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RESUME

Le spermatozoide quittant le testicule est incapable d'ac-
tivité transcriptionnelle ou traductionnelle. Malgré cela,
la composition en macromolécules de la surface du sper-
matozoide subit des modifications majeures au cours de
son passage dans le tractus reproducteur méle. Ceci
s'explique par l'interaction entre les sécrétions des diffé-
rentes glandes du tractus reproducteur male et le sper-
matozoide. Le mécanisme d'ancrage a la surface du
spermatozoide de certaines protéines nouvellement
acquises, particuliéerement 'ancrage glycosyiphosphati-
dyl inositol, suggére un mode de sécrétion apocrine le
long du tractus reproducteur méle. Ce type de sécrétion
a été démontré au niveau de la prostate, du canal défé-
rent et de I'épididyme.

Notre laboratoire s'est penché sur ce phénomeéne parti-
culierement au niveau épididymaire. Nous avons montré
que l'épithélium épididymaire sécréete par voie apocrine
des microvésicules membranaires nommées épididymo-
somes. Différentes protéines sont associées a ces vési-
cules riches en cholestérol et en sphingomyéline. Nous
avons montré que certaines de ces protéines associées
aux épididymosomes sont sélectivement transférées aux
spermatozoides au cours du transit épididymaire.

En utilisant une approche protéomique, nous avons
identifié certaines de ces protéines. Celles-ci compren-
nent les enzymes impliquées dans la voie métabolique
des polyols. Nous avons également mis en évidence les
interactions entre le MIF (Macrophage migration Inhibito-
ry Factor) sécrété par l'épididyme et le spermatozoide.
Tant les polyois que le MIF peuvent étre impliqués dans
le contréle de la motilité des spermatozoides au cours de
leur transit épididymaire.

Ces résultats illustrent I'importance de la sécrétion apo-
crine dans la maturation des spermatozoides au cours
de leur transit dans le tractus reproducteur male.
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protéines

I. INTRODUCTION

Depuis plusieurs années, notre laboratoire s'intéresse aux
modifications post-testiculaires impliquées dans l'acquisi-
tion du pouvoir fécondant du gaméte male [49]. En utili-
sant le hamster comme modeéle, nous avons identifié une
protéine spermatique montrant une affinité spécifique
d'espéce pour les glycoprotéines de la zone pellucide
homologue [48]. Cette protéine nommée P26h, est locali-
sée sur la membrane plasmique qui couvre |'acrosome du
spermatozoide de la queue épididymaire de hamster et
est acquise au cours du transit épididymaire [6, 50]. Des
anticorps dirigés contre la P26h inhibent I'attachement du
spermatozoide mature a la zone pellucide lors d'essais in
vitro et la P26h montre des propriétés immunocontracepti-
ves lorsque utilisée pour immuniser activement des méles
hamsters [7, 26]. L'ADNc codant pour la P26h a récem-
ment été séquencé et la séquence en acides aminés
déduite révéle que la P26h appartient a la famille des car-
bonyle réductases [25]. Des inhibiteurs spécifiques de la
carbonyle réductase inhibent d'ailleurs la liaison du sper-
matozoide a la zone pellucide in vitro [39]. Plusieurs faits
expérimentaux appuient donc I'hypothése que la P26h
acquise par le spermatozoide au cours de sa maturation
dans l'épididyme est impliquée dans la liaison a la zone
pellucide [47].

En utilisant les outils moléculaires développés lors de I'é-
tude de la P26h du spermatozoide de hamster, nous
avons identifié des protéines orthologues chez d'autres
espéces de mammifére en particulier chez I'humain et le
taureau. Ces protéines ont été nommées P34H et P25b
respectivement [8, 9, 41]. Comme chez le hamster, la
P34H humaine et la P25b bovine sont acquises au cours
du transit épididymaire. Le transcrit de la P34H en particu-
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lier est préférentiellement exprimé dans la région distale du
corps épididymaire [35]. Chez le taureau comme chez I'hu-
main, certains individus souffrant d'hypofertilité ou d'inferti-
lité, produisent des spermatozoides caractérisés par I'ab-
sence ou la présence de faibles quantités de P34H humai-
ne ou de P25b bovine [10, 29, 41]. Nous avons montré que
les spermatozoides provenant d‘hommes infertiles et
dépourvus de P34H sont tres peu performants dans des
essais de liaison a la zone pellucide in vitro [10].

