N° D’ORDRE : 09/2008-E/S.N.

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE DESSCIENCESET DE LA TECHNOLOGIE
HOUARI BOUMEDIENE
USTHB /ALGER
FACULTE DES SCIENCESBIOLOGIQUES

THESE

Présentée pour |’ obtention du dipldme de Doctorat d’ Etat
En Sciencesdela Nature

Spécialité: Physiologie Animale
par Mme KACI Naima née OUCHFOUN

SUJET

Etude d’ une proténe androgénodépendante de la vésicule séminale de
Psammomys obesus : identification par une approche protéomique.

Soutenue publiquement le 02/ 12 /2008 devant lejury composéde:

Mme F.LARABA Professeur FSB/USTHB Président
Mme F.HADJ-BEKKOUCHE Professeur FSB/USTHB Directeur
Mme T.GERNIGON Professeur FSB/USTHB Co-directeur
Mme Z.AMIRAT Professeur FSB/USTHB Examinateur
Mme Y.BENAZZOUG Professeur FSB/USTHB Examinateur
Mr  M.C. ABBADI Professeur Faculté de Pharmacie Examinateur

Mr H.BAZ Professeur ENS K ouba Examinateur



Résumé

L’ analyse électrophorétique monodimensionnelle, en conditions dénaturantes de I’ homogénat
et des séerétions des vésicules séminaes du rat des sables Psammomys obesus en période de
reproduction montre la présence d'une protéine maeure androgéeno-dépendante de PM
apparent de 21 kDa désignée par POSVP,; (Psammomys obesus seminal vesicles protein 21
kDa), dont I’ expression présente un cycle saisonnier et semble influencée par les androgenes.
Elle représente 22 % des proténes solubles de I’homogeénat et 13% de celles des sécrétions
des vésicules seminales.

La purification de POSV P, et la production d’ anticorps spécifiques ont permis de localiser la
protéine par une approche immunohistochimique. POSVP, présente une distribution
restreinte a I’ épithélium et a la lumiere de la vésicule séminale. Au niveau de I’ épithélium,
elle est présente dans le cytoplasme.

L’analyse des ARN totaux des vésicules seminales et des produits traduits in vitro révéle un
composé de méme mobilité électrophorétique que POSVP,; qui serait codé par un messager
majoritaire, ce qui confirme I’ origine vésiculaire de POSVP,;. L’ épithélium représente son
site de synthese.

POSVP,; présente en outre, une parenté immunologique avec deux protéines épididymaires
«Pog € Paugg» de méme poids moléeculaire apparent. L’approche protéomique
(électrophorese bidimensionnelle et la nanoLC-MS/MS) a permis d’ é&ablir les caractéristiques
biochimiques (pHi et nombre de polypeptides constitutifs) de POSVP,; et de déterminer sa
séquence peptidique et cellesde Paigp €t Poeg.

L'analyse des séguences peptidiques de POSVP,i, Poigy € de Paigq montre une forte
homologie avec la séquence de latransgéline de Rattus norvegicus.

Latransgéline est un marqueur specifique de la différenciation du muscle lisse chez I’ adulte ;
elle est identifiée pour |a premiére fois chez le rat des sables Psammomys obesus.

Mots clés : Psammomys obesus ; POSV P, ; Pagy; Paieq; immunolocalisation ; électrophorése 2-D ; nanoL C-
MS/IMS ; transgéline.



« Un spécialiste est une personne qui sait de plus en plus de
choses sur un sujet de plus en plus restreint, de telle sorte
qua la limite c'est une personne qui sait tout sur rien ».

Bernard Shaw
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Introduction

| ntroduction

Malgre la précarité des ressources hydriques (rareté et irrégularité des précipitations, forte
évaporation) et en dépit de leur apparente inhospitalité, les déserts abritent de nombreuses
espéces de mammiféres, qui pour survivre ont développé des stratégies adaptatives du
comportement et des fonctions physiologiques.

En effet, face a I’aridité du climat, la reproduction, fonction essentielle assurant la pérennité
des especes, se déroule pendant la période de I'année ou les conditions sont les plus
favorables pour assurer |e développement des jeunes animaux.

Le rat des sables Psammomys obesus Cretzschmar, 1828 rongeur saharien diurne présente une
reproduction avec un cycle saisonnier de latestostéronémie (Khammar, 1987).

Les répercussions histo-cytologiques et biochimiques de ces variations saisonnieres ainsi que
le degré d androgénodépendance des différents organes de |'appareil reproducteur male
(épididyme, canal déférent et vésicules séminales) ont été mises en évidence au cours d’'un
travail antérieur et ont permis de montrer la présence dans la vésicule séminale, d une
protéine majeure androgéno-dépendante de poids moléculaire apparent de 21 kDa,
caractérisée par une expression saisonniere (Gernigon et al., 1994).

Le tractus génital méle élabore de nombreux facteurs spécifiques, qui jouent un réle important
dans les mécanismes de reproduction et principalement dans les phénomenes de maturation et
de survie des spermatozoides.

Certains d entre eux produits par |’ épididyme, les vésicules séminales ou la prostate ont été
isolés et caractérises chez de nombreuses especes de mammiferes (Pailhoux et al., 1991).

Parmi ces facteurs spécifiques, les protéines ont suscité un grand intérét et sont utilisées
comme des marqueurs de |’ effet des androgénes sur les génes codant pour leur synthése, en
raison de leur abondance dans |es sécrétions.

Lestrois groupes les plus étudiés sont :
- la«Prostatic Binding Protein » : PBP, (Heyns et al, 1977 ; Parker et al., 1978)

- SVSIV e SVYSV (Semina Vesicle Secretory protein), protéines spécifiques des
vésicules seminales (Veneziae, 1977 ; Moore et al., 1984) et

- la clustérine de I’ épididyme (Mattmuller et Hinton, 1991 ; Dacheux et Dacheux,
2003a).

Dans le tractus génital, les vésicules séminales sont des glandes annexes dont le contenu est
déversé dans le cana déférent, en amont du canal &aculateur.

Une proportion importante des sécrétions des vésicules séminales est représentée par des
protéines; I'identification de ces protéines permet une meilleure compréhension de la
fonction de ces glandes qui est essentiellement sécrétoire.

La sécrétion des vésicules séminales représente 50% a 80 % du volume total de I’ §aculat
(Baernaet al., 1985).
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Chez le rat (Rattus norvegicus) adulte les sécrétions des vésicules séminales contiennent 5
protéines majeures dont la synthése et la sécrétion sont régulées par les androgenes. Deux
d'entre elles «SVS IV et SVSV » (Ostrowski et al., 1979) sont des protéines glycosylées,
représentant 25 a 30% des protéines des vésicules séminales (Higgins et al., 1976). Ces deux
protéines présentent des homologies de structure qui ne sont toutefois pas suffisantes pour
leur conférer des fonctions similaires (Mac Donald et al., 1984).

L’ importance des vésicules séminales et de leurs sécrétions dans la fertilité a éé montrée chez
les rongeurs. En effet, I’ ablation des vésicules séminales chez le rat entraine une diminution
significative de la fécondité et de la mobilité des spermatozoides dans I’ utérus (Peitz et Olds
Clarke, 1986 ; Cukierski et al., 1991).

Chez le rat des sables Psammomys obesus, les vésicules séminaes sont sensibles a I’ action
des androgenes; une réduction significative de leur poids (63%) et de leur contenu en
protéines (52%) est notée aprés 30 jours de castration. (Gernigon et al., 1994).

Nous nous sommes intéressees a une protéine androgéno-dépendante majeure de poids
moléculaire apparent de 21 kDa mise en évidence dans les vésicules séminales du rat des
sables Psammomys obesus en période de reproduction. Elle est présente dans I’ homogénat, les
sécrétions et |e bouchon vaginal. Son expression est par ailleurs saisonniére.

Deux approches sont adopteées :
- une approche biochimigque et immunologique

- une approche protéomique
Elles ont nécessité plusieurs étapes.
Dans une premiére étape nous avons isolé, quantifié et purifié la protéine.

La deuxiéme étape nous a permis de mettre au point la production d’ anticorps polyclonaux
spécifiques pour une localisation immunohistochimique.

Nous avons caractérisé et identifié la protéine.

Enfin dans une derniére étape nous avons tenté de rechercher son réle physiologique lors de la
reproduction.
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1. letractus génital male

Letractus génital male (Fig. 1) est constitué des gonades (testicules), des voies excrétrices des
spermatozoides (épididyme et canal déférent) et des glandes annexes (vésicules séminales,
prostate et glandes bulbo urétrales de Cowper). C'est au niveau de ces voies et des glandes
annexes, que sont élaborés, de nombreux facteurs spécifiques responsables de la maturation,
de I’ acquisition du pouvoir fécondant et de la survie des spermatozoides.

Figure1l. Appareil génital méle du rat des sables Psammomys obesus en période de
reproduction.
T : testicule; VS: vésicule séminae;
Ed : Epididyme distal ; Ep : Epididyme proximal ;
GC : glande coagulante ; CD : canal déférent.

Chez lerat des sables Psammomys obesus, le tractus génital méle, présente une morphologie
comparable a celle des autres rongeurs.

Quelques particularités sont cependant relevées au niveau :

- delaprostate, du point de vue de sa localisation et de son aspect structural.
Elle est située au niveau du pelvis; la prostate ventrale n’apparait pas
subdivisée en glandes tubul o-alvéolaires comme chez les mammiféres,

- du cana déférent, qui présente une différence morphologique au niveau de
la partie terminale, elle ne se prolonge pas pour former |’ampoule
(Clermont, 1954 ; Clermont, 1960 ; Noller et al., 1977 ; Oud et de Rooj,
1977 ; Sinha Hikim et al., 1985 ; Bergmann, 1987).
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1.1. Lafonction sexuelle male

La différenciation du spermatozoide dans le testicule, sa maturation dans I’ épididyme et son
activité métabolique dans le plasma séminal, sont I’ expression d’ une interaction constante de
la cellule sexuelle et de son environnement. Les différentes étapes de ce processus qui débute
dans letesticule et qui se termine dans le tiers externe de la trompe sont toutes indispensables
al’ acquisition du pouvoir fécondant du spermatozoide (Dadoune, 1988).

Les androgénes sont nécessaires pour le maintien de la croissance et des fonctions de
secrétion dans les organes sexuels males. Ils agissent au niveau des tissus différenciés et
augmentent la synthése de nombreuses protéines spécifiques impliquées dans le processus de
maturation des spermatozoides, telles que la PBP (Parker et al., 1980), la spermine binding
protein (Liang et al., 1978), SVS 1V et V (Higgins et al., 1976) en régulant la concentration
de leurs messagers.

1.2. Lesglandes génitales annexes

Les glandes génitales accessoires de I'appareil male sont représentées par les veésicules
séminales, la glande prostatique et les glandes bulbo urétrales de Cowper. Les deux derniéres
ont une origine endodermique et dérivent du sinus urogénital, alors que les vésicules
séminales d’ origine mésodermique dérivent de la portion caudale du cana de Wolff (Jost,
1947)

Les vésicules séminales et la prostate produisent la plus grande partie du fluide séminal et leur
fonction est régul ée par les androgenes : testostérone et dihydrotestostérone (DHT).

1.2.1. Lesvésicules séminales

Les vésicules séminales ont été décrites pour la premiére fois en 1521 par I'anatomiste italien
Berengarius. A cette époque, elles étaient considérées comme des organes, ou le plasma
semina était entreposé, d'ou la désignation erronée de «veésicules seminales». Leurs
sécrétions contribuent au volume total du plasma séminal sans toutefois emmagasiner des
secrétions de source externe. Le canal excréteur de chaque vésicule séminale pénetre dans la
prostate apres avoir rejoint le canal déférent pour former le canal §aculateur qui pénétre dans
la prostate ; elles sont assimilées a des glandes exocrines.

Comme la prostate et I’ épididyme, les vésicules séminales constituent un organe cible des
androgenes. En effet, leur morphogenése, leur croissance et leur différenciation fonctionnelle
sont sous le contrdle des androgenes (Moore et al., 1984). Ces hormones jouent un role
fondamental dans le contréle de leur développement en modulant I’expression de genes
spécifigues. La testostérone est le principal régulateur de la structure et de la fonction des
cellules épithéliadles (Mata, 1995).

Leur développement a été étudié chez de nombreuses espéeces, I'homme, le rat, le hamster, le
taureau et la souris (Aumdller, 1979 ; Burki et al., 1953 ; Price, 1936).

1.2.1.1. Structure

Sur le plan histologique, chaque vésicule séminale est constituée de deux compartiments: le
compartiment épithélial et le stroma.
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Le compartiment épithélial est représenté par une muqueuse mince, trés plissée avec un
épithélium de type cylindrique pseudo dtratifié, constitué de cellules hautes, non ciliées,
possédant un noyau volumineux, un cytoplasme éosinophile et des cellules basales.

Les cellules épithéliales sont glandulaires. Au microscope éectronique, elles  sont
caractérisées par un REG, un appareil de Golgi volumineux et des grains de sécrétion, qui
occupent la zone apicale de la cellule. Ces derniers sont formés de vésicules claires avec un
grain dense excentré ; des saccules golgiens petits et extrémement dilatés sont observés au
voisinage de ces grains de secrétions (Gernigon, 1992).

Entre les cellules épithéliales, s'insérent des cellules de forme triangulaire moins abondantes,
constituant les cellules basales de remplacement. Ces cellules basales sont similaires a celles
décrites au niveau de |’ épithélium des autres parties du tractus génital (Mata, 1995). La
muqueuse est tres ramifiée et forme un systeme complexe de replis al’intérieur de la lumiére
de la vésicule séminale. Ce systéme de replis épithéliaux permet d augmenter la surface de
secrétion.

L e stroma est compose de tous les espaces interstitiels et de la paroi fibro-musculaire, située
a I'extérieur de la glande. Il renferme les cellules conjonctives logées dans la matrice
extracellulaire (MEC) et les cellules musculaires lisses (CML) qui forment la paroi fibro-
musculaire.

Laparoi fibro-musculaire comprend :

- une musculeuse constituée d’ une couche interne de fibres circulaires et d une
couche externe, comprenant des faisceaux longitudinaux,

- une adventice mince de nature fibro-élastique située sur la face externe de la
vésicule séminale.

Le stroma fibro-musculaire est de faible épaisseur contrairement a la lumiere de la vésicule
seminale, qui est volumineuse et remplie de sécrétions de type éosinophile.

1.2.1.2. Fonctions

L’importance des vésicules séminaes dans la fertilité est liée essentiellement a la présence
des protéines spécifiques impliquées dans |e métabolisme, la motilité et les modifications de
surface des spermatozoides (Curry et Atherton, 1990).

De nombreuses études chez les rongeur s ont montré que les vésicules séminales jouaient un
réle tres important dans la fertilité (Carbalada et Esponda, 1992; Carballada et Esponda,
1999 ; Mata, 1995; Li et al., 2005; Zhang et Jin, 2007).

Chez la souris, I’ ablation des vésicules séminales entraine une diminution significative de la
fécondité et de la mobilité du sperme dans I’ utérus (Pang et al., 1979 ; Peitz et Olds Clarke,
1986). Des observations similaires sont notées chez le hamster, ou |’ ablation des vésicules
seminales, empéche I'implantation de I’ oeuf chez lafemelle (Chow et al., 2003).

Leréle des vésicules séminales, essentiellement sécrétoire est sous le contrdle des androgénes
(Flickinger, 1974; Higgins et al., 1976). La testostérone constitue le principal régulateur de la
structure et de la fonction des cellules épithéliales, son absence se traduit par une atrophie
glandulaire et par la disparition de la sécrétion (Mata, 1995 ; Justulin et al., 2006).

Leurs sécrétions riches en fructose, la principale source d’ énergie pour les spermatozoides
g aculés, représentent environ 50 a 70% du liquide séminal.
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Les sécrétions comprennent des ions, des molécules organiques de faible poids moléculaire,
des peptides et des protéines ; elles contiennent plusieurs autres facteurs impliqués dans :

- la coagulation du sperme,
- lamotilité des spermatozoides,

- le maintien de la stabilité de la chromatine des spermatozoides (Richthoff et al.,
2002).

Outre l'activité sécrétoire, qui est un reflet de I'action de la testostérone au niveau de
I'épithélium, les fonctions principales du complexe ampoul o-vésiculo-ductal sont la résorption
de fluides ou de substances dissoutes et |a spermatophagie.

Il faut souligner par ailleurs qu’ en plus de leur androgénodépendance, les vésicules séminales
comme la prostate, pourraient étre au cours du développement et a |I'age adulte, sous le
contréle d’ autres hormones, telles que la prolactine (Negro-Vilar et al., 1977 ; Krall et Spring-
Mills, 1981 ) et les oestrogenes (Garcia-Florez et al., 2005 ; Thomson et Marker, 2006).

Chez le rat des sables, modéele expérimental de notre étude, la morphologie générale des
vésicules séminales a été décrite par Gernigon et ses collaborateurs (1994). Elle est
comparable a celle d autres rongeurs, tels que le rat de laboratoire et le cochon d’inde (Setchel
et Brooks, 1988).

Cependant, chez ce rongeur déserticole, le développement de |’ appareil génital male présente
un véritable cycle saisonnier, dont les répercussions au niveau des vésicules séminales, sont
trés importantes. En effet, parmi les trois organes issus du cana de Wolff (épididyme, canal
déférent et vésicules séminales) ce sont les vésicules seminales qui sont les plus sensibles aux
fluctuations des androgénes. Ces fluctuations se traduisent par un cycle saisonnier pondéral
des vésicules séminales, mis en évidence par Khammar (1987) et Amirat (1989) chez le rat
des sables, chez le Hamster par Spring-Mills (1980) et le Macaque par Matsubayashi et
Mochizuki (1982). La régression pondérale des vésicules seminales précede celle des
testicules et traduit mieux les variations saisonnieres de la production hormonale (Khammar,
1987). Elle s effectue au printemps; le poids vésiculaire minimum s observe en juin, mais
peut |égérement étre avancé au mois de mai, ou au contraire étre retardé jusqu’ ala mi-juillet.

La reprise a lieu au début de I’été (juin ou juillet pour certains animaux) ; elle est plus
importante en septembre (Amirat, 1989).

