOnster, Germany 

Les changements osmotiques auxquels les spermatozo'i- 
des font face Iors de leur maturation epididymaire et leurs 
reponse sont discutes ici. Une explication de la maturation 
post-testiculaire des gametes m&les est que plus les game- 
tes progressent dans I'epididyme, meilleurs ils sont quant & 
leur aptitude a reguler leur volume. Ceci influence leur 
morphologie et leur capacite ~ se mouvoir et ~l atteindre I'o- 
viducte, siege de la fecondation. 

PRESENTATION 24 

LE SECRETOME ET LE PROTEOME DE L'EPIDIDYME 
HUMAIN : ANALYSE COMPAREE AVEC D'AUTRES 

MAMMIFERES 

J.L. DACHEUX 1, M. BELGHAZl2, Y. LANSON3, 

F. DACHEUX 1 

1UMR INRA-CNRS 6175, France-37380 Nouzilly, 
2Service Urologie CHUR, 37000 Tours, 

3 Service de Spectrometrie de Masse pour la 
Proteomique, INRA, F-37380 Nouziily 

Chez tous les  mammiferes analyses, les spermatozo'ides 
n'acquierent la capacite a feconder un ovule qu'apres leur 
passage dans I'epididyme. Dans cet organe, les gametes 
poursuivent leur differenciation, particulierement au niveau 
de la composition en lipides et en proteines de leur mem- 
brane plasmique. Ceci a pour consequence de changer de 
maniere importante les caracteristiques de cette membrane 
plasmique spermatique. Ces modifications surviennent 
dans I'environnement epididymaire et il existe une synchro- 
nisation entre les activites de secretion de I'epithelium epi- 
didymaire et les changements observes a la surface des 
gametes. 

Nous presentons ici une analyse comparee des change- 
ments sequentiels du proteome du fluide epididymaire ainsi 
que des activites de synthese de I'epithelium epididymaire 
(chez I'homme et dans d'autres modeles mammiferes). Les 
proteines secretees ont ere evaluees en incubant des tubu- 
les epididymaires in vitro alors que les proteines luminales, 
elles, ont ete analysees apres collection de fluide epididy- 
maire purge des tubules. Les preparations proteiques ont 
ensuite ere analysees par electrophorese bi-dimensionnel- 
les et nano LC MS/MS. 

Chez la plupart des especes, comme les porcins, les 
bovins, les equins et ies rongeurs, I'activite secretrice de 1'6- 
pithelium, et en consequence la composition en proteines 
du fluide luminal epididymaire, sont tres regionalisees. 
Chez I'homme, cette regionalisation est presente mais 
moindre. Plusieurs des proteines identifiees sont commu- 
nes & toutes les especes mais leur concentration varie 
d'une espece & I'autre. 

En conclusion, chez toutes les especes etudiees, la com- 
position en proteines du fluide epididymaire change de 
fa(;on significative en fonction des regions epididymaires. 
Ceci est & correler avec I'observation que I'acquisition de la 
competence a la fecondation ne survient pas au meme 
endroit de la descente epididymaire pour les gametes de 
ces differentes especes. 
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ONTOGENESE DE L'EPIDIDYME CHEZ L'HOMME 

M. JACOB et K. BARTECZKO 

Abteilung fur Anatomie und Embryologie, Medizinische 
Fakult~t, Ruhr-Universit~t Bochum, Universit~tsstral~e 150, 

D-44780 Bochum, Germany 

plus cette position de ~ leader )) et ne joue plus de r61e 
actif dans ce processus de descente. Dans ces evene- 
ments de conversion du mesonephros et des tubules 
Wolffiens, quelques portions peuvent anormalement persis- 
ter dans un etat de paradidyme vestigial ou d'appendice 
epididymaire (AE). Des coupes series observees en micro- 
scopie electronique et des reconstructions graphiques ~l 
des stades precoces d'embryons humains de 170 mm sup- 
portent I'idee que les hydatides pedicul6s 6pididymaires 
(avec ou sans compartiment luminal) derivent de la dilata- 
tion de I'extremit6 aveugle des tubules Wolffiens. 
L'incidence clinique de I'AE est discutee. 