En utilisant le hamster, le bovin et I'humain, nous nous
sommes intéressés au mode d'acquisition des protéines de
la famille de la P26h au cours du transit épididymaire. L'a-
nalyse des séquences en acides aminés déduites a partir
des séquences des ADNc codant pour la P34H humaine et
la P26h de hamster révele I'absence d'un peptide signal.
Or, une protéine dépourvue de cette séquence en acides
aminés n'est pas dirigée vers le Réticulum Endoplasmique
au moment de sa synthése et ne peut donc pas étre sécré-
tée par la voie classique dite sécrétion mésocrine. Cette
voie de sécrétion implique la fusion de granules de sécré-
tion provenant de I'appareil de Golgi avec la membrane
plasmique de la cellule résultant en la libération par exocy-
tose du contenu des granules de sécrétion dans le milieu
extracellullaire [40]. Une autre particularité de ces protéi-
nes est leur type d'ancrage a la surface du spermatozoide.
Tel que nous I'avons démontré chez le taureau et le hams-
ter, la P25b et la P26h sont ancrées a la membrane plas-
mique via un glycosyl phosphatidylinositol (GPI) et sont
exposées au milieu extracellulaire [24, 34]. Ce type d'an-
crage maintient une protéine a la membrane plasmique
d'une cellule via deux chaines d'acides gras. La protéine
ainsi exposée vers le milieu extracellulaire est trés solide-
ment retenue a la membrane plasmique mais jouit d'une
mobilité dans le plan de la membrane plasmique de beau-
coup supérieure a celle des protéines membranaires inté-
grales. Classiquement, les protéines ancrées par un GPl a
la surface de la membrane plasmique d'une cellule pro-
viennent de la membrane des vésicuies de sécrétion qui
s'intégrent a la membrane plasmique lors de la sécrétion
meésacrine. Un corollaire a ce dogme est qu'une protéine
GPI ancrée a une cellule ne peut provenir du milieu extra-
cellulaire. L'absence de peptide signal des protéines
P26h/P34H synthétisées par les cellules principales et
seécrétées dans la lumiére épididymaire et leur ancrage
GPI de la P26h a la surface du gaméte méale questionnent
le mode de sécrétion utilisé par I'épididyme.

ll. LA SECRETION APOCRINE ET LE SYSTEME
REPRODUCTEUR MALE

L'ancrage GPI et I'absence de peptide signal des protéines
P26h excluent une sécrétion mésocrine et suggérent une
voie apocrine. Ce type de sécrétion dont I'exemple clas-
sique est la glande mammaire, implique la formation d'une
excroissance cytoplasmique au niveau apical des cellules
epithéliales. Cette excroissance qui contient un nombre
restreint d’organites intracytoplasmiques se détache de la
cellule et se désagrége dans le compartiment extracellulai-
re. Le contenu de ces excroissances est libéré et permet la
dispersion dans le compartiment extracellulaire des protéi-
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nes cytoplasmiques qui n'ont pas de peptide signal et qui
ne transitent donc pas par le Reticulum Endoplasmique,
I'appareil de Golgi et les vésicules de sécrétion. Ces
excroissances libérent également de petites vésicules
membranaires de diameétre variant entre 50 a 500 nM nom-
mées de fagon générique “exosomes” [40]. Ce mécanisme
de sécretion a eté particulierement bien étudié au niveau
du tractus reproducteur male [5, 30, 46]. Les prostasomes,
des exosomes sécrélés par la prostate, ont en particulier
suscité beaucoup d'intérét. Décrits pour la premiére fois
par Ronquist et al. [44], ces vésicules constituantes du
liquide séminal ont fait I'objet de nombreuses études [45].
Une analyse protéomique récente a permis d'identifier pas
moins de 139 protéines différentes associées aux prosta-
somes isolés du plasma séminal humain [52]. Différentes
actitivités catalytiques sont associées aux prostasomes
[33]. Plusieurs protéines associées aux prostasomes et
aux exosomes de fagon plus générale ont un ancrage GPI
et sont dépourvus d'un peptide signal [32]. La présence de
prostasomes dans le plasma séminal a depuis été démon-
trée chez plusieurs espéces incluant I'étalon [2, 38], le
bélier [11] et le taureau [24]). Quelle que soit I'espéce étu-
diée, la composition des prostasomes est particuliére. Le
rapport molaire cholestérol/phospholipides de ces vésicu-
les membranaires est trés élevé, atteignant une valeur de
2 et la sphingomyéline compte pour prés de 50% des
phosholipides totaux [3]. Cette composition particuliére
suggére une organisation membranaire hautement ordon-
née.