Un méme cycle pondéral est retrouvé chez des rongeurs déserticoles nocturnes tels que la
gerbille (Khammar 1987 ; Belkacemi, 1988), le mérion (Gernigon, 1992). Ce cycle est
cependant inversé par rapport a celui du rat des sables, puisque chez ces rongeurs, le poids
maximal des vésicules séminales est noté au printemps.

Chez I"homme, les vésicules séminaes présentent une organogenese simple (Hatier et al.,
1985) ; leur différenciation s effectue pendant I’ enfance et I’ adolescence. Apres la puberté, les
glandes matures forment des structures ayant |'aspect de bourses atteignant une longueur
d'environ 2.2 a 2.5 cm, un poids de 5.8 a 8.8 g et une capacité denviron 3.4 a 4.5 ml,
contribue pour environ 70% du volume total du fluide séminal (Aboul-Azm, 1979). Elles
acquiérent leurs caractéristiques définitives et principalement leur activité sécrétoire entre 16
et 18 ans (Aumdller, 1979). Chez I'adulte, apres |I’age de quarante cing ans, le systeme
musculaire des vésicules séminales est réduit et des changements régressifs surviennent.
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2. Les protéines androgéno-dépendantes spécifiques des vésicules séminales

Dans les vésicules seminales, glandes annexes du tractus génital, I’ épithélium synthétise et
sécréte un grand nombre de protéines androgéno-dépendantes qui ont été mises en évidence
chez différentes especes de mammiféres, dont I’homme. Les fonctions de ces protéines ne
sont pas bien connues pour la majorité d’ entre elles. Cependant, certaines jouent un role clé
dans la maturation des spermatozoides (Turner et al., 1979 ; Normand et al., 1991). C'est le
casde:

- la séménogéline qui est impliquée dans la constitution de la masse gélatineuse
envel oppant les spermatozoides §aculés (Liljaet al., 1989),

- de la cdtrine qui inhibe la pénétration du calcium dans les spermatozoides
probablement en se liant aux transporteurs de calcium localisés dans la membrane
plasmique de |’ acrosome et du flagelle (San Augustin et Lardy, 1990),

- d'autres protéines se lient aux spermatozoides et peuvent affecter leur mobilité
(Weil, 1965 ; Rufo et al., 1982 ; De Lamirande et Gagnon, 1984 ; Foresta et al.,
1986 ; Scheit et al., 1988).

L'étude des protéines des vésicules séminales a attiré un intérét croissant ces derniéres années
et une classification, basée sur leurs fonctions a été établie.
Ony retrouve :

- des protéines structurales impliquées dans la constitution protéque du coagulum
sémina : la seménogéline (Lilja, 1990 ; Lilja et al., 1989 ; De Lamirande €t al.,
2001 ; Whang et Zhang, 2007) et lafibronectine (Liljaet al., 1987)

- des protéines de transport et des protéines plasmatiques analogues : la transferrine,
lalactoferrine (Tauber et al., 1975).

- des protéines modulant le sperme (l'inhibiteur de la mobilité du
plasma séminal (SPMI), De Lamirande et Gagnon, 1984).

- des protéines immuno-modul antes (Scaferrine) (Herr et al., 1986 ; 1989)

- des enzymes (anhydrase carbonique, 5'-nucléotidase) (Kaunisto et al., 1990) et la
N acétyl glucosaminidase.

- des inhibiteurs d'enzymes: inhibiteur de la protéine C (PCl) (Laurell et al.,
1992) et inhibiteur delatrypsine (Min-Long et al., 1991).

2.1. Chez lesrongeurs

L’ expression d’un petit nombre de génes specifiques du tractus génital méale a fait |’ objet de
travaux de plusieurs équipes de recherche. Ces travaux ont porté essentiellement sur les
meécanismes d'action des androgenes sur les tissus cibles adultes et ont montré, que ces
hormones agissaient en contrélant |’expression de ces géenes spécifiques (Taragnat, 1988 ;
Normand, 1991).

Parmi les produits protéiques des genes régulés par les androgénes, des protéines androgéno-
dépendantes spécifiques de la vésicule séminale ont suscité un intérét particulier et ont été
étudiées chez plusieurs espéces, tout d’ abord, le cobaye (Veneziae, 1977 ; Moore et al.,
1984), la souris (Normand, 1989) et lerat (Higgins et al., 1976).
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Chez la souris, plusieurs protéines androgéno-dépendantes majeures ont été décrites, sept
d’entre elles sont désignées comme chez le rat, par SVSI, SVS Il jusgu’a SVS VII (seminal
vesicle secretory) par ordre de PM décroissant (Luo et al., 2001) et MSVSP99 (Mouse
seminal vesicle secretory protein of 99 amino acids) (Morel et al., 2001). Parmi ces protéines,
certaines présentent des particularités et des caractéristiques spécifiques :

- SVSII est une protéine basique de 40 kDa, qui constitue un composant structural
du bouchon vaginal et un facteur de décapacitation des spermatozoides (Kawano et
Y oshida, 2007). Elle joue un réle dans la motilité des spermatozoides, mais n’a
aucun effet sur la capacitation (Luo et al., 2001 ; Lundwall et al., 2003).

- MSVSPI9 est une protéine de 14 kDa secrétée par les cellules épithéliales et
spécifique de la vésicule séminale; cette protéine est caractérisée par un pHi
comprisentre 5.23 et 5.7 (Morel et al., 2001).

Parmi les protéines ayant une action stimulatrice sur lafertilité de la souris, une protéine de 39
kDa appelée « CEACAM10 » a été identifiée récemment dans les secrétions des vésicules
seminales. Cette protéine est abondamment exprimée chez la souris adulte, suggérant un role
dans la reproduction. Des expériences in vitro ont permis de localiser « CEACAM10 » sur
toute la surface des spermatozoides et ont montré qu’elle avait la capacité d’ augmenter leur
motilité (Li et al., 2005).

D’ autres protéines ne sont pas représentées majoritairement chez la souris, mais jouent un réle
déterminant dans la fertilité. Il s agit essentiellement de la catrine-like trypsine inhibiteur
P12, qui agit comme inhibiteur du transport du calcium (C&?*) par les spermatozoides (Chen
et al., 1998), de la SVA (semina vesicle autoantigen), protéine de 19 kDa synthétisée par
I” épithélium des vésicules séminales, qui inhibe la motilité des spermatozoides (Huang et al.,
1999). Elle agit également comme facteur de décapacitation des spermatozoides (Huang et
al., 2000 ; 2005 ; 2007).

Il faut souligner également, que parmi les protéines issues des secrétions des veésicules
séminales, quelques unes, pourraient étre impliguées dans I'immunité de la reproduction. En
effet, Daimon et Wada (2005) ont montré par des expériences réalisées in vitro, que les
sécrétions des vésicules séminales sont a I'origing, de I'attraction des polynucléaires
neutrophiles (PN) au niveau de I'utérus. Les PN agissent en libérant la MMP-9, métallo
protéinase indispensable par son action sur les premiers stades de I’ implantation.

Parmi les proténes identifiées chez le rat, deux sont des produits majeurs de sécrétion : Set F
(Higgins et al., 1976) ou SVS IV et SVS V (Ostrowski et al., 1979) et font partie des
protéines structurales du bouchon vaginal (Mac Donald et al., 1984 ; Williams et al., 1985
Fawell et al., 1986).

Manco et Abrescia (1988) ont montré que SVS IV se fixait sur les spermatozoides lors de
I’ §aculation.

SVSIV et SVSV représentent environ 30% des protéines totales des vésicules seminales, elles
ont un PM respectif de 18 kDa et 17 kDa, un pHi de 9.7 et sont glycosylées. Les constituants
glucidiques sont essentiellement le N-acétylglucosamine, le mannose et le galactose (Higgins
et al., 1976) ; leur synthése est régulée par les androgénes. Dans les sécrétions, ces protéines
sont présentes dans les rapports 2 SVS IV pour 1 SVS V. Elles sont spécifiques des vésicules
seminales, puisqu’ elles ne sont détectées dans aucun autre organe (Higgins et al., 1976). Elles
présentent sur le plan structural des homologies, qui ne sont toutefois pas suffisantes pour leur
conférer une fonction similaire (Mac Donald et al., 1984).



Synthese bibliographique

En plus de ces deux protéines de la vésicule séminale, quatre autres protéines (SVSI, SVSII,
SVSIII et SVSVI) de PM respectifs de (100 kDa, 50 kDa, 37 kDa et 16 kDa) sont connues
chez lerat (Aumuller et Seitz, 1986 ; Schifman et al., 1988) ; SVSII comme SVSIV et SVSV
sont également des protéines constitutives du bouchon vagina (Fawell et al., 1986 ; Wagner
et Kistler, 1987 ; Harriset al., 1990).

Dans le cas des rongeurs déserticoles, des protéines exprimées en période de reproduction et
réprimées en période de repos ont été décrites chez le Mérion de Libye (Meriones Libycus), il
S agit essentiellement des composés de PM apparent de 12 ; 17 ; 21 ; 24 ; 34 et 78 kDa, parmi
lesquels 4 sont majoritaires (12 ; 17 ; 21 et 78 kDa) (Gernigon, 1992 ; Mataoui, 1999).

Chez lerat des sables, |la sensibilité de la vésicule seminale aux androgenes s est traduite par
les variations saisonniéres observées pour la protéine majeure de 21 kDa, mise en évidence
dans la vésicule séminale, directement liées a la testostéronémie. En effet, la vésicule
seminale qui ne regoit les androgénes que par la voie sanguine est trés sensible aux variations
de latestostéronémie.

La réponse des vésicules séminaes a la testostérone est plus rapide que celle du testicule ou
I” azoospermie n’ apparait qu’ alafin du printemps (Gernigon, 1992).

2.2. Chez ’'homme

Chez I’homme les protéines d origine vésiculaire connues sont la lactoferrine (76-80 kDa),
I’abumine (67 kDa), une antitrypsine (45kDa), une protéine spécifique du spermeet le
lysozyme (14.5 kDa) qui est d origine vésiculaire et prostatique (Balerna et al., 1985).

La majorité des protéines androgéno-dépendantes décrites au niveau des vésicules séminales,
sont issues des secrétions et se retrouvent essentiellement dans le plasma séminal, dont la
composition est trés hétérogene.

Parmi ces protéines, certaines se fixent sur la membrane des spermatozoides : la lactoferrine
ou scafferin et la semina plasma n°7 antigen ou ferrisplan, d’ autres se retrouvent au niveau
des cellules épithéliaes des vésicules séminales, telle que la placenta protein 5 ou PP5 et la
SVSA . specific seminal vesicle antigen ou au niveau des cellules bordant la paroi des
capillaires sanguins (Herr et al., 1989 ; 1986).

2.2.1. Protéines androgéno-dépendantes du plasma séminal

Parmi les protéines structurales impliquées dans la constitution protéique du coagulum
séminal, la séménogéline et la fibronectine issues des vésicules séminaes constituent les
protéines essentielles du coagulum.

La séménogéline a éé identifiée comme étant la protéine majeure des sécrétions des
vésicules séminales humaines Lilja (1990). Elle est produite en grande quantité par les
cellules épithéliales des vésicules séminales et est responsable de la coagulation du plasma
séminal chez I’homme comme chez la souris (Yoshida et al., 2008). En éectrophorese
monodimensionnelle, elle est identifiée comme une protéine majeure de 52 kDa (Lilja et
Laurell, 1985).

Sa structure primaire a été déterminée a partir de la séquence nucléotidique du cDNA codant
pour son précurseur (Liljaet al., 1989).

C’ est une protéine constituée de 439 acides aminés au stade mature ; elle comporte 46 résidus
avec une séguence signal de 23 acides aminés. Sa séquence peptidique est caractérisée par une
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haute teneur en glycine (13.7%) et en histidine (7%) et par |’ absence de méthionine. On reléve
également la présence de séquences d'acides aminés répétitifs, dont une cystéine en position
216, qui est responsable de la formation d'homodimeéres.

La semeénogéline est caractérisee par la présence d épitopes, qui peuvent réagir avec d’ autres
présents au niveau des spermatozoides humains. Ce qui suggére une participation de ces
épitopes dans larégulation de la mobilité des spermatozoides (Lilja, 1990).

Par ailleurs, Shivaji et ses collaborateurs (1990) ont montré que le contenu en acides
aminésdu plasma sémina augmentait considérablement apres I'gaculation. Cette
augmentation pourrait étre le résultat d'une dégradation protéol ytique des protéines sécrétées
par les vésicules séminales par des protéases d'origine prostatique.

En effet, la séménogéline, protéine sécrétée en grande quantité par les cellules épithéliales de
la vésicule séminale, subit une dégradation protéolytique par les protéases d'origine
prostatique (Yoshida et al., 2008). Parmi les peptides issus de la dégradation par la PSA
(Prostate Specific Antigen) , certains d’ entre eux, jouent un réle essentiel dans la régulation
de la capacitation des spermatozoides. Ces peptides agissent sur les spermatozoides en
inhibant leur capacitation prématurée (De Lamirande et al., 2001 ; Jonsson et al., 2006 ; De
Lamirande, 2007 ; Yoshidaet al., 2008).

La SVSA, protéine majeure de PM de 69 kDa spécifique des vésicules séminales présente au
niveau de |’ épithélium avant I’ §aculation, subit une dégradation par la PSA, aboutissant a un
peptide de 32 kDa qui serait impliqué dans la fertilité (Herr et al., 1986 ; Mc Gee et Herr,
1987 ; 1988).

L es fibronectines sont issues des secrétions des vésicules séminales et sont retrouvées a une
concentration de 1 mg/ml dans le plasma séminal. Ce sont des glycoprotéines qui se
présentent sous deux formes: une forme soluble (LCR, plasma séminal) et une forme
tissulaire insoluble qui joue un réle dans I'adhésion cellulaire. Elles sont constituées de deux
sous unités similaires de poids moléculaire de 225 et 250 kDa reliées par des ponts disulfures.
La fibronectine est incorporée dans le coagulum constitué de séménogéline et libérée par la
suite, apres liquéfaction, sous |’ action des kallikréines 2 et 3 (hK2 ; hK3) (Liljaet al., 1987).

Lesinhibiteursd'enzymes
- L'inhibiteur de la protéine C (PCI)

L'inhibiteur de la protéine C (PCI), a été découvert en premier lieu dans le sang puis dans
I'urine. Sa concentration dans ces fluides est faible et est respectivement de 5.3 pg/ml et 0.1
pg/ml (Laurell et al., 1992).

Espana et ses collaborateurs (1997) démontraient que la source principale de I'inhibiteur de la
protéine C était le plasma seminal et que sa concentration est de 220 pg/ml.

La PCI est produite par plusieurs glandes sexuelles annexes, mais les vésicules séminales,
constituent |'origine sécrétoire majeure de cette protéine.

Du point de vue structural et fonctionnel, la PCI est une glycoprotéine composée d' une chaine
unique de 57 kDa possédant une activité inhibitrice vis-a-vis des protéases a sérine.

Dans le plasma semina liquéfié, 1a PCl est dépourvue d’ activité inhibitrice, ceci en raison de
sa présence sous deux formes : une forme complexée de haut poids moléculaire et une forme
clivée de faible poids moléculaire.
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- Protéines immuno-modulantes (Scaferrine)

D’autres protéines des vésicules séminales, se retrouvent fixées a la membrane des
spermatozoides, il s agit de lalactoferrine ou scafferin et de la « seminal plasman®7 antigen »
ou ferrisplan, de PM respectifs de 80 kDa et de 15 kDa, protéines retrouvees également dans
le lait. Toutes ces protéines sont caractérisées par leurs propriétés antigéniques, al’ exception
de la PP5 (placental protein 5), protéine de PM de 36 kDa et de |a prolactine de PM de 22 kDa
(Herr et al., 1989).

2.2.2. Autres composants du liquide séminal

La composition du liquide séminal est trés hétérogéne. Outre les protéines, d autres
composants or ganiques sont présents.

Les prostaglandines, dont le rdle reste encore peu connu, constituent le composant du plasma
seminal, présent en proportion tres élevée. Elles sont néanmoins soupconnées détre
impliquées dans la mobilité spermatique (Gerozissis et al., 1982).

Des peptides qui semblent dériver de I'épididyme, de la prostate et des vésicules séminales
(Mann et Lutwak, 1981).

Parmi les molécules organiques, les sucres constituent des composants essentiels du liquide
seminal et principalement :

- Le fructose qui est le sucre réducteur principa du plasma sémina. Son
implication se situerait au niveau de la coagulation du plasma séminal (Montagnon
et al., 1990).

- Leglucoseformé servirait comme agent énergeétique aux spermatozoides.

- Le plasma séminal contient aussi une certaine quantité de phospholipides dont la
production proviendrait des vésicules séminales.

- Ony retrouve égaement du glutathion en faible quantité dont le réle serait de
protéger les spermatozoides contre les spermicides intermédiaires provenant de la
dégradation de polyamines.

- Le liquide sémina comporte aussi une assez forte concentration de béta
endorphine dont I'influence se situerait au niveau de la mobilité spermatique.

Une partie du liquide séminal est issue des glandes prostatiques, puisque chez I’homme, cette
sécrétion constitue 13 a 33% du volume de I'§aculat et contribue a la motilité des
spermatozoides, qui dans certains cas peut étre perturbée par une acidité du milieu,
principalement celle des sécrétions vaginales. Cette acidité est cependant neutralisée par
['alcalinité du liquide séminal, qui favorise ainsi une motilité maximale des spermatozoides.

3. Expression des protéines androgéno-dépendantes des vésicules seminales au cours du
développement

Pour lamagjorité des protéines androgéno-dépendantes identifiées dans | es tissus reproducteurs
adultes, les études de leur expression ont été réalisées afin de voir si leur apparition au cours
du dével oppement coincidait avec I’ élévation pubertaire des androgenes (Normand, 1991).
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3.1. Chez lesrongeurs

3.1.1. Lerat

L’ expression des protéines majeures mises en évidence dans lavésicule seminale du rat, a été
étudiée pour SVS IV et SVS V. Ces deux composes majeurs sont détectables chez des
animaux agésde 5jours (Kistler et al., 1981) et de 10 a 15 jours, selon Fawell et al. (1986).

L’ accumulation massive de ces protéines, n’intervient toutefois, qu’ aprés la 4°™ semaine de la
vie post-natale. Cette accumulation serait due ala prolifération des cellules épithéliales plutbt
gu’ a une augmentation de leur activité intrinseque de synthése. Chez des animaux agés de 60
jours, la synthése de SVS IV, mesurée par |'incorporation d’ acides aminés radioactifs est 20

fois supérieure a celle d’ animaux agés de 20 jours (Kistler et al., 1981).