PRESENTATION 26 

L'ontogen~se de I'~pididyme concerne I'origine, le develop- 
pement et la differenciation du mesonephros. Ce mesone- 
phros appara~t dans I'embryon humain (Carnegie collection 
stage 10 : 3,4 mm) comme un epaulement dorsal du meso- 
derme intermediaire. De cette structure derivent les tubules 
pro- et mesonephrotiques, les tubules Wolffiens. L'extremite 
caudale de ces tubules reste de nature mesenchymateuse 
et migre vers le cloaque. Les tubules Wolffiens donnent 
naissance au rudiment pronephrotique et au rein meson6- 
phrotique. Vers le stade 14 (6,5 mm) pres de 40 n6phrons 
mesonephrotiques existent, pr6sentant des structures rena- 
les de type ~ gfomerule ~ avec des membranes de filtra- 
tion et des segments collecteurs et secreteurs. 

Le developpement de I'epididyme repose sur une cascade 
d'evenements moleculaires et de morphogeneses condui- 
sant & la regression des nephrons mesonephrotiques et & la 
stabilisation des tubules Wolffiens. Une premiere vague de 
regression concerne les 4 & 6 nephrons les plus craniaux et 
demarre avant que le mesonephros ne soit totalement 
d~velopp6 dans sa region caudale. Darts une deuxi~me 
vague, la pattie caudale du mesonephros, le paradidyme, 
regresse alors que dans la region craniale, environ 6 tubu- 
les forment les canaux efferents et la t~te de I'epididyme 
(caput). Cette regression craniale est en phase avec la des- 
cente du mesonephros et de la gonade. Des migrations de 
cellules mesonephrotiques contribuent aussi a former le 
tissu interstitiel testiculaire. 

Nous montrons ici, la degradation et la transformation des 
nephrons mesonephrotiques, ainsi que leurs connections 
avec le rete testis et I'elongation des tubules Wolffiens sur 
des coupes histologiques seriees du stade 18 (16 mm)jus- 
qu'~ un embryon de 25 cm. Des photographies de micro- 
scopie electronique et photonique montrent la position de 
I'epididyme en differenciation pendant la descente testicu- 
laire. Dans la phase III du developpement foetal (embryon 
de 55 mm), le testicule glisse sur les conduits g~nitaux et 
vient se placer en position ant6rieure vis ~ vis de l'6pididy- 
me. Dans la phase IV (embryon de 170 mm), le testicule et 
la queue de I'epididyme en premier penetrent la gelee du 
gubernaculum. Durant la phase V, I'epididyme n'occupe 

UN LOCUS SUR LE CHROMOSOME 20 CHEZ 
L'HOMME CONTIENT DES GENES FORTEMENT 

EXPRIMES DANS L'EPIDIDYME 

AKE LUNDWALL 

Lurid University, Department of Laboratory Medicine, 
Clinical Chemistry, University Hospital MAS, S-205 02 

Maim6, Sweden 

Les proteines de coagulation du sperme chez I'homme, les 
sem6nogelines I e t  II, sont des proteines majeures des 
secretions des vesicules seminales. Ces deux proteines 
sont aussi synthetisees par I'epith61ium s6cr6teur de la 
queue de I'epididyme, mais ~ cause de la faible contribution 
du fluide epididymaire ~ I'ejacul~t, leur synth~se dans ce 
site n'est probablement pas lice ~ leur action coagulante sur 
le sperme. Pendant la phase de liquefaction du sperme, les 
deux semenogelines sont degradees par clivage proteoly- 
tique, via une peptidase (KLK3= kallikrein-related pepfidase 
3), en fragments peptidiques de plus faibles poids molecu- 
laires aussi appeles PSA (prostate-specific antigen). 
R~cemment, nous avons montre que les s~m~nogelines 
initient leur propre destruction en chelatant des ions zinc, 
Zn(ll), lesquels normalement inhibent I'activite de la pepti- 
dase KLK3. II est donc possible que les semenogelines epi- 
didymaires participent ~l la regulation de la concentration en 
ions Zn(ll) et ainsi contrSlent I'activite proteolytiques des 
peptidases de type KLK3. Une autre possibilite est que les 
s(}menogelines epididymaires jouent un rSle antibacterien, 
comme ceci a pu etre demontr~ pour les fragments de cli- 
vage des s6m6nog61ines dans le plasma s6minat. 