Les prostasomes présents dans le liquide séminal sem-
blent jouer une multitude de fonctions. lis posséderaient
des propriétés immunosuppressives, antibactériennes et
antioxydantes. lls activeraient la coagulation sanguine et
plusieurs activités enzymatiques leur seraient associées.
Les prostasomes agiraient également sur les spermatozoi-
des éjaculés en influengant les paramétres de motilité, en
agissant au moment de la capacitation et en stimulant la
réaction acrosomique [4, 45, 46].

En plus des prostasomes, d'autres glandes annexes du
systéme reproducteur male sécrétent des exosomes. Chez
le taureau, les vésicules séminales sécrétent des exoso-
mes qui se retrouvent dans le plasma séminal et qui s'ap-
parentent donc aux prostasomes [1]. Chez le rat, la glande
coagulante sécréte des exosomes auxquels sont asso-
ciées des activités transglutaminase et carbonyle anhydra-
se impliquées dans la formation du bouchon vaginal [5,
28]. Le canal déférent chez la souris sécréte également
des exosomes montrant une activité aldose réductase qui
est transférée aux spermatozoides mais dont la fonction
demeure indéterminée [16, 37]. La sécrétion apocrine sem-
ble donc étre utilisée par plusieurs organes le long du trac-
tus reproducteur male. Bien que leur fonction demeure
dans plusieurs cas a étre déterminée, les exosomes joue-
raient des rdles prépondérants dans le processus global de
la reproduction et plus particulierement dans la protection
et la modulation des fonctions spermatiques. Des exoso-
mes sont egalement présents dans le systéeme reproduc-
teur femelle, en particulier dans l'oviducte (résultats non
publiés).




iil. LES SECRETIONS APOCRINES ET
L'EPIDIDYME

De méme que la P25b bovine et la P26h de hamster qui
sont GPl ancrées a la membrane plasmique du gaméte
male, d'autres protéines spermatiques acquises au cours
du transit épididymaire se comportent comme des protéi-
nes membranaires intégrales lorsque soumises a différents
types d'extraction [15]. Ceci suggére que ces protéines
acquises par le spermatozoide apparaissent dans le milieu
intraluminal suite & une sécrétion de type inhabituel par les
celluies épididymaires [15, 32]. Yanagimachi en 1985, est
le premier & démontrer que des vésicules membranaires
s'associent a la surface du spermatozoide lors de leur pas-
sage dans I'épididyme [53]. Il émet alors I'hypothése que
ces vésicules modifieraient la composition en cholestérol
membranaire des spermatozoides qui subissent des modi-
fications majeures lors de la maturation épididymaire. La
présence d'exosomes dans I'épididyme, nommés épididy-
mosomes par certains, a été mise en évidence chez le rat
[19], la souris [42], le hamster doré [34] et le taureau [24].

En plus des protéines (P26h, P25b et P34H) associées
aux épididymosomes qui sont transférées aux spermato-
zoides au cours du transit épididymaire et qui leur confée-
rent la capacité de se lier a la zone pellucide, d'autres pro-
téines associées aux exosomes d'origine épididymaire ont
été identifiées. Chez la souris, la glutathion peroxydase de
type 5 serait associée aux épididymosomes puis transférée
aux spermatozoides afin de leur conférer une protection
contre les dérivés actifs de I'oxygéne [42]. L'ubiquitine est
une autre protéine associée aux épididymosomes qui pour-
rait étre impliquée dans I'élimination de spermatozoides
anormaux dans I'épididyme [14, 20, 31, 51]. Une cytokine,
"Macrophage migration Inhibitory Factor" (MIF) serait éga-
lement un produit de sécrétion apocrine de I'épididyme qui
s'associe aux spermatozoides en cours de maturation {18,
21]. MIF s'associerait aux fibres denses des flagelles du
spermatozoide épididymaire et contrdlerait la formation de
ponts disulfures dans ces structures fiageliaires iors de ia
maturation post-testiculaire du gamete male [17].