L’ ARN messager de SVS 1V, est cependant retrouvé en quantité importante chez des animaux
immatures, bien avant I’accumulation de la protéine. Au cours du développement, la
concentration du messager est multipliée par 4, alors que celle de la protéine est multipliée par
25, ce qui semble montrer |’ existence d'une régulation post-transcriptionnelle pour SVS 1V
(Kistler et al., 1981). Les mécanismes par lesquels, la testostérone régule |’ expression des
genes de ces protéines fut démontrée par la suite (Brochard et al., 1997 ; 1999 ; Simon et al.,
1997).

3.1.2. Lasouris

la protéine majeure androgéno-dépendante de 14 kDa spécifique de la vésicule séminae
MSVSP99, n'est détectable qu'a partir de 27 jours, alors que son gene est actif chez des
animaux agés de 10 jours, (Morel et al., 2001). La détermination de sa séquence peptidique a
montré qu’ elle présente de fortes homologies avec certaines protéines de la vésicule séminae
du rat, notamment avec SV'S (Guilbaud et al., 1993 ; Simon et al., 1995).

3.2. Chez I'homme

Pendant la vie embryonnaire, les vésicules séminales apparaissent chez |I’embryon de 58 mm
de longueur ; elles dérivent du canal déférent a partir du canal de Wolff. Leur développement
est sous le contrdle de |a testostérone et seffectue trés lentement jusgu'a la puberté.

3.3. Conclusion

L’ implication des protéines spécifiques du tractus génital male dans |’ acquisition du pouvoir
fécondant des spermatozoides a suscité I’ intérét de plusieurs groupes de recherche.

Cependant, la majorité des études a porté essentiellement sur les protéines épididymaires et a
montré que les effets des androgenes sur la synthese de ces protéines sont peu importants par
rapport aux effets observés sur les vésicules séminales et sur la prostate (Normand, 1991).

Le role direct des protéines épididymaires dans la fécondation, n’a pu étre démontré que pour
guelques protéines, telle que, EP1-EP6 (Epididymal protein 1-6), protéine sécrétée chez le
hamster favorisant la liaison des spermatozoides a la zone pellucide (Gonzalez-Echeverria et
al., 1984). Les protéines B et C specifiques de I’ épididyme, s'incorporent ala membrane des
spermatozoides au cours de leur transit épididymaire et joueraient un rble dans leur
maturation post-testiculaire (Brooks et Tiver, 1983). Elles pourraient contribuer également
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aux phénomenes de reconnaissance de surface espéece spécifique entre spermatozoides et
ovules (Cuaniscu et al., 1984).

4. Caractérisation et identification desprotéines

Au cours de ces dernieres anneées, la caractérisation et |’ identification des protéines ont suscité
le développement simultané de techniques séparatives et d’ analyse plus résolutives, telles que
I’ & ectrophorese bidimensionnelle et |a spectrométrie de masse.

La combinaison de ces deux méthodes de séparation et d' analyse a donné naissance a la
protéomique.

En plus des différents appareillages mis au point pour |’ anal yse protéomique, cette approche a
considérablement été dotée par tous les programmes de sequencage de génomes ainsi que des
outils et moteurs de recherche bioinformatique, permettant la caractérisation et I identification
du protéome des eucaryotes.

4.1. Définition

Le protéome caractérise donc I’ ensemble des protéines constituant un organisme vivant dans
sa globaité, un tissu, une cellule ou un compartiment cellulaire (ex: les protéines nucléaires,
les protéines mitochondriales, les protéines membranaires) (Kenyon et al., 2002).

La protéomique s intéresse a I’ é&ude du protéome, le terme protéome ayant été proposé pour
la premiéere fois en 1995 pour désigner « I’ensemble des produits fonctionnels exprimés par
un génome » (Kahn, 1995).

Rapidement, avec I’ avancée des techniques dans ce domaine, cette définition a évolué. C’ est
ains que Anderson et Anderson (1998) introduisent le terme «proteomics» et définissent
I”analyse protéomique par « I’ utilisation de la quantification au niveau de la protéine comme
mesure objective de |’ expression génique, caractérisant un processus biologique donné et
comme un moyen de décodage des mécanismes contrélant cette expression ».

4.2. Objectifs

Le premier point d étude de la protéomique est I’identification exhaustive des protéines
exprimées par un organisme (Mamstrom et al., 2004 ; Mc Gregor et Dunn, 2006).

Le décryptage de nombreux génomes, auss bien bactériens, végétaux que mammiferes, en
particulier, le génome humain annoncé dans les années 2000 a grandement facilité
I’ émergence du protéome au cours de ces derniéres années (Venter, 2001).

Il faut néanmoins souligner que le séquencage de ces différents génomes ne permet pas de
connaitre les protéines exprimeées dans une cellule a un instant donné de sa vie. De plus, le
faible nombre de genes eucaryotes (environ 30000 pour I"homme), et qui reste constant durant
toutes les étapes de la vie de la célule, laisse penser que la complexité des différents
organismes est induite par une variation de |’ expression des proténes.

Ainsi, |’approche protéomique vise a établir I'identité, la quantité et la fonction de ces
protéines, et a en déterminer I'expression en fonction des conditions environnementales
(Patterson et Aebersold, 2003).

L’ importance prise récemment par |’ analyse protéomique s explique par :

- Les niveaux d'expression protéiques ne sont pas le simple reflet des niveaux
d’ expression des ARN messagers. En effet, des études ont montré, que pour une
population de genes considérée comme relativement homogéne en terme
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d’ expression des ARN messagers et de demi-vie des protéines codées, des
variations significatives du niveau dexpression des protéines peuvent étre
observées (Anderson et Seilhamer, 1997 ; Gygi et al., 1999).

Les protéines peuvent subir une série de modifications qui ne sont pas forcément
identifiables a partir de la seule séquence de leurs génes. Beaucoup de ces
molécules ne parviennent a leur forme biologiquement active qu’a la suite d’une
étape de maturation post-traductionnelle comme, par exemple, la glycosylation ou
la phosphorylation.

L’ analyse protéomique est dynamique. En effet, un méme génome peut conduire a
différents protéomes, selon les étapes du cycle cellulaire ou de la différenciation,
de la réponse a des signaux biologiques ou physiques, de [’ état
physiopathologique. Lottspeich illustre parfaitement ces phénomenes en
rapprochant lesimages d’ une chenille d’ un papillon (Lottspeich, 1999).

Génomique Complexomique
I I
Traduction Protéine Systémes
RN
ADN I A I protéine e fonctionnelle e biologiques
i i
1 1
: i
1 1
! !
Identification Modifications
Post- traductionnelles

Figure 2a. Schéma représentant les différentes étapes de la protéomique. D’ apres

Patterson et Aebersold (2003).

L’ approche protéomique passe par de nombreuses étapes (Fig. 2a) :

g c Ww N PE

Approche protéomique descriptive : obtenir un catalogue
Approche protéomique différentielle et quantification
Recherche de modifications post-traductionnelles
Protéomique clinique et recherche de biomarqueurs

La complexomique : éude de la machinerie cellulaire
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4.3. Stratégie de I’analyse protéomique (Fig. 2b)

L’ analyse protéomique se propose de donner une image globale de ces systemes biologiques
et de leur complexité. Mais ce développement n’aurait pas été possible sans les avancées
technol ogiques qui permettent I’ é&ude du protéome telles que :

- le séquencage de génomes complets qui alimentent |es banques de données,

- I’évolution des techniques de séparation des protéines et de préparation de
I’ échantillon avec les gel's d’ électrophorese (1D et 2D),

- I'apparition de systemes de micro et nano chromatographie liquide et leur
couplage ala spectrométrie de masse.

[ Cellules / Tissus / Fluides biologiques ]

v

[Sépam‘rion des protéines par électrophorése (1D, 2D)}

v

[Diges‘rion enzymatique des protéines d'in‘réré“r]

v

(Empreinte peptidique par MALDI-TOF-MS ]

v

[Recherche dans les banques de données (pr‘o‘réines)] ——>» Protéine njﬂ identifiée
J’ Sé tidi MS/MS
Protéine identifiée [ équengage peptidique par ]

[ Recherche d'homologie de séquence (SWISS-PROT) }

v

[ Profil d'expression de la protéine }

Figure 2b. Stratégie générale de |’ analyse protéomique. (Tonellaet al., 2001)

D’une maniere générale, cette approche consiste a séparer un mélange protéique complexe sur
un gel d électrophorése, a digérer les protéines et les analyser par spectrométrie de masse
(figure 2b) (Tonella et al. 2001).

L’ application d’une telle technologie de séparation des protéines, couplée a la spectrométrie
de masse a permis a un grand nombre de groupes de se lancer dans I’ analyse systématique
afin de réaliser des cartes protéiques de gel 2D et la mise en place de bases de donnés
construites autour des gels 2D (Todaet al., 1998 ; Mollenkopf et al., 1999).
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4.4. Recher che de modifications post-traductionnelles

Un troisiéme point trés important pour |’ étude protéomique par spectrométrie de masse est la
recherche des modifications post-traductionnelles portées par les protéines d’intérét. En effet,
le faible nombre de génes eucaryotes laisse a penser que la complexité des organismes va
résulter entre autre de la maturation et des modifications post-traductionnelles des protéines.

Ces modifications post traductionnelles regroupent les modifications chimiques covaentes
ains que la perte d acides aminés sous I'action d' exopeptidases (Biemann, 1990). La
spectrométrie de masse est aujourd hui I’outil de choix pour répondre aux questions des
maodifications post-traductionnelles portées par les protéines.

Elle peut en effet identifier le type de modification (phosphorylation, glycosylation,
oxydation...), déterminer son emplacement sur la séquence des protéines, voir sa structure
(Mann et Jensen, 2003 ; Heintz et al., 2004).

Dans le cadre de notre travail nous avons adopté ces méthodes d' étude pour caractériser et
identifier la proténe androgénodépendante majeure de poids moléculaire apparent de 21 kDa
mise en évidence dans les vésicules séminales du rat des sables Psammomys obesus en
période de reproduction.
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1. Animaux et échantillons

1.1. Animaux

Les expériences sont réalisées sur le rat des sables méle adulte (Psammomys obesus)
(Cretzschmar, 1828) provenant de deux régions d’ Algérie Béni Abbes et M’sila(Tableau I).

Tableau |. Caractéristiques des localités de capture.

Lieu de . Etage
Coordonneées T
capture bioclimatique
Béni Abbes | 30°07' N, 2° 100 W Aride
M’sila 35°00' N, 4° 00" E Semi aride

C’est un rongeur déserticole a activité diurne de la famille des Muridés et de la sous famille
des Gerhillidés. 1l a une espérance de vie de 3 ans et se nourrit exclusivement de plantes
halophiles, riches en eau et en sels minéraux appartenant a la famille des Chénopodiacées :
Traganum nudatum, Suaeda mollis et Salsola foetida (Daly, 1973).

Les animaux utilisés pour nos expérimentations sont capturés dans leur biotope naturel dans
deux régions d’' Algérie : Béni Abbés (zone aride) et M’ sila (zone semi aride).

La collecte des animaux s est effectuée de Mai 2000 a Janvier 2008 (Annexe |), généralement
pendant la période de reproduction qui se situe entre le début de I’automne et la fin du
printemps (septembre — mai). Les animaux sont capturés au lever du jour dans des piéges
placés a proximité des terriers avant la premiére sortie de I’ animal.

Les méales adultes sont retenus, les femelles et les animaux immatures sont rel &chés.

llIs sont ensuite acheminés au laboratoire pour effectuer les prélevements des
échantillons (sang ; organes du tractus génital : vésicules séminaes, épididymes et canaux
déférents). Pendant leur court s§our au laboratoire, les animaux sont placés dans des cages a
25°C et nourris de feuilles fraiches de Chénopodiacées rapportées du biotope. La ration
alimentaire est calculée sur la base du poids et du sexe des animaux. Pour les méles un apport
de 61% du poids de |I’animal / 24 heures est recommandé (Petter, 1961).

1.2. Prééevement des échantillons

Tous les animaux sont sacrifiés aprés anesthésie avec de I’ uréthane a 20% a raison de (0,4
mi/100 g de poids corporel). Les organes du tractus génital (vésicules séminales, épididymes
proximaux et distaux et canaux déférents) sont rapidement débarrasses de leur tissu adipeux,
pesés et conservés a sec a -80°C pour I'analyse des protéines ou |’ extraction des ARN ou
dans les solutions de fixation pour I’immunohistochimie.
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1.3. Extraction des protéines

Les protéines solubles destinées a étre ultérieurement analysees par éectrophorese sont
extraites des veésicules seminales conservées 4 —80°C.

Pour faciliter I’ extraction des protéines, les tissus des vésicules séminales, des épididymes et
des canaux déférents sont placés séparément dans de I’ azote liquide, puis broyés pendant 30
secondes dans un homogénéiseur (Braun, Melsungen RFA). Le broyat récupéré est
additionné de tampon A (Annexe I1), puis centrifugé a + 4°C a 12 000 g pendant 10 minutes;;
les surnageants sont récupérés et conservés a-20°C, jusqu’aleur utilisation.

Pour les sécrétions, les vésicules seminales sont ligaturées et prélevées seules aprés
élimination des glandes coagulantes. Les sécrétions sont récupérées par une |égére pression
sur lavésicule séminale et sont diluées dans 800 pl de tampon A.

Apres centrifugation a 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C, le surnageant est récupére, puis
conservé a-20 °C pour |’ analyse électrophorétique.

1.4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé par le test BIORAD qui est dérivé du test de Bradford
(1976). 1l est basé sur le changement d absorbance maximale de 465 nm a 595 nm d’ une
solution acide de bleu de Coomassie brillant G250 lors de sa fixation aux protéines.

Le bleu de Coomassie se fixe de fagon tres sélective sur les protéines et particulierement au
niveau des acides aminés basiquestel quel’arginine.

Le dosage se fait dans des plagues de microtitration (Dynatech M29A), la lecture est réalisée
dans un spectrophotometre (Dynatech M R5000).

1.5. Concentration des proténes (Lyophilisation et Centricon)

Pour la séparation des protéines par éectrophorése monodimensionnelle SDS-PAGE ou par
isoélectrofocalisation, des concentrations protéiques respectives de 100 g, 60 pg et 75 ug
sont préparées dans un volume final de 50 pl sont nécessaires.

Afin de remédier au probléeme de la faible concentration protéique de certains échantillons,
une étape de lyophilisation suivie d’ une dialyse est réalisée.

Pour d autres extraits protéiques, |’ aternative intéressante utilisée a été I'emploi de tubes de
concentration de type Centricon (Amicon Corporation, Scientific Systems Division, Denvers,
Maryland, USA).

L'utilisation de ces tubes permet non seulement une concentration importante des protéines
mais aussi I’élimination d’'une grande proportion des sels présents dans les extraits
protéiques, selsqui peuvent interférer dans les différentes expérimentations qui suivent.
Tenant compte du poids moléculaire de notre protéine d'intérét (21 kDa), des centricons dont
le poids moléculaire d'exclusion est de 10 kDa, sont utilisés.

2. Analyse des protéines

Les protéines sont séparées par éectrophorése monodimensionnelle en conditions
dénaturantes, selon la méthode de Laemmli (1970). Elles sont séparées sur un gel de
polyacrylamide en présence d un détergent, le SDS, qui, en solubilisant les protéines se fixe
sur elles, masgue leur charge native et leur confére une charge négative identique. Sous
I"action d’ un champ électrique, la migration s effectue alors uniquement en fonction de leur
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poids moléculaire (PM) que I'on peut déterminer par comparaison avec des protéines
standard de PM connus :

v phosphorylase b (94 kDa),
v abumine (67 kDa),
v' ovabumine (43 kDa),
v anhydrase carbonique (30 kDa),
v inhibiteur delatrypsine (20,5 kDa)
v’ lactalbumine (14,4 kDa).

2.1. Séparation desprotéines

Pour la séparation des protéines, deux techniques éectrophorétiques sont utilisées:
I’ électrophorese  monodimensionnelle en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) pour
I’isolement de protéines d intérét et |’ électrophorese bidimensionnelle (O’ Farrell, 1975) pour

la caractérisation et I’ identification.

2.1.1. Electrophorése monodimensionnelle en conditions dénaturantes (SDS-

PAGE)

2.1.1.1. Préparation des gels

Pour une meilleure résolution é ectrophorétique, nous avons utilisé 2 types de gels:

- un gd de séparation a 12,5% d acrylamide-bisacrylamide pour les
protéines solubles de I’ épididyme et des canaux déférents.

- un gel a 15% d’ acrylamide-bisacrylamide pour les protéines solubles des
vésicules séminales, afin d’ obtenir une meilleure séparation pour les

protéines de faible PM.

Tableau |I. Composition des gels de concentration et de séparation.

GELS Gradient 10 — 20%
COMPOSANTS Gel 4,5% | Gel 15% Gel 10% | Gel 20%
Tampon de concentration 7.5ml - - -
Tampon de séparation - 18 ml 27 ml 7ml
Acrylamide 30% - 45 mi 30 ml 60 ml
Bis-acrylamide 1% - 11 ml 7.5ml 15 ml
Acrylamide-Bis-acrylamide 30,8% 4.5 ml - - -
H.0 18 ml 16 ml 25.5ml 3ml
Saccharose - - - 12g
Per sulfate d’ammonium 10% 90 pl 520 pl 200 pl
TEMED 30 ul 30 ul 20 pl
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Les volumes sont calculés pour :

- Gel a4.5% et a15% (2 plaques)
- Gradient 10-20% (5 plaques)

Tableau I11. Compositions des tampons de gels.

Tampon de concentration | Tampon de séparation
SDS 0.4% 0.4%
TrissHCI 0.5M 1.5M
pH 6.8 8.8

Le gel supérieur ou gel de concentration est a4.5 % d’ acrylamide-bisacrylamide (tableau I1).
Il est coulé sur 2 cm de hauteur au dessus du gel de séparation. Les puits sont réalisés avec un
peigne de 1,5 mm d’ épaisseur, muni de 10 dents de 1 cm de largeur.

2.1.1.2. Traitement des échantillons

Les proténes solubles des différents organes et les protéines étalons, reprises dans du tampon
A, sont dénaturées pendant 5 minutes a 90 °C, aprés addition d’'un quart de volume de
tampon de charge (annexe I11).