Les etudes sur I'evolution des semenogelines ont donne 
des resultats interessants qui peuvent etre mieux compris si 
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I'on considere rorganisation des genes correspondants. 
Les genes homologues codant pour les semenogelines Iet 
II sont formes de 3 exons. Le premier exon code pour le 
signal peptidique de secretion et deux residus de la protei- 
ne mature. Le second exon code pour le reste de la protei- 
ne et contient aussi un court << stretch >> de nucleotides en 
3' non-traduits. Enfin, le troisieme exon porte la region 3'- 
UTR et le signal de poly-adenylation. Des etudes realisees 
chez les primates ont montre que rexon 2 a evolue rapide- 
ment, ce qui est reflete par des divergences de taille de 
I'exon. Atitre d'exemple I'exon 2 de la semenogeline 1 chez 
I'orang-outan est deux fois plus long que chez I'homme. 

II n'y a pas de semenogelines chez les rongeurs. A la place, 
les vesicules seminales de rongeurs secretent 6 proteines 
denommees SVS I & SVS VI. L'analyse des sequences des 
genes codant les SVS II & SVS IV a montre que ces genes 
sont constitues de 3 exons, comme les genes de semeno- 
gelines. De plus, le premier et le troisieme exons, de meme 
que les introns, montrent une conservation suggerant une 
certaine identite entre les semenogelines et les proteines 
SVS. A I'oppose, I'exon 2 est faiblement conserve, a I'ex- 
ception de courts domaines de sequence & chaque extre- 
mite de cet exon. Ceci suggere que cet exon etait court 
chez un ancetre commun et qu'il a evolue par expension 
interne awes la separation des lignages des primates et 
des rongeurs. 

Dans le but de trouver de nouvelles sequences homologues 
aux semenogelines, des banques de donnees on ete explo- 
rees en utilisant les motifs conserves de I'exon 1 des seme- 
nogdlines et des genes SVS. Ceci a conduit ~ I'identification 
d'un locus, sur le chromosome humain numero 20, consti- 
tue de 17 genes codant probablement pour des inhibiteurs 
de proteases ~ serine. Onze de ces proteines sont de type 
WFDC alors que 3 sont du type Kunitz et 3 ont une appar- 
tenance mixte. La Iocalisation des genes de semenogelines 
& ce meme locus suggere que les proteines de coagulation 
du sperme ont evolue a partir de ces sequences codant les 
inhibiteurs de proteases & serine de type WFDC. Des ana- 
lyses de specificite tissulaire d'expression de ces nouveaux 
genes montrent que certains d'entre eux sont d'expression 
ubiquiste et d'autres sont restreints a certains types cellu- 
laires. Une observation interessante est qu'ils sont tous 
exprimes dans I'epididyme. Dans ce tissu, ils pourraient 
reguler des processus de proteolyse importants pour la 
maturation gametique ou prendre part aux phenomenes de 
I'immunite naturelle de I'epididyme et des spermatozoTdes 
ejacules, puisqu'il a ete montre que des molecules conte- 
nant un domaine WFDC ont des proprietes anti-microbien- 
nes. 
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PARTENARIATS PUBLIC-PRIVE ET LEURS ROLES 
DANS LE DEVELOPPEMENT DE NOUVELLES STRA- 

TEGIES CONTRACEPTIVES 

U.F. HABENICHT 

Schering AG, CRBA Gynecology & Andrology, 13342 
Berlin, Germany 

Le besoin de contraception est presque aussi vieux que 
I'homme lui-meme en tant qu'espece. En depit d'un eventail 
impressionnant de methodes contraceptives disponibles 
aujourd'hui (essentiellement pour la femme), nous sommes 
toujours confronte dans le monde a un taux d'avortement 
de plus de 20%, de meme qu'~ 38% de grossesses non 
desirees et un nombre en hausse de grossesse chez les 
adolescentes. 