Le mécanisme par lequel les protéines associées aux épi-
didymosomes sont transférées aux spermatozoides lors de
leur passage dans I'épididyme suscite de l'intérét depuis
peu. L'aldose réductase ainsi que la sorbitol déhydrogéna-
se seraient également deux enzymes associées aux épidi-
dymosomes chez le bovin. Ces enzymes font partie du
sentier métabolique des polyols et pourraient ainsi moduler
la motilité des spermatozoides épididymaires [21, 22].

IV. L'INTERACTION ENTRE LES
EPIDIDYMOSOMES ET LES SPERMATOZOIDES

L'étude des interactions entre les épididymosomes et les
spermatozoides se produisant au cours de la maturation
épididymaire nécessite de grandes quantités de matériel
biologique. Afin d'élucider ces mécanismes, nous avons
entrepris une série d'expériences en utilisant du matériel
bovin provenant de I'abattoir. En utilisant cette espéce, il

est possible de récupérer des quantités suffisantes de
liquide intraluminal provenant de différentes régions épidi-
dymaires. Ainsi des préparations non contaminées de pro-
téines solubles du liquide épididymaire, d'épididymosomes
et de spermatozoides peuvent étre obtenues a faible codt.
Ce type de matériel ne peut étre obtenu en utilisant les ani-
maux de laboratoire et encore moins en utilisant du maté-
riel biologique humain. Nous avons ainsi mis au point des
protocoles expérimentaux permettant d'interroger les
mécanismes d'interaction entre les épididymosomes et les
spermatozoides épididymaires.

Des analyses électrophorétiques bidimensionnelles ont été
effectuées sur les protéines provenant de liquide épididy-
maire. Celles-ci révélent que la composition en protéines
des épididymosomes différe grandement des protéines
solubles présentes dans le liquide épididymaire a partir
duquel les épididymosomes ont été préparés. Une analyse
comparative de ces profils démontre que les protéines
associées aux épididymosomes contribuent peu a I'ensem-
ble des protéines présentes dans le liquide épididymaire
intraluminal. Ces différences permettent une analyse pro-
téomique afin de mettre en lumiere les particularités des
épididymosomes et d'émettre des hypothéses concernant
le role de ces microvésicules membranaires dans la matu-
ration post-testiculaire des spermatozoides [21, 22].

En utilisant une approche plus mécanistique, nous avons
biotinylé les protéines exposées a la surface d'épididymo-
somes purifiés afin d'étudier le mécanisme de transfert
protéique vers les spermatozoides. Nous avons établi les
conditions in vitro de transfert protéique de I'épididymoso-
me vers le spermatozoide. Ainsi, des épididymosomes pré-
parés a partir du liquide intraluminal de la queue épididy-
maire sont caractérisés par un profil de protéines biotiny-
Iées complexe. L'association de ces protéines aux épididy-
mosomes est trés forte ; elle résiste a un traitement au Tri-
ton X100 a 0,1%. Suite a une incubation avec des sperma-
tozoides de la téte épididymaire, seules quelques-unes de
ces protéines associées aux épididymosomes sont transfé-
rées aux spermatozoides [23]. Ces protéines peuvent étre
localisées sur les spermatozoides en les révélant avec une
avidine couplée a une peroxydase: |'avidine montre une
trés haute affinité pour la biotine. Or, les protéines transfé-
rées ne sont pas distribuées de fagon uniforme a la surface
du spermatozoide et cette localisation peut varier d'une
cellule a l'autre. Cette variabilité d'une cellule a I'autre réfle-
te I'nétérogénéité des spermatozoides épididymaires. La
région de l'acrosome et de la piéce intermédiaire du flagel-
le sont les sites privilégiés du transfert des protéines pro-
venant des épididymosomes [23]. L'analyse densitomé-
trique de "Western blots" des protéines transférées sur les
spermatozoides permet de quantifier les protéines transfé-
rées des épididymosomes a un nombre prédéterminé de
spermatozoides [21].