2.1.1.3. Dépot et migration

Les échantillons contenant 60 pg de protéines (canaux déférents, épididymes), 100 ug de
protéines (vésicules séminales) ou 30 000 dpm dans le cas des protéines radioactives, sont
déposés dans un volume final de 50 pl, a I'aide d' une seringue Hamilton, dans les puits
formés dans e gel de concentration.

La migration se déroule a 4 °C, dans une cuve Biorad modéle 220, en présence de tampon
glycine (annexe l11).
L’intensité du courant appliqué est de 25 mA/plaque. La migration dure toute la nuit ; elle est
arrétée 15 minutes aprés gque le front de migration coloré par le bleu de bromophénol ait
atteint le bas du gel.

2.1.1.4. Coloration et décoloration

Une fois la migration terminée, les gels sont démoulés puis placés dans une solution de
coloration pendant 45 minutes sous agitation douce.

La décoloration se fait dans plusieurs bains successifs de décolorant ; les gels sont par la suite
soit séchés pour étre conserves, soit gardés a 4 °C dans le tampon de décoloration ou dans le
tampon de conservation (Annexe I11).

2.1.1.5. Révélation
Pour I'analyse des profils éectrophorétiques des protéines radioactives, les gels aprés

coloration et décoloration sont sechés sur du papier Whathman 3 MM, puis exposes sur des
films Kodak X Omat S pendant 12 jours a -80 °C, dans des cassettes équipées d’ écrans
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amplificateurs. Les films sont par la suite traités avec le révélateur Kodak LX24 puis le
fixateur Kodak ALA4.

2.1.2. Analyse densitométrique

Les gels sont scannés al’ aide d’ un scanner « Olivetti Studiojet 300 » a haute résolution 2400
dpi. L'image ainsi numérisée est par la suite analysée a I’aide d'un logiciel « UTHSCSA
Image Tool » qui permet la détermination des proportions relatives des bandes protéiques
d intérét.

2.2. Caractérisation des protéines

2.2.1. Electrophorese bidimensionnelle

C’est une méthode de séparation des protéines décrite par O’ Farell et ses collaborateurs en
1975. Elle s appuie sur des propriétés physico-chimiques des protéines et met en cauvre
successivement deux techniques (IEF, SDS-PAGE) selon des critéres indépendants : |e point
isoélectrique puis lamasse, ce qui lui confére un pouvoir de résolution tres éevé.

2.2.1.1. Premiére dimension

La premiére dimension ou isoélectrofocalisation est une technique de séparation des protéines
basée sur leur charge dans un milieu donné et plus précisément sur leur point isoel ectrique ou
P.I correspondant au pH pour lequel la charge éectrigue est nulle.

La séparation en fonction du P.I. nécessite I'utilisation de molécules amphoteres: les
ampholines. Ajoutées au tampon du gl et sous I’influence d’un courant éectrique, elles se
répartissent selon un gradient de pH (élevé a la cathode ; faible a I’anode). Les protéines
déposées migrent jusqu’a la zone de pH des ampholines correspondant a leur propre P.I. A
cet endroit précis, leur charge globale devient nulle et elles restent focalisées en ce point :
elles peuvent ensuite étre séparées en fonction de leur P.M.

L’ échantillon protéique est mis en contact avec une bandelette de 7cm de longueur,
comportant un gradient de pH (Immobiline dryStrip precast gel). Sous I’ effet d’un champ
électrique, les protéines vont progressivement se déplacer vers I’ éectrode de signe oppose a
leur charge et migreront jusgu 'au pH ou leur charge s'annule : c'est le point isoélectrique
ou pl. A ce stade, elles s immobilisent.

Toutes les manipulations sont réalisées avec des gants, afin d éviter toute contamination par
les kératines ; I' utilisation exclusive de |I’eau milli Q est recommandée, y compris pour le
rincage de la vaisselle. Les diquotes de tampon de réhydratation (annexes V) sont
additionnés d’une solution de DTT a 10 mg/ml et du tampon IPG (annexes 1V) a 10 pug/mi
(avec lagamme de pH appropriée).

Les échantillons sont mis en contact avec le tampon de réhydratation a raison de 350 pl pour
les bandel ettes ou « strips » de 18 cm et 150 ul pour les bandelettes de 7 cm pendant 1 h sous
agitation. lls sont par la suite centrifugés a 16 000g/min, pendant 30 minutes a 20°C, puis
déposés dans des portoirs appropriés. Les bandelettes sont déposées au contact des
échantillons.

Aprés 10 min de contact, I’ ensemble est placé dans |’ appareil d’iso focalisation (IEF Protean
Cell / Biorad) pendant 2 h 2 20°C (réhydratation passive).
La réhydratation active et la focalisation se fait selon le programme suivant:
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Tableau | V. Parametres de migration de I’ |[EF

Etapes Duréeheures) (en Tenségg\?gﬂ;quée
1 11 50
2 01 250
3 01 1000
4 01 4000
5 02 200

Une fois la focalisation des protéines terminée, les bandelettes sont récupérées puis
conditionnées dans des portoirs neufs, puis congelées a - 80 °C jusqu’aleur utilisation pour la
2°" dimension.

Les paramétres de migration sont optimisés en fonction de I'échantillon (salinité, pl des
protéines chargées, quantité), du mode de chargement et du gradient employé.

2.2.1.2. Seconde dimension

Une deuxiéme séparation orientée perpendiculairement a I'lEF est réalisée dans un gel
réticulé constitué de polyacrylamide en présence d’un agent chimique dénaturant, le sodium
dodécyl sulfate (SDS). La réticulation du gel permet de séparer les molécules suivant leur
taille. Le SDS interagit avec les protéines, les dénature et élimine I’'influence de leur charge
pour la séparation selon la seconde dimension (en les « tapissant » de charges négatives). Des
lors, les protéines sont séparées en fonction de leur masse.

La seconde dimension est réalisée en deux étapes : une étape d’ équilibration et une étape de
migration.

v Equilibration

La dénaturation des protéines au cours de la seconde dimension, nécessite une étape
d’ équilibration, qui remplace la dénaturation selon Laemmli, car il est
difficile de faire bouillir la bandelette de premiéere dimension. Cette dénaturation est réalisee
dans une solution d'urée 6 M, de glycérol 30%, de SDS 2% et de DTT 65 mM dans 50 mM
de tris pH 8,8 pendant 10 minutes.

Pour I’analyse des protéines par spectrométrie de masse, il est possible de bloquer le
groupement SH des cystéines par réaction de carbamidométhylation a I'iodoacétamide a 55
mM pendant 10 minutes (extemporanément dans la méme solution d'équilibration, mais sans
DTT) (annexe 1V). Ainsi traitées, les bandelettes sont aussitot placées sur les gels de 2°™
dimension.
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v' Migration

Les gels sont préparés et coulés selon le protocole décrit précédemment (SDS-PAGE) sans
gel de concentration. Un espace de 5 a 10 mm au dessus du gel est réservé a I’ emplacement
de la bandelette. Une étiquette est insérée entre les plagues avant le coulage des gels (pour
I’identification des échantillons).

Les bandelettes sorties du congélateur sont mises en contact du tampon d équilibration
(annexe 1V) additionné de DTT (10 mg/ml) et d'iodoacétamide (25 mg/ml) pendant 15
minutes sous agitation. Elles sont ensuite rincées avec du tampon de migration (annexe I11).
Des marqueurs de PM connus sont déposés entre les 2 plagues sur un coté du gel. La
bandelette est placée, puis enfoncée dansle gel ; 1 ml d’agarose a 0,7% est coulé pour lafixer
et lastabiliser.

Du tampon de migration est gjouté de fagon a recouvrir les plaques (du bleu de bromophénol
a0,1% est gjouté comme témoin de migration).

La migration est réalisée a 10°C dans une cuve réfrigérée sous une intensité de 25
mA/plaque. Elle est arrétée quand le front du témoin sort du gel.

Apres migration, les gels peuvent étre soit: colorés afin d'obtenir une image des protéines
séparées ou transférés sur membrane afin de rendre les protéines plus accessibles a d'autres
molécules (Western-blots, South et North-western blots).

2.2.2. Coloration des gels (2°™Dimension) au bleu de Coomassie colloidal
G250

L'eau bidistillée est utilisée nécessairement si les gels doivent servir a prélever des protéines
pour I'analyse par spectrométrie de masse et/ou pour la coloration a l'argent. Les gels en fin
de migration sont placés sous agitation lente pour tous les traitements suivants : ils sont
brievement rincés dans de I'eau bidistillée (2 a 3 minutes) avant d'étre colorés. IlIs sont tout
d'abord fixés dans un mélange (H3zPO, 2% - éthanol 30%) pendant 3 min 30 s, puis H3PO, a
2% pendant 3 minutes et enfin dans un mélange (H3zPO, 2% - éhanol 18% - (NH4).S0, a
12%) pendant 30 minutes. La coloration des gels est réalisée a |’ aide d une solution de bleu
de Coomassie G250 a2 %, araison de 5 ml par litre.

Pour une coloration al’ équilibre, les gel's sont laissés 5 jours dans |e col orant.

2.2.3. Décoloration

La décoloration sopére soit avec les mémes solvants, ou bien par un mélange un peu moins
riche en méthanol et acide acétique (65/30/5). L’ éthanol a 10 % peut remplacer le méthanol ;
une décoloration trop poussée décolore les protéines. Un premier bain de rincage dans un
faible volume (50 ml) pendant 2 minutes élimine I'exces de colorant, le second bainde 1 a2
heures dans un grand volume (200 a 400 ml) décolore efficacement le gel et les protéines
apparaissent colorées en bleu sur un fond transparent. Plusieurs bains peuvent étre
nécessaires en fonction de lataille et de I'épaisseur du gel.
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2.2.4. Conservation des gels

Les gels peuvent étre conservés selon deux techniques :

En milieu humide : Nous faisons subir au gel un dernier bain de 1 a 2% d'acide acétique
pour la fixation (conserve la coloration et préserve des moisissures) avant de le stocker sous
plastique (films thermo soudables bien refermés et en atmosphéere humide).

En milieu sec : I'acide acétique est éliminé par des bains d'eau, le dernier bain comprenant 2
a 3% de glycérol permet de donner au gel un peu plus de souplesse et d éviter qu'il ne se
fendille pendant ou aprés le sechage. Le sechage sur papier est réalisé a chaud et sous vide a
I'aide d'un piége a eau réfrigéré. Le séchage entre deux feuilles de cellophane, plus difficile &
réaliser pour des grands gels, se fait sans appareillage lourd, mais I'gjout de glycérol est
hautement recommandé pour éviter que le gel sec ne se roule comme un parchemin.

2.2.5. Transfert des proténes sur membrane et Immunoblotting

Apres démoulage, nous repérons la face du gel ou se trouvent les protéines. Celle ci devra se
trouver contre la membrane de nitrocellulose/PVDF. Aprés ringage dans de I'eau distillée puis
dans le tampon de transfert, le gel est étendu sur une membrane de nitrocellulose, découpée
aux dimensions du gel et équilibrée dans le tampon de transfert (annexe V) en prenant les
reperes dimensionnels (acide-base ; haut-bas; poids moléculaire) et en évitant les bulles
d’air. Le montage du sandwich se fait dans le sens : cathode (-)/éponge/whatmann
3MM/gel/membrane/whatmann 3M M/éponge/anode (+).

Le transfert se fait pendant 30 a 40 min sous une intensité de 180mA pour un gel et de
220mA pour 2 gels.

A lafin du transfert, la membrane est incubée dans un tampon TBS (annexe V) additionné de
5% de lait écrémeé (saturation), pendant 2 heures.

L’ anticorps primaire est dilué dans le tampon de saturation et incubé toute la nuit & 4°C sous
agitation.

Lamembrane est ensuite rincée 3 fois 5 min. avec du tampon TBS.

L anticorps secondaire (immunoglobuline de chevre anti-1gG de lapin) couplé al’ enzyme est
dilué au 1/5000°™ dans du tampon de saturation puis incubé pendant une heure sous
agitation.

La membrane est enfin rincée plusieurs fois (3 fois 5 min, 1 fois 15 min et 1 fois5 min dans
du tampon TBYS).

Larévéation dela membrane est réalisée par addition d’ un réactif (OPD), coloré par action
de I'enzyme (peroxydase), permettant lalocalisation de la protéine recherchée.

Dés I'apparition des bandes protéiques, la membrane est rincée abondamment a I’eau
distillée, séchée puis scannée.

3. Préparation des anticor ps

Etant donné que nous ne disposions pas d'un éevage standardisé au laboratoire et afin
d’obtenir un matériel antigénique le plus homogene possible en évitant toute variabilité
individuelle, les vésicules séminales retenues pour |’ extraction et la purification des protéines
sont toutes issues d animaux adultes, capturés au méme endroit et a la méme période,
constituant ainsi un méme lot.
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3.1. Contréledela puretéde POSVPyx

Pour la préparation des anticorps polyclonaux, POSVP,; représente le matériel antigénique.
De ce fait, le contréle de la pureté de la protéine est un pré requis avant I'immunisation des
animadx.

Pour I'obtention d’'une quantité d'antigene suffisante pour I'immunisation de 2 lapins,
POSVP;,; a été purifiée par SDS-PAGE préparative. Plusieurs gels a un seul puits ont été
nécessaires pour |’ obtention de 4 mg de protéine pure.

3.2. Préparation et sélection des anticor ps polyclonaux.

Lalocalisation de POSV P, a nécessité la production d’ anticorps polyclonaux.

3.2.1. Matériel antigénique

Le matériel antigénique est obtenu a partir des protéines solubles de I’ homogénat de vésicules
seminales seéparées par électrophorese monodimensionnelle en conditions dénaturantes
(Laemmli, 1970).

La séparation des protéines se fait dans un gel a un seul puits. A lafin de la migration, les
gels sont colorés pendant 5 min avec la solution de coloration et décolorés a |’ eau distillée
pendant une heure a 37°C. Cette décoloration réduit la fixation des protéines dans le gel et
facilite leur extraction (Tjian et al., 1975). Les bandes correspondant a la protéine d’intérét
sont découpees, les bouts de gel sont séchés dans un évapocentrifugeur, rééquilibrés dans le
tampon de dénaturation puis analysés par SDS-PAGE.

Les bandes protéiques sont soumises a une éectroéution. Les protéines ainsi éluées seront
additionnées d’'adjuvant puis injectées aux animaux sous forme d émulsion. Une étape de
dialyse est nécessaire avant I'immunisation afin d’ éiminer le SDS qui est toxique pour les
animatix.

3.2.2. Immunisation

Avant toute immunisation, un prélévement de sang est effectué au niveau de la veine
marginae de I’ oreille des animaux, le sérum est récupéré apres centrifugation ; il est utilisé
comme témoin pour la suite des expérimentations.

Les immunisations sont réalisees sur 2 lapins de race « Nouvelle Zélande », selon la méthode
de Vaitukaitis et al. (1974). L’injection primo immunisante bien homogénéisée contient 1ml
d’ antigene et 1ml d adjuvant complet de Freund (ACF). Elle est précédée de la premiére
saignée au niveau de la veine marginale de I’ oreille. Des injections de rappel sont réalisées
tous les 15 jours dans les mémes conditions que la primo-injection. Une saignée précede
chague rappel, pour lequel I'immunogene est préparé en présence d’ adjuvant incomplet de
Freund (AIF). Un rappel est effectué 1 mois plus tard dans les mémes conditions (500ug de
protéines pures sont injectées par animal et par injection en sous-cutanée et en plusieurs
sites).

L’ analyse réguliére des sérums obtenus a partir de prélévements sanguins pratiqués au niveau
de laveine marginale de I’ oreille permet de suivre |’ évolution de la réponse immunitaire. Le
maximum d’ Ac est obtenu douze semaines aprés la premiére immunisation, les lapins sont
sacrifiés, 25 ml de sérum sont récupérés pour chague lapin, ils sont aliquotés puis conserves a
-80°C.
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3.3. Mise en évidence des anticorpsdansle sérum

La présence d’ anticorps polyclonaux dirigés contre la protéine de 21 kDa a été testée dans un
premier temps par immunodiffusion double (méthode qualitative), puis par un dosage
immunoenzymatique (ELISA). Cette technique d analyse rapide, sensible et reproductible
permet de tester un grand nombre d' échantillons et d apprécier la réponse aspécifique
instantanément.

Elle comporte 3 étapes principales:

v’ fixation de |’ antigéne sur un support solide,
v formation du complexe antigéne-anticorps,
v’ révélation spécifique de ce complexe.

On rappelle que les sérums polyclonaux contiennent des populations d’ anticorps trés divers,
tant en spécificité gu’ en affinité et augmentent les chances d obtenir une réaction détectable
car :

v ilsreconnaissent un certain nombre de sites,
v"ils contiennent des anticorps de tres haute affinité.

3.3.1. Contrdle de la spécificité antigénique (Immunodiffusion double)

Les protéines en général et les immunoglobulines ou les substances antigéniques en
particulier, possédent la propriété de diffuser dans la gélose. Il suffit donc de percer des puits
disposés a égale distance d' un puits central dans de la gélose coulée sur une lame, d'y déposer
les substances a tester (Ag et Ac) et d’ observer 24 a 48 h plus tard, |’ apparition d arcs ou de
lignes de précipitation correspondant au complexe immun.

Ce test rapide peut donc permettre de vérifier la spécificité d'un anticorps.

Il consiste & couler un gel d’agarose a 1% dans du tampon vérona pH 8,3 (annexe VI)
solubilisé a 100°C sur des lames en verre. Apres solidification de I’agarose (1 h a 4°C), les
puits y sont creusés al’ emporte-piéce.

Les Ag et Ac déposés dans les puits diffusent de facon radiale dans le gel et forment un
précipité (témoin d’'une réaction Ag-Ac). Le temps nécessaire a la fixation définitive du
précipité est de 24 a 48h (en chambre humide).

Les lames sont lavées dans plusieurs bains de NaCl 0,15 M, puis rincées a |’ eau distillée.
Elles sont ensuite recouvertes de papier Wathman et mises a sécher a 56°C pendant toute une
nuit.

La coloration des lames se fait dans une solution de bleu de Coomassie (annexe V1) pendant
30 minutes.

Les préparations sont ensuite décolorées dans 2 ou 3 bains de solution de décoloration
(Annexe V1).