Le developpement de nouvelles molecules contraceptives 
peut prendre jusqu'& 15 ans et peut co0ter jusqu'~ 800 
millions de dollars US, voire plus. Etant donne que la pro- 
tection assuree par le depSt de brevets n'est que de 20 ans, 
il ne reste que quelques annees pour les retours sur inves- 
tissements. Malheureusement meme les instituts acade- 
miques ne se sont pas engages dans des recherches dans 
ce domaine, a cause principatement du manque de sub- 
ventions pour ce type de probleme. Les instituts acade- 
miques n'ont pas les fonds necessaires pour ce type de 
recherche, ni I'infrastructure requise pour conduire toutes 
les etapes d'identification d'une cible potentielle, et sa vali- 
dation par des etudes pre-cliniques et cliniques. 

Des partenariats public-prive semblent etre un moyen de 
dynamiser la Recherche et le Developpement darts le 
domaine de la Biologie de la Reproduction et du contrSle de 
la fertilite. Ce concept a ete propose initialement en 1995 
par la Fondation Rockefeller pour stimuler les recherches 
sur certaines maladies negligees, et en particulier sur les 
aspects de contrele de la fertilite. Le premier partenariat 
etabli et le seul concernant les aspects de la contraception 
a ete : le << consortium pour la collaboration industrielle sur 
les recherches concernant la contraception >> (CICCR : 
Consortium for Industrial Collaboration In Contraceptive 
Research). Ce projet a ete developpe par CONRAD 
(Contraceptive Research And Development) en 1995. 

Un autre exemple d'un partenariat public-wive tres reussi 
dans le domaine de la recherche fondamentale a ete I'eta- 
blissement d'un reseau scientifique de recherches sur I'epi- 
didyme, par la Fondation Rockefeller (New-York) et la 
Fondation de Recherche Ernst Schering (Berlin), dans 
lequel des equipes de recherches d'instituts au meilleur 
niveau international ont ete rassemblees pour participer & 
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un programme de recherche dynamique sur un organe spe- 
cial du tractus genital m&le : I'epididyme. Cet organe, en 
effet, a cause de sa fonction et de ses caracteristiques, offre 
des perspectives interessantes pour I'identification de futu- 
res cibles pour la contraception masculine. Ce reseau a ete 
nomme AMPPA (Appfied Molecular Pharmacology for 
Posttesticular Activity). Cette forme de partenariat public- 
prive a ete unique au moment de sa creation. Le succes de 
ce premier programme (AMPPA-I) ~ incite le CICCR a par- 
ticiper & la poursuite de ce reseau et prendre la suite de la 
Fondation Rockefeller dans le soutien accord~ ace reseau 
(AMPPA-II). De meme, un second r6seau comparable vient 
d'etre cree sur les aspects feminins du contrSle de la fertili- 
te, avec comme objectif d'identifier et de valider de nouvel- 
les cibles pour la contraception feminine (female AMPPA). 

ment lier. Cela nous conduira a faire des predictions sur le 
type de scientifiques/chercheurs qui sera necessaire pour 
etre competitif dans cette ere nouvelle. Enfin, la question 
que I'on peut se poser est : qui pourra donc prouver que ce 
que ces technologies r6v~lent est vrai. En d'autres mots qui 
fera le <~ sale >> boulot de tester fonctionnellement chez I'a- 
nimal ce qui sortira de telles etudes ? 
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Les avancees dans notre comprehension du fonctionne- 
ment de I'epididyme suivent les avancees technologiques 
des investigations en Biologie. En particulier celles qui 
concernent les approches globalisees et les technologies 
qui permettent de mener des analyses & des niveaux de 
detail tres pousses. Peut-on des Iors predire ce que seront 

les recherches sur I'epididyme dans le 21 eme siecle ? 
Nous pensons que oui (Hamilton, 2002). 

Cette presentation explorera les puissantes methodes 
regroupees derriere le suffixe -ome (g6nome, transcripto- 
me, proteome, interactome, metabolome, lipidome ...) qui 
envahissent les sciences biologiques. Nous discuterons 
aussi des besoins techniques en particulier darts la gestion 
et I'analyses des donnees qui seront n6cessaires de fa()on 
a integrer un afflux de resultats qu'il faudra fonctionnelle- 

173 