Le transfert des protéines des épididymosomes de la
queue epididymaire vers les spermatozoides de la téte est
sensible a la température, i.e. qu'il est plus efficace a 37°C
qu'a des températures inférieures. Ceci laisse présumer
que la fluiditt membranaire des épididymosomes ou des
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spermatozoides pourrait étre un facteur déterminant de
I'efficacité du transfert. Ce transfert est saturable avec le
temps, atteignant un plateau a environ 150 minutes de co-
incubation. Ce transfert protéique n'est donc pas un simple
phénoméne d'attachement non spécifique & ia surface des
spermatozoides. Le transfert protéique des épididymoso-
mes vers les spermatozoides est également sensible au
pH du milieu de co-incubation. Des co-incubations effec-
tuées a des pH variant entre 5,5 et 8,0 montrent que le
transfert protéique est optimal a pH 6,0-6,5. Il est intéres-
sant de noter que ce pH correspond au pH intraluminal de
I'épididyme [12, 36].

Un autre facteur déterminant du transfert protéique des
épididymosomes vers le spermatozoide est la présence du
Zinc dans le milieu de co-incubation. En comparaison d'un
milieu ne contenant pas de cation divalent, la présence de
zinc favorise grandement la quantité de protéine transférée
sur le spermatozoide. Cet effet peut étre annulé par I'ajout
de chélateur de cations divalents tel EDTA. Ni ie calcium et
ni le magnésium n'ont cet effet bénéfique sur le transfert
protéique. Considérant que I'épididyme est un tissu trés
riche en zinc [27], cette observation laisse croire que ce
cation divalent joue un rdle important dans la maturation
des spermatozoides lors du transit épididymaire [13]. Il est
a noter également que les prostasomes, les exosomes
provenant des sécrétions prostatiques, sont également
riches en zinc. La présence de zinc dans les épididymoso-
mes reste par contre a étre déterminée [43].

V. CONCLUSION

Le transfert de protéines associées aux épididymoso-
mes vers les spermatozoides impliqué dans le proces-
sus de maturation post-testiculaire du gaméte méle est
un phénoméne hautement régulé. L'interaction entre
ces vésicules sécrétées de fagon apocrine par I'épithé-
lium épididymaire et le spermatozoide est probable-
ment un élément clé dans l'acquisition du pouvoir
fécondant du gaméte male lors de son passage dans le
tractus reproducteur male.
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ABSTRACT

Apocrine secretion in accessory sex glands

Robert SULLIVAN, Gilles FRENETTE, Christine LEGARE

Although differentiated spermatozoa are incapable of
transcriptional or translational activity, the macromolecu-
le composition of their surface undergoes major changes
during passage in the male reproductive tract. These
changes are due to seguential, well orchestrated interac-
tions between male reproductive tract secretions and the
spermatozoan, particularly as it travels along the epididy-
mis. Some of the sperm proteins acquired during matura-
tion along the excurrent duct behave as integral membra-
ne proteins. In fact, some epididymis-derived proteins are
glycosyl phosphatidylinositol (GPIl) anchored to the
sperm plasma membrane, which raises the question of
the mechanisms by which these proteins are secreted by
the epididymatl epithelium.

Our laboratory has identified a family of proteins added to
the sperm surface during epididymal transit. These pro-
teins are GPIl anchared and the deduced amino acid
sequences revealed the absence of a signal peptide in the
N-terminal sequence of these proteins. These findings
suggest that these proteins are secreted in an apocrine
manner by the epididymal epithelium. Apocrine secretion
involves formation of a cytoplasmic bleb in the apical
region of the epithelial cells that is released into the intra-
luminal compartment. These blebs disintegrate and relea-
se small membranous vesicles generically called exoso-
mes or epididymosomes when secreted by the epididy-
mis. These vesicles are rich in sphingomyelin and are
characterized by a high cholesterol/phospholipid ratio.
Exosomes have also been reported to be secreted by the
prostate, epididymis, and vas deferens.

Many proteins are associated with epididymosomes, and
some of them are selectively transferred to spermatozoa
during epididymal transit. We have identified some of
these proteins by a proteomic approach, including an
aldose reductase and a sorbitol dehydrogenase, two
enzymes involved in the polyol pathway. Another protein
associated with epididymosomes that is transferred to
spermatozoa is a cytokine called “Macrophage migration
Inhibitory Factor”. During epididymal maturation, this pro-
tein is associated with the outer dense fibers of the sperm
flagellum and modulates the formation of disulfide bonds.
It is hypothesized that both the polyol pathway and apo-
crine secretion of MIF by the epididymal epithelium modu-
late sperm motility during transit along the male repro-
ductive tract. Further research is needed to understand

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

Key words : epididymis, exosomes, maturation, secretion,
proteins