La lecture des lames se fait al’adl nu ; le complexe Ag-Ac apparait sous forme d'un arc ou
d’une ligne de précipitation.
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3.3.2. Détermination destitresdes sérums (ELISA)

Pour la quantification des anticorps anti-POSV P, nous avons procéde a la détermination des
titres des immunsérums par une méthode immunoenzymatique ELISA. Les titres sont
déterminés par dilution limite sur microplague de 96 puits.

Cette technique consiste a fixer I’antigene au niveau des puits d' une plaque ELISA, de
bloquer les sites de liaison restants libres et de I'incuber en présence de |’ anticorps (présent
dans I'immunsérum) que I’ on désire détecter. Le second anticorps (couplé a une enzyme) est
additionné au complexe (Ag-Ac) formeé et la présence de I’ anticorps est mise en évidence par
le développement d’ une coloration due au substrat chromogene.

L’ antigéne étant en exces, le signal obtenu est proportionnel a la quantité d’ anticorps présent
dans le sérum. Ainsi, en effectuant une courbe standard avec I’anticorps purifi€, il est
possible de quantifier simultanément I’ antigéne dans des échantillons ou sa concentration est
inconnue.

Comme antigeéne, nous avons utilisé POSV P (Ia protéine de 21 kDa purifiée par SDS-PAGE
préparative). Celui-ci est adsorbé ala paroi des puits en I’incubant toute la nuit a4°C dans un
tampon carbonate pH 9.6 a une concentration de 5 ug/ml. Une étape de 3 lavages a |’aide
d'une solution de «PBS/Tween-20 (0.1%) » est effectuée. Les sites de liaison non
spécifiques sont saturés al’ aide d’ une solution de PBS /BSA 3% pendant 1 heure a 37°C. Les
puits sont lavés comme précédemment avant I’ addition de I’ anticorps contenu dans le sérum
a des dilutions allant de 1024 10°>. Ce dernier est incubé pendant 1 h &37° C et une étape de
3 lavages est effectuée par la suite. L’ anticorps secondaire (anti-IgG de lapin marqué a la
peroxydase) est ajouté a une concentration de 1/2000 dans du (PBS/BSA 3%) araison de 100
ul par puits. Il est incubé a 37°C pendant 1 heure. 3 lavages sont réalises avant |’ addition du
substrat de la peroxydase (ABTS a 10 pg dans 10 ml de tampon citrate + 100 ul d H,0,
(10V) araison de 100pl par puits. La plaque est placée al’ obscurité pendant 5 minutes, elle
est retirée des que la coloration est développée. La réaction est arrétée par addition de 50 pL
d’une solution de H,SO, (1IM). La coloration passe du bleu au vert et la densité optique est
lue 2405 nm sur un lecteur de plaque Bio-Rad. Une correction a 650 nm peut étre effectuée.

Les titres des sérums sont déterminés a partir des courbes de DO en fonction de I’inverse des

dilutions; le titre correspond ala derniere dilution de serum qui donne une réaction positive.
3.4. Purification des anticorps

Le choix de latechnique de purification doit répondre a plusieurs criteres :

v’ ledegré de pureté désiré
v laquantité d' anticorps nécessaire
v lemaintien de |’ activité biologique nécessaire
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D’ autres paramétres relatifs al’ anticorps lui-méme sont a considérer :

v laspécificité del’ anticorps

v laclasse d immunoglobulines alagquelle il appartient
v’ son point isoélectrique

v son affinité

Tenant compte de tous ces paramétres, la chromatographie d’ affinité sur colonne de protéine-
A Sépharose s avéere latechnigue de choix pour la purification des Ac d’isotype IgG.

3.4.1. Chromatographie d’ affinité

Pour la purification des anticorps, la chromatographie d'affinité sur Protéine-A (HiTrap
rProtéin A FF) est utilisée en raison de sa spécificité et de sa haute résolution.

Apres lavage de la colonne et équilibration avec 5 fois son volume de tampon d’ équilibration,
un échantillon de sérum contenant 50 mg/ml de protéines est appliqué. La fixation des 1gG
est réalisée al’ aide du tampon de fixation (5 a 10 fois le volume de la colonne).

L’ élution est réalisée avec le tampon citrate aux pH variant de 3 a 6 avec un débit de
Iml/min. Des fractions de 1ml sont recueillies dans des tubes Eppendorf contenant 6opl de
tampon Tris-HCI 1M, pHO.

Ladensité optique est lue & 280 nm,les fractions contenant les 1gG sont dialysées pendant une
nuit a4°C contre du tampon PBS pH7,4 puis conservées a-80°C.

3.4.2. Controle de la pureté des anticor ps

La pureté des anticorps est contrdlée par SDS —PAGE selon la méthode de Laemmli (1970).

4. |mmunolocalisation
4.1. Histologie

L’ étude histologique a été réalisée a partir de vésicules séminaes prélevées d animaux en
période de reproduction et en période de repos sexuel fixées dans du formol tamponné a 10%
pH 7.

La déshydratation des échantillons a lieu dans un bain d'éhanol a des concentrations
croissantes (70°; 96° et 100°) ; les échantillons sont ensuite inclus dans la paraffine. Les
coupes sont réalisées dans les blocs de paraffine a I’aide d’un microtome. Des coupes de 5
pum d épaisseur sont réalisées puis colorées a |I’hématoxyline éosine selon le protocole
suivant :

10 minutes dans |’ hématoxyline de Harris,
- ringage dans 3 bains d' eau courante,

- 5410 minutes dans |’ éosine

- Déshydratation dans de |’ é&thanol absolu.

- Toluéene (10 min)
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- Montage des lames.

Apres coloration, les noyaux apparaissent au microscope photonique en bleu a bleu noir et le
cytoplasme rose a rouge.

4.2. Immunohistochimie

L’ immunohistochimie permet de visualiser la distribution tissulaire d’une protéine sur des
coupes de tissu fixées a un support solide. Cette technique permet également de localiser la
protéine au niveau cellulaire a savoir au niveau cytoplasmique et/ou au niveau nucléaire. La
détection se fait habituellement avec un substrat chromogénique.

Elle est basée sur I affinité existant entre I’ antigéne et I’ anticorps. L’ anticorps utilisé pour la
recherche de la protéine étudiée (POSVP,;) représente I" anticorps primaire (anti-POSV Py;).
La mise en évidence du complexe Ag-Ac nécessite |’utilisation d'un second anticorps
spécifigue des immunoglobulines de I’ espéce d' ou est issu |’ anticorps primaire.

Pour notre étude, nous avons utilisé la méthode d’immunohistochimie indirecte utilisant le
complexe Steptavidine-Biotine-Peroxydase (Kit DAKO cytomakon). La molécule d’ avidine
caractérisée par la présence de plusieurs sites de reconnaissance pour la biotine, permet la
fixation de cette derniére sur | anticorps secondaire biotinylé et amplifie ainsi I'intensité du
signal.

Cette méthode implique la liaison d'un anticorps primaire (Ac;) au site antigénique de la
molécule alocaliser dans le tissu. Cet Ac; est lui méme reconnu par un anticorps secondaire
(Acp) dirigé contre les immunoglobulines (Ig) de I’espéce productrice de I'Ac;. L'Ac;
biotinylé est couplé a un marqueur qui le rend détectable et qui permet de visualiser le
complexe Ag-Ac;.

Le marqueur utilisé dans notre cas est une enzyme, la peroxydase de raifort (HRP), qui apres
réaction a la diaminobenzidine permet de visualiser le complexe Ag-Ac;. Le produit de la
réaction apparait coloré en brun.

4.2.1. Préparation des coupes

L’ étude histologique et immunohistochimique sont réalisées sur des coupes transversales de
vésicules séminales et d’ épididymes (proximaux et distaux), prélevés sur des animaux males
en période de reproduction.

Nous avons effectué les coupes a partir d’ organes qui sont soit directement fixés dans une
solution de Bouin Hollande pendant 24 a 48 heures ou dans une solution de formol tamponné
neutre a 10%, soit congelés a-80°C.

Les coupes sont réalisées a I’aide d’ un cryostat a -18°C pour les échantillons congelés et a
I"'aide d’'un microtome pour les échantillons fixés. Des coupes, d épaisseur 5um sont
récupérées, appliquees sur des lames prétraitées (VWR Superfrost®plus) et |aissées a secher
pendant 24 heures a 37 °C. Les lames peuvent étre conservées a -18°C pendant une durée
maximal e de 4 semaines.
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4.2.2. Traitement des coupes

Les sections de tissus (5 um) scellées dans la paraffine, déposées sur les lames prétraitées et
laissées a secher pendant 24 heures a 37°C sont soumises a une étape de traitement par le
toluene afin de dissoudre la paraffine. Les tissus sont par la suite réhydratés graduellement
dans des solutions d’ éthanol (100 %, 95 %, 75 % et 50 %) pendant 5 min, puis dans de |’ eau
distillée pendant 5 min également.

Les coupes sont soumises a une étape de prétraitement dans un tampon citrate 10 mM pH6
pendant 2 fois 10 min & 650 watts (dans un four a micro-ondes).

L’ éimination de I’ activité des peroxydases endogeénes est effectuée en trempant les lames
pendant 30 minutes dans une solution d’ H,O, (3%).

La saturation des sites de liaison non spécifiques est réalisée al’ aide d’ une solution de sérum
de chévre a 10% dans du PBS pendant 45 min a4°C. Les lames sont placées dans une boite a
fond humide afin d’ éviter |” évaporation.

L’ anticorps primaire dirigé contre POSV P,1, obtenu aprés purification de I'immunsérum est
incubé toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les lames sont lavées (3 lavages de 5 min) avec du
PBS. Différentes dilutions de cet anticorps (anti- POSVP,;) sont testées afin de déterminer la
concentration optimale permettant la meilleure révélation du complexe Ag-Ac et par
conséquent de POSV P,

Pour la validation du test immunohistochimique plusieurs contrdles négatifs sont utilises :

- Desvésicules séminales d animaux en période de repos (absence de POSV Py).
- Un sérum de lapin non immunisé (absence d’ anticorps anti-POSV Py;).

- Du tampon PBS en remplacement de la solution de |’ anticorps primaire.

4.2.3. Révélation des coupes

La révélation des coupes est réalisée apres addition d’ une immunoglobuline de chéevre anti-
IgG de lapin biotinylée marquée a la peroxydase et appliquée pendant 30 minutes a
température ambiante. Les lames sont ensuite lavées comme précédemment puis révél ées par
le complexe Streptavidine-peroxydase fourni dans le kit de révéation (Biogenex super
sensitive).

Le complexe streptavidine-peroxydase (HRP) préparé extemporanément est appliqué sur les
coupes et |aissé pendant 20 minutes a température ambiante. L’ excédent est rincé ; le substrat
chromogéne DAB (3,3’ -diaminobenzidine) fourni dans le kit est gouté, puis laisse sur les
lames pendant 5 min a température ambiante et al’ obscurité.

Des |’ apparition de la coloration brune caractéristique, les lames sont égouttées, rincées a
I’eau distillée, plongées délicatement dans un bain d’ hématoxyline pendant 3min (étape de
contre coloration permettant de visualiser les noyaux en colorant I’ ADN en bleu) puis rincées
a nouveau et trempées dans un bain de lithium. Aprés rincage des lames, une éape de
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déshydratation est réalisée dans des bains d'éthanol successifs a (70%, 90% et 100%)
pendant 3 a 5 min et de xylol pendant 2 & 3 min. Des lamelles sont montées sur les lames,
I”’ensembl e est par |a suite séché.

L’ observation des lames est réalisée a I’aide d’un microscope photonique (Leica DMRB,
Orthoplan), muni d'un systeme de caméra digitale (Canon Power Shot A640, 10 Mega
pixels).

Cette technigue a permis de localiser POSVP,; au niveau de la vésicule séminae du rat des
sables en période de reproduction.

Remarque

Au cours de cette étude immunohistochimique, la premiere étape a porté sur la recherche de
la concentration optimale de I’ anticorps primaire. Celle-ci a été déterminée par |’ observation
de I'intensite et la specificité du marquage. Différentes dilutions de |’ anticorps anti-POSV P,
ont été testées (1/100, 1/200, 1/300 et 1/400). La dilution de I’ anticorps au 1/200°™ a été
retenue.

5. Analyse des ARN totaux

5.1 Extraction des ARN totaux

Toutes les manipulations sont réalisées avec des gants et du matériel stérile afin d’ éviter une
contamination par des ribonucl éases exogenes.

Les vésicules seminales prélevées sur des animaux adultes, conservées a -80°C sont pesees et
aussitot broyées dans un potter en présence d azote liquide. 800ul de trisol, 200 pl du
mélange «chloroforme et phénol V/V » sont goutés; I'ensemble est centrifugé a
10000g/min a 4°C pendant 10 minutes.

Le surnageant est récupéré et additionné d’un méme volume phénol/chloroforme/al cool
isoamélique. Apres centrifugation (mémes conditions que précédemment), le surnageant est
prélevé délicatement.

L’ ARN se retrouve exclusivement dans la phase agueuse supérieure, alors que I’ interphase et
la phase organique contiennent I’ADN et les protéines. La phase agueuse supérieure est
additionné d’un 1/2 volume d'isopropanol (conserve a -20°C) (400ul) et placée dans une
roue (agitation lente) a +4°C pendant 10 minutes. L’ ARN est ains visible al’ cdl sous forme
de précipité; I’ensemble est laissé a 4°C pendant toute la nuit, puis centrifugé a 12000g a
+4°C pendant 15 min. Apres élimination de I’ isopropanol, e culot contenant I’ ARN est repris
dans de |’ éthanol a 70% araison de 0,8ml d’ éthanol pour 50 & 100 ug d’ ARN, puis placé a -
20°C. Cette étape permet |’ élimination des sels.

Apres centrifugation a 7500 g a +4°C pendant 8 min et élimination de |’ éthanol délicatement,
le culot est repris avec 200 a 300 pl d’ eau distillée stérile (RNAse free). L’ ensemble est placé
au bain Marie a50°C (étape qui permet la dissolution de toutes les particules), puis centrifugé
pendant 10 min afin d’ éliminer toutes | es particules en suspension.

Les tubes sont par la suite placés dans de la glace pour le dosage ou a -80°C pour étre
conservés.
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5.2. Dosage et analyse

Le rendement et la pureté de la préparation sont estimeés au spectrophotometre (Beckmann) a
260 et 280 nm. Pour 1 g detissu, 0,4g d’ ARN total environ est obtenu.

Pour I’analyse éectrophorétique, les échantillons sont additionnés d’un quart de volume de
tampon de dénaturation, puis chauffés a 90°C pendant 5 min.

Détermination de la concentration d’ ARN :

D.Ozeo/D.Ozgo =1.60
D.Ozeo =0.069

1 unité de D.Os correspond a 50 ug d’ ARN
0.060 correspond a 3.45 pg/ml ; pour le dosage 10 pl dARN g.s.p Iml H,O milli Q sont
nécessaires soit dilué 100fois.

Une concentration de 100 a 500 ng/pl d’ ARN est requise ; la concentration de notre extrait
étant située dans cette gamme, la dilution de notre échantillon n’est donc pas nécessaire.
L’ extrait d ARN obtenu a une concentration de 345 ng/pl.

5.3. Traduction in vitro et analyse électrophor étique (Pelham et Jackson, 1976)

Les ARN totaux sont solubilisés dans de I’eau bi distillée stérile a raison de 2 pg/pl et
dénaturés pendant 5 min a 65°C dans un bain marie, puis placés dans de la glace.
Latraduction est réalisée dans un milieu comprenant :

- 45 pl de mélange réactionnel (Annexe V1)
- 5ul dARN atraduire
- 60 PCi de *[S] méthionine.
Apres agitation douce et centrifugation (quelques secondes), I'incubation est effectuée

pendant 1 heure a 30°C au bain marie. La réaction est arrétée en plagant les produits de
traduction a-20°C.

Laradioactivité incorporée est estimee par précipitation au TCA (10 pl de TCA & 10% dans 1
pl de mélange réactionnel).

Les produits de traduction sont séparés par électrophorese (1D). Les échantillons sont
déposés a raison de 50 000 dpm/puits et mis en évidence par autoradiographie (8 2.1.1.5).

6. | dentification des protéines

6.1. Séquencage d’ Edman (séquence N-terminale)

L e sequencage d' Edman ou séquencage N-terminal est une méthode de séquencage chimique,
mise au point dans les années cinquante par Pehr Victor Edman. Laréaction d Edman permet
la dégradation d’ une proténe par son extrémité N-terminale.

Cette technique est basée sur la réaction d’un groupement amine terminal libre d’ une protéine
avec I'isothiocyanate de phényle (PITC) ou réactif d Edman. Elle comporte 3 étapes
(Figure. 3):
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une étape de couplage: le PITC réagit en milieu alcalin avec la fonction amine
libre du résidu N-terminal de la protéine. Cette réaction fragilise la liaison

peptidique.

Une éape de clivage: un acide anhydre fort (acide trifluoroacétique) coupe la
liaison entre le premier acide aminé couplé au PITC et la chaine polypeptidique.
L’ acide aminé couplé au PITC se transforme en un composg, le thiazolinone de
I’ acide aminé (ATZ-aa), instable.

Une étape de conversion: pour étre analysé I'ATZ-aa est stabilisé par
isomérisation en milieu acide sous la forme d’un phénylthiohydantoine-aa (PTH
ad). Cedernier est ensuite analysé par HPLC.
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Etape 1: Couplage
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Figure. 3 Principales étapes de laréaction d Edman.
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6.1.1. Séquence N-terminale

v' Préparation des échantillons

Les protéines contenues dans |'homogénat des vésicules séminades séparées par
électrophorése bidimensionnelle (NEpHGE et SDS-PAGE 12,5%) subissent un
électrotransfert sur membrane de PVDF (Immobilon TM, Millipore), selon la technique
décrite par Matsudaira (1987) et Bauw et al. (1987). Ces membranes PVDF sont traitées dans
un bain de méthanol absolu puis rincées abondamment avant d’ étre appliquées sur les gels
équilibrés.

Les gels de polyacrylamide sont équilibrés dans un tampon acide borique 50 mM SDS 0,1%
pH 8 pendant 30 min.

L’ électrotransfert est effectué dans une unité LK B-Bromma contenant un tampon Tris-Borate
50 mM (pH 8,5) pendant 2 heures a 35 volts. Les membranes sont rincées 4 fois 5 min dans
un tampon acide borique 10 mM pH 8.

Pour repérer les polypeptides constitutifs de POSVP,;, les membranes sont colorées par une
solution de bleu de Coomassie 0,1% dans du méthanol 50% et décolorées dans du méthanol
50%. Elles sont par la suite rincées a |’eau bidistillée, puis sechées. Les « spots » colorés,
correspondant aux protéines d intérét sont découpés et conservés a-20°C.

v Digestion enzymatique et séparation des peptides par HPLC

Apres purification des protéines par SDS-PAGE, |es bandes correspondant ala protéine de 21
kDa POSVP,; sont localisées, découpées avec precision en petits fragments qui sont ensuite
placés dans des tubes Eppendorf et conservés a-20°C.

Lors de la digestion trypsique, les fragments de gel sont lavés al’eau milliQ. La protéine est
ensuite digérée dans 200ul de tampon TrissHCl (50 mM)/ 0.01% de Tween 20 a 30°C
pendant 18 h en présence de 0.17 g de trypsine (Promeéga).

Les PTH-acides aminés obtenus successivement sont séparés et identifiés par RP-HPLC en
mesurant |’ absorbance a 280 nm et en comparant les temps d’ élution.

Les peptides sont séparés en ligne sur une colonne en phase inverse greffée DEAE-C18 de
220 x 2,1 mm. L’analyse est réalisée dans un gradient d’ acétonitrile 2-70% et TFA 0,1%,
avec un débit de 325 pl/min.

Les séguences des peptides majoritaires obtenus en HPLC sont ensuite sequencees a |’ aide
d’ un séquenceur automatique « Applied Biosystems. ABI 494 ». En répétant les cycles, on
obtient ainsi la sequence compléte du peptide étudié.

6.1.2. Séquencesinternes

Pour la détermination des séquences internes, il est indispensable de couper la protéine en
fragments, de séparer les fragments peptidiques par HPLC sur colonne DEAE-C18 et
d'anayser par la suite les différents peptides sur un seéquenceur d Edman ou par
spectrométrie de masse.

Deux types de coupures peuvent étre réalisees: des coupures chimiques ou enzymatiques.
Pour notre part, nous avons utilisé un traitement enzymatique par latrypsine.
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6.2 Microanalyse des protéines pour larecherched empreinte peptidique massique

Cette technique nous permet |’ identification des protéines contenues dans les spots de gels 2-
D ou bandes protéiques de gels 1-D préal ablement séparées.

Dans tous les cas, la protéine est digérée par une protéase (trypsine) en ses peptides
constitutifs, puis diverses techniques de spectrométrie de masse sont appliquées.

6.2.1. Préparation des échantillons

v Lavage et décoloration des spots

Les spots d'intérét sont soigneusement excisés en morceaux de 1 ou 2 mm® et placés dans des
microtubes stériles, sans poussiéres ni empreintes de doigts.

IIs sont lavés deux fois 10 minutes avec 50 ml d’eau milli Q pendant 10 minutes. Apres
élimination du surnageant, les fragments de gel sont recouverts d un volume d’ acétonitrile
100% ; une hydratation du gel avec 1 ml de NH4HCO3 0.1 M est effectuée sous agitation
pendant 5 minutes. Le surnageant est & nouveau remplacé par 1,2 volume d’ acétonitrile
pendant 15 minutes sous agitation, jusgu’ a aggl utination et blanchiment des gels.

Les portions de gels sont lyophilisées jusqu'a évaporation totale.

v" Réduction et alkylation

Les réactions de réduction au DTT et d'alkylation a I'iodoacétamide peuvent étre evitées s
I'échantillon a subi ces étapes entre la 1%°et la 2°™ dimension. Elles sont recommandées pour
des protéines extraites de gels 1D, ou si la protéine est exceptionnellement riche en cystéines.

Laréduction et I’alkylation se fait dans une solution de DTT 10 mM dans NH4HCO30.1 M
et une incubation de 45 min a 56°C sous agitation.

Aprées élimination de I’ exces de solution, un volume d’ acétonitrile est ajouté puis remplacé
rapidement par un volume d'iodoacétamide 55 mM dans NH,HCO3; a 0.1M, puis incubé
pendant 30 min atempérature ambiante et al’ obscurité.

v Digestion trypsique
Le gel, immergé dans la solution enzymatique (annexe V111), est placé dans la glace pendant
45 minutes. Apres élimination de I’ exces de solution, un volume de 70ul de NH4HCO; (25
mM) est gjouté, I’ ensemble est incubé a 37°C pendant toute la nuit.

v Extraction des peptides
L’ étape d’extraction doit permettre la diffusion passive des peptides du gel vers la solution
d’extraction. Cette étape est primordiale pour avoir un signal le plus intense possible lors de
I’ analyse par spectrométrie de masse.

L’ extraction des peptides est réalisée en trois étapes.

Dans la premiére éape, nous goutons aux fragments de gel 70ul d'acide formique a 1%.
Apres centrifugation a 500 trs/min pendant 5 min nous récupérons le surnageant 1.
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Dans la seconde étape nous gjoutons 90ul d'acétonitrile au culot 1 puis centrifugeons
I”’ensemble a 500 tr/min pendant 10 min et récupérons le surnageant 2. Les surnageants 1 et
2, contenant | es peptides extraits sont ensuite regroupés.

Dans la troisieme étape, nous ajoutons a nouveau 70 pl d acétonitrile puis centrifugeons
I’ensemble a 500 trg/min pendant 5 min. Cette étape est réalisée pour augmenter les
rendements d’ extraction.

L’ ensemble des surnageants est de nouveau regroupé, puis évaporé au « speedvac » pendant
2 heures. Les peptides sont enfin dissous a nouveau dans 20ul d'acide formique 0.1% et
dessal é sur micro colonnes Zip-Tip™ Cyg (millipore) (annexe VIII)

Le Zip-tip est activé par 3 lavages de 20 pl acétonitrile/acide formique 1% (1/1), puis
équilibré par 3 lavages de 20ul d'acide formique (Annexe VII1). Les peptides sont lentement
aspirés et refoulés 10 fois dans le Zip-Tip, puis lavés de leurs sels par 3 x 20 pl dacide
formique 1% (Annexe V11I).

Les peptides sont ensuite concentrés au speed-vac, puis stockés a -20°C en attendant leur
identification.

6.2.2. Stratégies d’identification
Deux stratégies peuvent étre utilisées pour I’ identification d’ une protéine :

v Stratégie de I’empreinte peptidique (empreinte peptidique massique ou peptide
mass fingerprint). La détermination de quelques masses de peptides obtenus par
digestion enzymatique de la protéine et comparées aux masses des peptides de
digestion cal culées pour toutes |es protéines des banques de données.

v/ Stratégie de fragmentation des peptides, la séquence de certains peptides de la
protéine peut étre déterminée par MS/MS et comparée aux séquences de toutes les
protéines des banques.

Dans notre cas nous avons utilisé la stratégie de I’'empreinte peptidique massique. Les
échantillons sont ensuite analyseés a |I'aide d’un spectrometre de masse LTQ-Orbitrap-XL
(Thermo Fischer), montée en ligne avec une nano-HPL C Ultimate 3000 (Dionex).

Les identifications protéi ques sont réalisées par référence ala banque de données SwissProt.
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|. Site de synthése de POSVP,;
Introduction

Dans cette premiére partie nous présentons les résultats de |'analyse des profils
électrophorétiques de I’homogénat des vésicules séminales en période de reproduction et
en période de repos, des sécrétionsains que |’ analyse densitométrique des différents profils
protéiques.

Nous présentons dans une deuxiéme partie les résultats de la localisation de POSVP,; et du
site de synthése de cette derniere.

1. Analyse des protéines

1.1. Analyse des profils électrophor étiques

L’ analyse des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat des vésicules
séminales en période de reproduction (automne - printemps) et en période de repos sexuel
(été) montre que la composition protéique de la vésicule séminale est complexe (Fig.4).

En effet nous avons retrouvé :

- En périodedereproduction

La présence d’'une trentaine de bandes qui correspondent a des protéines de PM apparent
compris entre 14.4 kDa et 120 kDa; 9 dentre elles sont des composés majeurs, dont
POSVP,; (Psammomys obesus seminal vesicles protein of 21 kDa), proténe
androgénodépendante majeure de PM apparent de 21 kDa.

- Enpériodederepos

Nous révélons un profil protéique présentant des différences importantes avec celui obtenu en
période de reproduction.

En effet, POSVP,; qui apparait comme un composé majeur en période de reproduction est
fortement réduite en période de régression hormonale et absente en période de repos sexuel.

Les protéines de PM apparent de 35 kDa ; 38 kDa ; 41 kDa; 43 kDa et 67 kDa, contrairement
a POSVP,;, sont peu ou pas exprimées en période de reproduction et abondamment
exprimées pendant |a période de repos sexudl, particulierement la protéine de 43 kDa qui est
absente en période de reproduction et fortement exprimée en saison de repos sexuel.
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94 kDa
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Figure4. Profil éectrophorétique des protéines solubles de I’ homogénat
des vésicules séminales a différentes périodes de |’ année.
(a) Marqueurs de P.M
(b) et (c) Période de reproduction (automne)
(d) Période de régression hormonale (fin de printemps)
(e) Période de repos sexuel (été)
Dépbt : 100ug d homogénat par puits
Coloration au bleu de Coomassie

1.2. Analyse densitométrique des profils éectrophorétiques de |"’homogénat
vésicules seminales.

La détermination des teneurs relatives de POSV P,; dans I’homogénat des vésicules séminales
en période de reproduction, de régression hormonale et en péiode de repos, montre une
variation de I’expression de cette protéine au cours de ces différents états physiologiques

(Fig.5).
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Figure 5. Analyse densitométrique des profils é ectrophorétiques.

(b) et (c) Période de reproduction
(d) Période de régression hormonale
(e) Période de repos sexuel

En effet, POSVP,; représente 22.3% des protéines solubles de |’'homogénat, en période de
reproduction (automne) (Fig. 5b), 13.3% en période intermédiaire (début de printemps)
(Fig.5c) et 5.14% seulement en période de régression hormonale (Fig. 5d) (fin de printemps).
Elle est absente en période de repos sexuel (début de I’ été) (Fig. 5e).

De cette étude comparative, il ressort une réduction du taux de POSV P;; estimée a 9% entre le
début de la période de reproduction (automne) et la période intermédiaire (début de
printemps). Cette réduction est encore plus marquée (17.2%) entre le début de la période de
reproduction (automne) et la période de régression hormonale (Fig. 5¢) ; ce taux s annule en
période de repos (Fig. 5€).
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1.3. Analyse des profils électrophorétiques de I’homogénat et des sécrétionsdes
vésicules seminales en période dereproduction

L’ électrophorése monodimensionnelle des protéines solubles en conditions dénaturantes est
réalisée a partir de I’homogénat (tissu + sécrétions) et a partir des sécrétions des vésicules
seminales (Fig. 6).

POSVP,; étant de faible poids moléculaire, nous avons utilisé un gel de séparation a 15%
d  acrylamide-bisacrylamide pour sa purification.

kDa r— kDa
78

41

21 21
14.4 14.4

a b

Figure 6. Electrophorése monodimensionnelle des protéines solubles des vésicules
seminales et des sécrétions en période de reproduction.
(a) homogénat
(b) sécrétions
Dépbt : 100ug par puits
Coloration au bleu de Coomassie

L’ étude comparative des profils électrophorétiques des protéines solubles de I’homogénat et
des sécrétions des vésicules séminales chez le rat des sables en période de reproduction
révele:

- dans|’homogénat, la présence de 9 composés majeurs de P.M. apparent de :

120 kDa, 78 kDa, 67 kDa, 41 kDa, 37 kDa, 34 kDa, 30 kDa, 21 kDa et 14.4
kDa (Fig. 6a).

- dans les sécrétions des vésicules séminales, nous notons la présence de 8
bandes protéiques de P.M. apparent compris entre 14.4 kDa et 92 kDa, avec
5 composés majeurs de P.M. apparent 14.4 kDa ; 35 kDa; 36 kDa; 41 kDa
et un de 21 kDa (Fig. 6b).
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La comparaison de ces 2 profils protéiques, laisse apparditre 3 protéines communes a
I"homogénat et aux sécrétions; il s'agit de la protéine de 21 kDa ou POSVP,; et de deux
autres composés de PM apparent de 41 kDa et 14.4 kDa.

Parmi les 9 composés majeurs de |’homogénat, 5 protéines ne se retrouvent pas dans les
secrétions (120 kDa, 78 kDa, 37 kDa, 34 kDa et 30 kDa) et semblent par consequent
spécifiques de la vésicule séminale. D’ autres protéines absentes dans I’ homogénat (35 kDa et
36 kDa) ou faiblement représentées (41 kDa) sont cependant trés abondantes dans les
Sécrétions.

24093
(o) 21 kDa

51.00 l - _ I

P-CJS\..I’P21 1 22%

251.00
(b) 21 kba

LIV
O 8 3 | §

POSVP,, : 13%

Figure7. Analyse densitométrique des profils électrophorétiques des protéines
solubles de |’ homogénat et des sécrétions des vésicules séminaes de
Psammomys obesus.

(a) Homogénat.
(b) Sécrétions.
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L'analyse densitométrique des profils éectrophorétiques montre qu'en période de
reproduction, POSV P,; représente 22% des protéines solubles de I’homogénat (Fig. 7). Dans
les sécrétions, laprotéine de 21 kDa représente 13% (Fig. 7b).

L'éude comparative des profils protéiques (Fig.6) et I'analyse densitométrique de
I”homogénat et des sécrétions des vésicules séminales (Fig. 6), révéle que lamajeure partie de
la protéine de 21 kDa présente dans I’ homogénat serait sous forme sécrétée (13%).

2. Localisation de POSVP,;
2.1. Isolement de POSVP21

Une série d’ électrophoréses monodimensionnelles en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)
préparative (Fig. 8B) nous a permis d’ obtenir 4 mg de protéine (POSVP,;) pure qui sont
utilisés au cours de |’ étape suivante pour la préparation des anticorps polyclonaux dirigés
contre POSV Py;.

kDa

94
67

43

30 *“* L
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il
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(A) (B)

14.4

Figure 8. Electrophorese monodimensionnelle préparative de POSV P,

(A): gd aplusieurspuits;

(B): gel aun seul puits.

(@ marqueurs de PM

(b) 140 pg de protéines solubles d’ homogénat de vésicules séminales
(cai) 100 ug de protéines solubles d’ homogénat de vésicules séminales
Coloration au bleu de Coomassie
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2.2. Mise en évidence des anticorpsdans|e sérum

2.2.1. Immunodiffusion double

La présence d anticorps dirigés contre POSV P,; dans les immunsérums des 2 lapins est mise
en évidence par la présence d arcs ou lignes de précipitation correspondant aux complexes
Ag-Ac. Les immunsérums testés (I1S; et |S,) sont comparés a des sérums témoins (S; & S,),
issus de lapins non immuni sés.

2.2.2. Dé&ermination destitresdesimmunsérums

Letitre de I'immunsérum du lapin 1 ou (IS,) est de 1/300°™, celui de IS, est de 1/500°™.

Nous notons que pour tous les tests réalisés, aussi bien qualitatifs que quantitatifs, la réponse
immunitaire du lapin 2 est nettement supérieure a celle du lapin 1. Le lapin 2 éant un bon
répondeur, son sérum est retenu pour la purification des anticorps anti- POSVP,;.

2.3. Purification des anticor ps anti-POSV Py

La mesure de la densité optique des différentes fractions éluées a partir de I'immunsérum 2
donne le profil suivant.

DOzse

038 4

06 4

04

024

0

O 1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 1
Fractions

Figure9. Profil d’é@ution des Ac anti-POSV P, purifiés par
chromatographie d’ affinité sur Protéine-A.

Le contrble de la pureté des anticorps anti-POSVP,; est réalisé par éectrophorése
monodimensionnelle (SDS-PAGE) en conditions non dénaturantes (Fig. 10a) et en conditions
dénaturantes (Fig. 10b).
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Le profil éectrophorétique des fractions d’' Ac anti-POSVP,; en conditions non dénaturantes
lai sse apparaitre une bande protéique de 150 kDa correspondant aux 1gG (Fig. 10a).
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Figure 10. Electrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE) des fractions d’ anticorps

anti-POSV Py, purifiés par chromatographie d’ affinité sur Protéine-A.
(a) SDS-PAGE en milieu non dénaturant.

(b) SDS-PAGE en milieu dénaturant.

1 et 5 Marqueurs de PM.

2, 3 et 4 concentrations variables en anticorps purifiés.

Dépbt : 40pl

Coloration au bleu de Coomassie

En conditions dénaturantes, la révélation du gel laisse apparaitre deux bandes protéiques de

P.M. de 25 kDa et de 100 kDa correspondant respectivement a la chaine légére et a la chaine
lourde de I’ 1gG. (Fig. 10b)

3. Immunolocalisation de POSVP,; dansla vésicule séminale

Lalocalisation cellulaire des protéines repose sur 4 critéres essentiels:

la préservation des antigenes,
I" accessibilité aux épitopes,
laréalisation de la réaction immunol ogique et

lavisualisation de la réaction.

3.1. Aspect histologique de la vésicule séminale.

3.1.1. Période de reproduction

Laparoi delavésicule séminae est composée :

d'une muqueuse mince tres plissée avec un épithélium pseudostratifié,
constitué de cellules hautes, non ciliées, possédant un noyau volumineux et un
cytoplasme éosinophile et a la partie basale des cellules de forme triangulaire
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moins abondantes. Cet épithélium repose sur un tissu conjonctif sous
jacent l&che appelé stroma ou chorion de la mugueuse. La muqueuse est trés
ramifiée et forme un systéme complexe de replis a I'intérieur de la lumiére de
lavésicule seminae.

- D’une musculeuse constituée d une couche interne de fibres circulaires et
d’ une couche externe comprenant des fai sceaux longitudinaux.

- D’une adventice mince de nature fibro-élastique située sur la face externe de la
vésicule séminae.

Ces deux derniéres couches constituent le stroma fibro-musculaire de faible épaisseur. La

lumiére de la vésicule séminde est volumineuse et est remplie de sécrétions de type
éosinophile.

En période de reproduction, I’ épithélium de la vésicule séminale est caractérisé par :

- desreplisimportants,

- des cellules principaes mesurant 30 a 50 um avec un noyau occupant le tiers
basal de la cellule et une zone supra nucléaire bien développeée et éosinophile
(Fig. 11b).

Figure 11. Aspect histologique de la vésicule séminale de Psammomys obesus en
période de reproduction.

(a) Début automne (Gx750)

(b) Début automne (Gx1000)

E : épithélium; L : lumiére; S: sécrétion ;

Sn : zone supranucléaire ; St : stroma; Np : noyaux para basaux.
Stf : stroma fibromusculaire.

Coloration al” hématoxyline-éosine.
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(b)

Figure 12. Aspect histologique de la vésicule séminale de Psammomys obesus en
période de repos.
(a) Début été (Gx75)
(b) Début été (Gx1000)
E : épithdlium; L : lumiéere; S: sécrétion ;
Sn : zone supranucléaire ; St : stroma; Np : noyaux para basaux.
Coloration : Hématoxyline- éosine.

3.1.2. Période derepos

La structure histologique de la vésicule séminale est fortement modifiée en période de repos
(Fig. 12a; Fig. 12b). Ces modifications portent essentiellement sur :

- Lalumiére de lavésicule séminale, qui est réduite et quasiment dépourvue de
secrétions.

- L’épithélium qui est atrophié ; ses replis sont beaucoup moins nombreux et les
cellules moins hautes. Elles ne mesurent que 18 a 20um, avec un noyau

occupant les deux tiers du volume cellulaire et une zone supra nucléaire peu
développée et basophile.
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- Le volume du stroma fibro-musculaire qui est tres important, il constitue la
majeure partie de la structure de I’ organe (Fig. 12a).

Au niveau de I’ épithélium, nous notons cependant la présence de quelques cellules en activité,
caractérisées par une zone supra nucléaire bien développée (Fig. 12b).

3.2 Etude immunohistochimique

Pour I’ étude immunohistochimique des vésicules séminaes, la dilution au 200°™ de I'Ac
primaire (anti-POSV P»,) est retenue (Fig. 13a).

o -

- - e ™

i Ja - P
%‘:m e

(b)

Figure 13. Détermination de la concentration optimale de I’ Ac anti-POSV P, pour |’ étude

immunohi stochimique. \

(a) dilution de I anticorps anti-POSV P,; 1/200°™ (Gx250)
(b) dilution de I’ anticorps anti-POSV P,; 1/400°™ (Gx250)
E : épithélium; L : lumiére;

S: sécrétion ; St stroma. Stf : stroma fibromusculaire.

L’immunoréactivité, visualisée par la coloration brune, présente une intensité variable selon la
localisation de POSV P,;. Nous remargquons que I’intensité de la coloration est plus marquée
dans les secrétions (au niveau de la lumiére), que dans I’ épithélium de la vésicule séminae
(Fig. 13a; 13b).
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Figure14. Localisation de POSVP,; dans lavésicule séminale du rat des sables en période

de reproduction.

(a) POSVP,, dans |’ épithélium et dans les sécrétions (E et S) Gx400

(b) POSVP,; dans les sécrétions (S) Gx750

(c) POSV P, absente de I’ épithélium (E) Gx1000

(d) POSVP,; dans I’ épithélium au niveau cytoplasmique Gx750

(e) Témoin (période de repos) Gx200

E : épithélium; L : lumiére; S: sécrétion ; N : noyau ; Sn: zone supranucléaire ; St : stroma.
Stf : stromafibromusculaire.
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Les anticorps dirigés contre POSVP,; ont permis de mettre en évidence la présence de
POSV P,; dans la vésicule séminale en période de reproduction, de lalocaliser du point de vue
tissulaire et de déterminer sadistribution cellulaire (Fig 14 a et d).

La répartition spatiale de POSVP,; est limitée a I’ épithélium et a la lumiére de la vésicule
séminale. En effet, aucune expression de POSVP,; n’ est révélée au niveau du tissu conjonctif,
ni au niveau du stroma fibro-musculaire de lavésicule séminale (Fig. 14 a et ¢).

Cependant, POSVP,;, n’est pas exprimée avec la méme intensité au niveau du compartiment
épithélial et au niveau de la lumiére de la vésicule séminae. Cette immuno-expression est
beaucoup plus importante dans les sécrétions, que dans I’ épithélium. Nous notons dans les
secrétions, la présence d’un signal nettement supérieur a celui de I’ épithélium (Fig. 13a; 13b
et 14a).

Au niveau cellulaire, POSVP,; présente une répartition cytoplasmique. Elle est présente de
facon homogéne dans le cytoplasme des cellules épithéliales.

174 N R
B g 2 s i~ YR
& oo - L ¥ -
*._ "h"""‘:‘ & e ] -

of BN NS

Figure15. Locaisation celulaire de POSVP,; danslavésicule séminae

du rat des sables en période de reprise de la reproduction.
(Gx800) ; E : épithélium ; L : lumiére; St: stroma; Stf : stroma fibromusculaire.

Nous remarquons par ailleurs, que sur des coupes de vésicules séminales prélevées chez des
animaux adultes a la fin de I’é&é (fin de période de repos et début de la période de
reproduction), POSVP,; est faiblement exprimée au niveau de |’ épithédlium et aucune
immuno-expression n’ est décelée dans lalumiére de lavésicule séminale (Fig. 15).
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Conclusion

L’ approche immunohistochimique a permis de préciser la localisation de POSVP,; du point
devuetissulaire et cellulaire :

- sa distribution au niveau histologique est restreinte au compartiment
épithédial,

- au niveau cdlulaire, elle présente unedistribution cytoplasmique,

- I"épithélium semble étre le siege de synthése de POSVP,; ; elle est sécrétée
danslalumiéredelavésicule séminale.

4. Analyse des ARN totaux et de leursproduitsdetraduction

La vésicule séminae éant le site de synthése le plus probable de POSV P, pour tenter de
confirmer cette hypothese, nous avons procédé dans une premiere étape, au dosage et a
I’anayse des ARN totaux, extraits de la vésicule seminae du rat des sables adulte en période
de reproduction et dans une seconde étape a I’ analyse des produits de traduction obtenus in
vitro.

4.1. Dosage et analyse des ARN totaux

Aprés extraction, les ARN totaux sont dosés par spectrophotomeétrie ; la concentration d’ ARN
total est évaluée par calcul du rapport de densités optiques : D.Ox60/D.O2s0.

Assay: Eucaryote Total RNA Nano
Data Path: C:\Program\Agilent 2100 Bioanalyzer\Bio Sizing\Data

1.5| |

&
i 1

: | ‘ | 21 kDa

1 1 3
2 L :L “ P 5 = a @ 12 -
Time {Secomis)
. A B
Correc ted BNA Area: 107.53
ENR Concentration: 53.16 ngful rRNR Ratio [285 / 185]: 8.34
# Name Start Time End Time Corr Area % of total Area
(=) (s)
1 185 40.25 41.23 5.27 4.91
2 285 44.89 49,54 43._98% 4090

Figure 16. Analyse des ARN totaux et des produits de traduction.
(A) : Profil électrophorétique des ARN totaux de la vésicule séminale
(B) : Profil électrophorétique des protéines traduites In vitro

Le profil éectrophorétique obtenu (Fig. 16A) montre la présence de deux populations
dARN :
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- Des ARNTr représentés par deux bandes distinctes correspondant aux deux sous
unités 18s et 28s avec un ratio (285/18S) de 8.34.

- Des ARN messagers qui apparaissent au niveau du gel sous forme de smears.

4.2. Analyse des protéinestraduitesin vitro.

Le profil des protéines traduites a partir de ces ARN dans un systéeme acellulaire de lysat de
réticulocytes en présence de **S-méthionine, révéle la présence de 5 bandes protéiques dont
une majeure et de méme mohilité électrophorétique que POSVP,; (21 kDa) (Fig. 16B). Ces
résultats viennent conforter |'hypothese émise précédemment (au cours de |’ étude
immunohistochimique) concernant le site de synthése et I’ origine vésiculaire de POSV P;;.

En effet, en plus de la présence de POSVP,; au niveau épithélia et dans les sécrétions,
I’analyse des ARN totaux et de leurs produits de traduction montre au niveau de la vésicule
séminale la présence d’un ARNmM majeur capable de produire in vitro un composé majeur de
méme mobilité électrophorétique (21 kDa), ce qui confirme I’ origine vésiculaire de POSV P5;.

L’ é&ude de POSVP,; par |’ approche immunohistochimique montre une répartition restreinte
de cette protéine majeure de la vésicule séminale a |’ épithélium et a la lumiere de la vésicule
séminale. Ce qui laisse supposer une specificité tissulaire de POSVP, visavis de
I épithélium.

L’ épithédlium de la vésicule séminale, semble donc représenter le site de synthese de
POSVP;,, elleest par la suite abondamment sécrétée dans le fluide au niveau de lalumiére de
lavésicule seminae.

Ce résultat conforte notre observation a savoir que la majeure partie de la protéine de 21 kDa
présente dans |’ homogénat correspondrait ala protéine secrétée.

POSVP,; aurait donc pour site de synthése |’ épithélium de la vésicule séminale.

Le composeé de 21 kDa traduit in vitro correspond a une pré-protéine et présente la méme
mobilité éectrophorétique que POSVP,;, protéine mature synthétisée in vivo. Ces résultats
laissent supposer que le peptide signal de POSV P, est soit inexistant, soit de trop faible taille
pour générer une différence visible en électrophorése monodimensionnelle.

5. Conclusion

» POSVP, peut ére considérée comme un produit spécifique de la vésicule
seéminale.
» Sa distribution cytoplasmique et sa présence dans la lumiére sous une forme
Secr étée sugger ent un passage dans le milieu extérieur.
» POSVP,; aurait un mode de sécrétion « apocrine ».
La détermination de la sequence peptidique de POSV P,; abordées dans |a partie suivante nous

permettra de préciser la composition de la protéine, la présence ou I’ absence d'un peptide
signal et par consequent de vérifier I” hypothése d’ une sécrétion apocrine.
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II. Approche protéomique : Caractérisation et identification de POSVP,;

Introduction

Dans la premiére partie nous présentons les résultats de |a caractérisation. Dans une deuxiéme
nous nous intéresserons a I’ identification de POSV P,;.

Les vésicules séminales du rat des sables (Psammomys obesus) synthétisent et sécrétent une
protéine majeure androgénodépendante de 21 kDa dénommeée POSV P, ; représentant 22%
des protéines solubles de I'homogénat et 13% de celles des sécrétions des vésicules séminales
(résultat présenté dans le chapitre I11).

L es caractéristiques principales de ce marqueur protéique sont :

- son androgénodépendance,
- son abondance dans les sécrétions,
- saprésence dans le bouchon vaginal.

POSVP,; partage ces caractéristiques avec de nombreuses protéines impliquées dans la
fertilité chez de nombreuses especes de mammiféeres.

Afin de vérifier cette hypothese, il est nécessaire de caractériser et d’identifier cette proténe.

1. Caractérisation de POSV P,

Au niveau des vésicules seminales du rat des sables, |'éectrophorése bidimensionnelle
(NepHGE+SDS-PAGE) a permis de mettre en évidence dix a vingt fois plus de protéines que
I’ & ectrophorese monodimensionnelle.

En plus de la détermination du point isoélectrique (pHi) et du nombre de polypeptides
constitutifs, elle apermis de montrer également une hétérogénéité de POSV Py;.

Avant d aborder la séparation et |’ analyse de POSVP,; par éectrophorese bidimensionnelle,
une analyse globale du protéome des vésicules seminales du rat des sables par (NepHGE +
SDS-PAGE) est réalisée. Celle-ci permet d apprécier de maniére plus fine le nombre de
protéines exprimeées dans différents états physiologiques.

1.1. Analyse du protéome des vésicules séminales en période dereproduction

L’ analyse des gels d’ électrophorese bidimensionnelle des protéines solubles I’ homogénat des
vésicules séminales du rat des sables en période de reproduction (automne et fin de
printemps) montre une séparation des protéines avec une résolution nettement supérieure a
celle obtenue par é ectrophorése monodimensionnelle (SDS-PAGE).

La révéation du gel laisse apparaitre un nombre de protéines beaucoup plus important que
I él ectrophorese monodimensionnelle (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes (Fig. 4).
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Figure 17. Analyse éectrophorétique bidimensionnelle des protéines solubles de
I’homogénat des veésicules séminales du rat des sables en période de
reproduction (début automne).

Premiére dimension (IEF) dép6t :75 g ; pl 3-10 ; migration : 20000V h total.
Deuxiéme dimension (SDS-PAGE) : gel & 15 % d' acrylamide/bis-acrylamide ;
coloration au bleu de Coomassie colloidal.

Sur gel d électrophorése bidimensionnelle, les protéines majeures apparaissent sous forme de
plusieurs spots, conséquence d’ une double séparation, en fonction du point isoé ectrique (pHi)
et du poids moléculaire (PM).

Cet aspect est tres net pour les composés de poids moléculaires suivants :

- 78 kDa; 67 kDa (région de I’albumine) : la protéine de PM voisin de 67
kDa apparait constituée d’ une dizaine de spots d’intensité variable ;
- 41 kDa; 37 kDaet 34 kDa (zone de |’ anhydrase carbonique) et

- les deux composés de faible poids moléculaire 21 et 14.4 kDa (zone de
I"inhibiteur de latrypsine et du lysozyme).

Au niveau de la zone de PM correspondant a POSV P,;, nous notons la présence de 4 spots
protéiques.
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Figure 18. Anayse éectrophorétique bidimensionnelle des protéines solubles de
I"homogénat des vésicules séminales du rat des sables en période de
reproduction (début de printemps).

L’analyse des gels 2-D montre une meilleure résolution de la séparation ains qu’ une
variabilité plus fine du protéome de la vésicul e séminale pendant la période de reproduction.

Nous remarquons gue le protéome des veésicules séminales présente des différences, selon le
stade de reproduction. En effet, I’ échantillon prélevé au début de I'automne (Fig. 17) révéle
un nombre de protéines nettement supérieur a celui obtenu au début de printemps (Fig. 18).

La différence notée au niveau de ces deux échantillons du point de vue, nombre intensité et
pHi s explique par le stade plus ou moins avancé de la reproduction, et par «|'état de
maturation des protéines » (modifications post-traductionnelles).

1.2. Analyse du protéome des vésicules séminales en période de repos

L’analyse des gels d éectrophorése bidimensionnelle, d’ homogeénats de vésicules séminales
d’animaux adultes en période de repos sexuel, montre un protéome beaucoup moins important
que celui obtenu a partir d’ échantillons d’ animaux en période de reproduction.
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Figure 19. Analyse éectrophorétique bidimensionnelle des protéines solubles de
I”homogénat des vésicules séminales du rat des sables en période de repos
(début été).

Cette différence est trés visible pour POSV P21, protéine pour laquelle aucun spot révéle en
période de reproduction, n’est retrouvé en période de repos (Fig. 19).

Ces différents résultats montrent bien que I’analyse protéomique permet d'identifier le
protéome & un moment précis et a un stade physiol ogique bien défini.

L’ absence de ces spots niveau des échantillons protéques issus de vésicules seminales en
période de repos, suggere que les quatre spots de poids moléculaire de 21 kDa, mis en
évidence en période de reproduction correspondent a POSV P;.

L'analyse du ge délectrophorése bhidimensionnelle d'un échantillon de POSVP;;
préalablement purifié (Fig. 20) laisse apparaitre dans la zone de poids moléculaire de 21 kDa,
quatre spots distincts par leur point isoéectrique. 1l S agit des spots «a», «b», «c» et «d ».
Trois de ces spots (a, b et ¢) ont le méme poids moléculaire de 21 kDa et des pHi différents de
(4.4; 46 etde7), dorsquele spot «d », ale méme pHi que le spot « ¢ », c'est-a-dire 7 et un
PM légerement inférieur a 21 kDa.
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Figure 20. Electrophorése bidimensionnelle (NepHGE/SDS-PAGE) de POSV P,;.

Ces resultats montrent que les spots a, b, ¢ et d correspondent bien a POSVP,; et que
POSV P;,; est une protéine acide, représentée par 4 polypeptides, dont le pHi est compris entre

44¢et7.

2. ldentification de POSVP»;

2.1. Déter mination des séquences peptidiques constitutives de POSV P,

La bande protéique de 21 kDa correspondant & POSVP,, est découpée, soumise a une
digestion trypsique et les fragments peptidiques issus de la digestion sont séparés par nano-
HPLC. Les peptides extraits correspondant aux pics caractéristiqgues sont analysés par
spectromeétrie de masse MS/MS et 16 sequences peptidiques sont déterminées (Fig. 21).
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RLVEWIVMQCGPDVGRPDRG
.GRLGFQVWLK.N
.LGFQVWLK.N
.LGFQVWLKNGVILSK.L
.LVNSLYPEGSK.P
.LVNSLYPEGSKPVK.V

. PVKVPENPPSMVFK. Q
.VPENPPSMVFK.Q

9 KVPENPPSMVFKQMEQVAQFLKA
10 K.QMEQVAQFLK.

11 KAAEDYGVTKTDMFQTVDLFEGKD
12 KTDMFQTVDLFEGKD

13 RGDPNWFMKK

14 R.GDPNWFMKK.A

15 KHVIGLQMGSNRG

16 R.GASQAGMTGYGRPR.Q

oAUk WN R
ARRRHODAIXD

Figure 21. Séquences peptidiques de POSV P,; identifiées.

La comparaison des séquences peptidiques générées par le logiciel Mascot a partir de la
banque de données Swiss-Prot a permis I’identification partielle de POSVP,;. L’ analyse des
séguences identifiées et la recherche des homologies de séquences montre que POSV P,
présente un taux de recouvrement de 62% avec la transgéline du rat (Rattus norvegicus), ce
qui représente les 2/3 de la séquence totale de cette protéine (Fig. 22). Les acides aminés non
identifiés pour POSVP,; n’ont pas été pris en compte dans le calcul du taux de recouvrement
avec la transgéline de Rattus norvegicus, ce qui laisse supposer qu’il pourrait étre supérieur a
cette valeur (62%). Ce taux reste cependant nettement supérieur ala valeur limite qui permet
I’identification des protéines.

Toutes les sequences peptidiques de POSV P, identifiées, sont retrouvées au niveau dela
séquence peptidique delatransgéline de Rattus norvegicus.

Parmi ces séquences, 9 d’ entre elles couvrent |e domaine cal ponine (domaine caractérisant les
protéines liant |’ actine) de latransgéline de Rattus norvegicus avec un taux de recouvrement
de 77%. Le domaine calponine se situe entre I’ AAz4 et I' AA 139 (Fig. 22).

POSV P, serait vrai semblablement identique a latransgéline du rat (Rattus norvegicus).
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151

MANKGPSYGM
MANKGPSYGM

GFQVWLKNGV
GFQVWLKNGV

AEDYGVTKTD
AEDYGVTKTD

WFMKKAQEHK
WFMKKAQEHK

SREVQSKIEK
SREVQSKIEK

ILSKLVNSLY
ILSKLVNSLY

MFQTVDLFEG
MFQTVDLFEG

REFTDSQLQE
REFTDSQLQE

KYDEELEERL
KYDEELEERL

PEGSKPVKVP
PEGSKPVKVP

KDMAAVQRTV
KDMAAVQRTV

GKHVIGLQMG
GKHVIGLQMG

VEWIVMQCGP
VEWIVMQCGP

ENPPSMVFKQ
ENPPSMVFKQ

MALGSLAVTK
MALGSLAVTK

SNRGASQAGM
SNRGASQAGM

DVGRPDRGRL POSVP,;
DVGRPDRGRL TGLN R.n

MEQVAQFLKA
MEQVAQFLKA

NDGHYRGDPN
NDGHYRGDPN

TGYGRPRQII
TGYGRPRQIT

201 S
S

Figure22. Alignement des séquences peptidiques de POSVP,; avec cellesdela
transgéline (TGLN) du rat (Rattus norvegicus).

Séquence 1 : POSV P, (les peptides séquencés sont représentés en gras,)
Séquence 2 : Séguences de la transgéline de Rattus norvegicus (R.n).
Les séquences surlignées en gris correspondent au domaine Calponine.

2.2. Analyse des séquences peptidiques de POSV P,
A lasuite de cette premiere identification, nous avons recherché des homol ogies de séquences
entre latransgéline de Rattus norvegicus et la transgéline identifiée chez I’ homme.

L’interrogation de la banque de données Swiss-prot et les alignements de séquences ont
permis de montrer I’ existence de 96% d’ homol ogie entre ces deux protéines (Fig. 23).

Length=184
GENE ID: 6876 TAGLN | transgelin [Homo sapiens] (Over 10 PubMed links)
Score = 370 bits (950), Expect = 3e-101, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 177/184 (96%), Positives = 182/184 (98%), Gaps = 0/184 (0%)
Query 1 MANKGPSYGMSREVQSKIEKKYDEELEERLVEWIVMQCGPDVGRPDRGRLGFQVWLKNGV 60
MANKGPSYGMSREVQSKIEKKYDEELEERLVEWI++Q GPDVGRPDRGRLGFQVWLKNGV
Sbjct 1 MANKGPSYGMSREVQSKIEKKYDEELEERLVEWIIVQRGPDVGRPDRGRLGFQVWLKNGV 60
Query 61 ILSKLVNSLYPEGSKPVKVPENPPSMVFKQOMEQVAQFLKAAEDYGVTKTDMFQTVDLFEG 120
ILSKLVNSLYP+GSKPVKVPENPPSMVFKQOMEQVAQFLKAAEDYGV KTDMFQTVDLFEG
Sbjct 61 ILSKLVNSLYPDGSKPVKVPENPPSMVFKQOMEQVAQFLKAAEDYGVIKTDMFQTVDLFEG 120
Query 121 KDMAAVQRTVMALGSLAVTKNDGHYRGDPNWFMKKAQEHKREFTDSQLQEGKHVIGLQOMG 180
KDMAAVQRT+MALGSLAVTKNDGHYRGDPNWFMKKAQEHKREFT+SQLQEGKHVIGLQOMG
Sbjct 121 KDMAAVQRTLMALGSLAVTKNDGHYRGDPNWFMKKAQEHKREFTESQLQEGKHVIGLQMG 180
Query 181 SNRG 184
SNRG
Sbjct 181 SNRG 184

Figure 23. Alignements des séquences peptidiques de la transgéline du rat (Rattus
norvegicus) avec latransgéine de I’homme (Homo sapiens).
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La séquence peptidique de la transgéline de Rattus norvegicus compte 201 résidus d acides
aminés ; les acides aminés qui distinguent cette séquence de celle de I’'homme sont : I' AAss;
|1AA36; |’AA33; |’AA72; |’AA107; |1AA13()et I’AA 165-

2.3. Analyse compar ative de POSV P>, de PZlEp et Pieg

Avant de pouvoir émettre des hypothéses quant au role de la transgéline au niveau du
tractus génital male de Psammomys obesus, nous avons tenté de vérifier si les protéines
épididymaires que nous avons désignée par P.igp (protéine de 21 kDa de I'épididyme
proximal) et par P,1eq4 (protéine de 21 kDa I’ épididyme distal) mises en évidence au cours de
travaux antérieurs (Gernigon et al., 1992) ne présentaient pas en plus des propriétés
électrophorétiques, d’ autres caractéristiques identiques ou similaires a celles de POSV Py;.
Nous avons aors recherché dans une premiere étape I'existence d'une parenté
immunologique avec POSVP,; et dans une seconde étape une homologie structurale. A cet
effet, les mémes méthodes sont utilisées.

2.3.1. Localisation de P,igp €t de Poigg

Les résultats montrent que dans I’ épididyme proximal comme dans I’ épididyme distal, les
profils électrophorétiques révélent la présence d’une vingtaine de bandes protéiques de PM
compris entre 6 kDa et 190 kDa.

kba
191

97 r

64 .

51 v

39 ' leEp

28 " / 21Ed

19 i

14-..

-t

a b c

Figure 24. Profil éectrophorétique des protéines solubles de
I’homogénat de [I'épididyme en période de
reproduction.

(a) marqueurs de PM
(b) 100 pg d homogénat d’ épididyme proximal
(c) 100 pg d’homogeénat d’ épididyme distal
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Nous notons au niveau de ces profils protéiques, |a présence de 5 composés majeurs de PM
apparent de 64 kDa ; 45 kDa; 39 kDa ; 21kDa et 14 kDa.
La recherche de I'existence d'une éventuelle parenté immunologique entre Paigp, Poieq €t

POSVP,; est rédisée a 'aide des anticorps anti- POSVP,; par Western Blot et par
immunohistochimie (Fig. 25 ; Fig. 26).

21Ep 21Ed

Figure25. Etudedelaréactivité des Ac anti- POSVP,; vis-
avisde P21Ep et Poigq.
Pagp: protéine de 21 kDade |’ épididyme proximal
P,.e4: protéine de 21 kDa de I’ épididyme distal

Apres séparation et transfert des protéines solubles des homogénats de I’ éididyme (proximal
et distal), deux bandes protéiques de 21 kDa sont révélées a I’aide des Ac anti-POSV Py ;
elles correspondent respectivement a Paiep €t Poigg.

Ces résultats suggerent |’ existence d'une parenté immunologique entre POSVP,; (protéine
identifiée au niveau de la vésicule séminale) et les deux composés de méme PM apparent
(P21ep €t Paieg) retrouveés au niveau de |’ épididyme.

La parenté immunologique sera confortée par |'étude d'immunolocalisation et par la
déetermination et I anal yse des sequences peptidiques de Paigp €t de Pogg.
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Figure 26. Etude immunohistochimique de I’ épididyme du rat des sables en période de

reproduction.

(8): Epididyme proximal. Gx250

(b): Epididyme proximal. Gx400

(c): Epididyme distal. Gx250

Spz : Spermatozoides; E : Epithélium ; MEC : Matrice extracellulaire.
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La mise en évidence d'une parenté immunologique entre POSVP,1, Pagp € Poigq NOUS a
permis d aborder la localisation de ces deux composés de |’ épididyme par une approche
immunohistochimique.

Celle-ci montre une réactivité des anticorps anti- POSVP,; vis-avis de Pagp €t Poigg,
visualisée sur les coupes histologiques par la coloration brune révélée dans la partie
périphérique du canal épididymaire (proximal et distal) au niveau de I’ épithélium et de la
matrice extracellulaire (MEC).

L’immunolocalisation tissulaire et cellulaire de Poigp €t Paieg €St une donnée complémentaire
alléguant la parenté immunologique entre ces deux composés et POSVP,; montrée
précédemment (Fig. 25).

2.3.2. Analyse des séquences peptidiques de Pyep et dePagg

Apres mise en évidence d’'une parenté immunologique entre Poigp Poieq €t POSV P21, nous
avons procédé a la recherche d’homologies de séquences entre ces trois protéines. Les
sequences peptidiques identifiées ainsi que leur analyse sont représentées en figures 27, 28 et
29.

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL
51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA
101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII
201 S

Figure 27. Séquences peptidiques de P,1gp.
Taux de recouvrement : 41%
L es peptides communs avec la transgéline de Rattus norvegicus sont
représentés en gras.

La détermination et | analyse des séquences peptidiques de P2 e, montre un recouvrement de
41% avec la séquence peptidique de latransgéline du rat Rattus norvegicus.

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL
51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA
101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQIT
201 s

Figure 28. Séquences peptidiques de Poigg.
Taux de recouvrement: 48%
L es peptides communs avec la transgéline de Rattus norvegicus sont
représentés en gras.

L es séquences peptidiques identifiées a partir de P,;eg montrent comme pour Po1g, un taux de
recouvrement important avec la séquence peptidique de la transgéline du rat Rattus
norvegicus: il est de 48%.
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Les alignements des séquences peptidiques de P,1g, et Paeg avec la séquence peptidique de la
transgéline montrent des taux de recouvrement respectifs de 41% et 48% (Fig. 27 et Fig. 28).

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL R.n
MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL POSVP,;
MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL Poigp
MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL Pj,i1rg

51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA R.n
GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA POSVP,,;
GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA Poimp
GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA P,irg

101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN R.n
AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN POSVP,;
AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN Poigp
AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN Pj,i1rg
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQIT R.n
WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII POSVP,,;
WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII Poimp
WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQIT P,irg
201 s R.n
S POSVP,,
S Poigp
S Prika

Figure 29. Alignements des séquences peptidiques de la transgéline de Rattus

Nous notons par ailleurs que toutes les séquences peptidiques identifiées a partir de P,igp €t de

norvegicus, de POSVP,;, de P,igp et de Pojeg.

P>1e4 SONt retrouvées au niveau de la séquence de POSV Py;.

En concluson POSVP,,

correspondraient alatransgéline.

Conclusion

Pagp € Pxeg SOnt apparentées immunologiquement et

Nos résultats montrent que les proténes isolées, POSVP2, Pagp, Pieq localisées
respectivement au niveau des vésicules séminales, de [|’épididyme proximal et
I’épididyme distal, semblent correspondre a une seule et méme proténe: latransgéline.



Discussion

Discussion

Les résultats rapportés dans ce travail portent sur 2 parties essentielles :

- Ladéermination du site de synthese de la protéine majeure androgénodépendante de
PM apparent de 21 kDa de I’homogénat, des secrétions des vésicules seminales et du
coagulum (POSV Py).

- lacaractérisation et I"identification de POSV P, et des 2 protéines épididymaires (Paigp
et de P21Ed)-

|. Site de synthése de POSVP,;

La détermination du site de synthése de POSVP,; a été effectuée al’aide de deux approches
complémentaires (I"'analyse différentielle des gels  d'électrophorese et
I’immunohistochimie) qui ont permis de montrer que POSV P, protéine exprimée en période
de reproduction représente 22% des protéines solubles de I’homogénat et 13% de celles des
sécrétions des vésicules séminales. Les anticorps anti-POSVP,; obtenus apres isolement et
purification de la protéine ont été utilisés pour la localisation de POSVP,;. Cette derniére
présente une distribution épithéliale et est sécrétée dans lalumiéere de lavésicule séminale. La
mise en évidence d’'une protéine de méme PM apparent, traduite in vitro a partir des ARN
totaux des vésicules séminales, semble confirmer I'origine vésiculaire de POSVP,,
I épithélium serait son site de synthese.

Les androgenes agissent sur des tissus tres variés, essentiellement les tissus sexuels en
contrélant la synthese et la sécrétion d' un petit nombre de protéines spécifiques telles que
I’ ABP sécrétée par le testicule (French et Ritzen, 1973) ; la PBP par la prostate (Heyns et De
Moor, 1977 ; Parker et Scrace, 1978), les SEP par |’ épididyme (Fournier-Delpech et al.,
1973 ; Caméo et Blaquier, 1976 ; Brooks et Higgins, 1980 ; Brooks, 1982) et les SV'S par les
vésicules seminales.

Les vésicules séminales dont la fonction est essentiellement sécrétoire (Flickinger, 1974 ;
Higgins et al., 1976) sont sensibles a I’ action des androgenes ; cette sensibilité se traduit par
une réduction significative de leur poids, ainsi que de leur contenu en ADN et en protéines en
absence de testostérone. En effet, chez la souris, aprés 45 jours de castration, une réduction
de 80% du poids des vésicules séminales, de 40% de leur contenu en ADN et de 90% de leur
contenu en protéines est notée (Normand et al., 1991). Par ailleurs, I’ ablation des vésicules
seminales chez les rongeurs entraine une diminution significative de la fécondité et de la
mobilité des spermatozoides dans I'utérus (Peitz et Olds Clarke, 1986 ; Cukierski et al.,
1991).

Chez le rat des sables, la période de reproduction s étend du début de I’automne a la fin du
printemps, péiode caractérisée par une abondance alimentaire et hydrique, qui permet
d assurer un bon déroulement de la fonction de reproduction et de couvrir tous les besoins
énergétiques. La sensibilité de la vésicule séminale aux androgenes a été démontrée par les
effets de la castration qui induit des effets similaires a ceux décrits précédemment, puisqu’ une
diminution hautement significative du poids des vésicules séminaes (62%) et du contenu
protéigue de ces glandes (52%) est observée aprés 30 jours de castration. La testostérone est
dans tous les cas, e facteur essentiel de larégulation de I’ expression des protéines androgéno-
dépendantes puisque I’ oestradiol, la progestérone et |a corticostérone sont en général sans
effet (Gernigon, 1992).

L’étude des répercussions biochimiques des  variations saisonniéres et du degré
d’ androgénodépendance des différents organes du tractus génital méle (vésicule séminale,
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épididyme, cana déférent, testicule) a permis de mettre en évidence la présence d'une
protéine androgénodépendante de 21 kDa désignée par POSVP,; (Psammomys obesus
seminal vesicles protein of 21 kDa) abondamment exprimée dans la vésicule séminale et dans
les sécrétions pendant la période de reproduction (Gernigon, 1992).

POSVP,; présente des caractéristiques communes avec de nombreuses protéines impliquées
dans le mécanisme de la reproduction : (i) androgénodépendance, (ii) abondance dans les
secrétions et (iii) présence dans le bouchon vaginal, justifiant I’intérét particulier qu'elle
suscite dans la problématique global e de la reproduction du rat des sables.

Chez le rat des sables, la composition protéique de la vésicule séminale semble complexe;
I"homogénat des protéines solubles en période de reproduction montre la présence d’ une
trentaine de protéines, parmi lesquelles, 9 sont des composés majoritaires, dont POSVP,;
induite par latestostérone.

POSVP,; présente une expression saisonniere ; elle est exprimee en période de reproduction
et représente 22% des protéines solubles totales de I’homogeénat de la vésicule seminale. Son
taux est estimé a 13% en fin de période de reproduction, il atteint une proportion de 5%
seulement en période de régression hormonale et s'annule en période de repos sexuel.

La variabilité d expression temporelle de POSVP,; s expliquerait par la sensibilité de la
vésicule séminae aux androgénes, par le cycle saisonnier pondéral que présente ces glandes
chez le rat des sables (Khammar, 1987; Amirat, 1989) et essentiellement par la réduction
significative du contenu protéique des vésicules séminales pendant la période de repos
(Gernigon, 1992).

Chez Psammomys obesus, une réduction importante du taux de POSV P,; est observée entre le
début de la période de reproduction et la période de régression hormonale, elle est estimée a
17.2%.

Au cours de la période de régression hormonale, une involution des vésicules seminales
exprimeée par une importante réduction pondérale est observée (60%). Cette sensibilité de la
vésicule séminale aux androgenes a éé également notée chez la souris (Normand et al.,
1991) .

Higgins et al., en 1976 ont montré une réduction tres importante des protéines de I’ ensemble
des vésicules séminales et des glandes coagulantes (90%), qui se traduit également par une
involution des vésicules seminales. Cette involution résulte en fait d’ une régression cellulaire,
d une perte de cellules et d’ une disparition des récepteurs des androgenes (Rennie et al.,
1984).

Chez les rongeurs, particulierement chez la souris, les sécrétions des vésicules séminales sont
responsables de la formation du bouchon vaginal (Williams-Aschman, 1984). Elles influent
sur le métabolisme, la mobilité, et les propriétés de la surface des spermatozoides. Elles
induisent la capacitation et suppriment I’immunocompétence au niveau du tractus génital
femelle (Manco et Abrescia, 1988 ; Peitz, 1988 ; Metafora et al., 1989). Les sécrétions des
vésicules séminales fournissent en outre, les principaux composants impliqués dans la
constitution de la masse gélatineuse enveloppant les spermatozoides §aculés, telle que la
semeénogéline et des fibronectines| et 1l (Liljaet al., 1989 ; Liljaet Lundwall, 1992).

Les protéines secrétées par les vesicules seminales ont fait I’ objet de nombreux travaux chez
le rat, et des éudes de résolution structurale et d'identification de genes impliqués dans la
synthése de ces protéines ont permis de montrer |I'implication de certaines d entre elles dans
lafertilité (Higgins et al., 1981 ; Kistler et al., 1981 a; Mansson et al., 1981 ; Kandala et al.,
1983 ; Williams et al., 1983).
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Pour le rat des sables, la comparaison des profils électrophorétiques des protéines solubles de
I"homogénat et des sécrétions des vésicules séminales montre la présence de 3 protéines
majeures communes ; il s'agit des composes de PM apparent de: 41 kDa, 21 kDa (POSV P»)
et 14.4 kDa. Deux protéines de poids moléculaire apparent de 35 kDa et 36 kDa se retrouvent
uniquement au niveau des secrétions (Gernigon et al., 1994).

Parmi ces protéines, seule POSVP,; est induite par la testostérone; elle présente une
différence quantitative dans I’homogénat (22%) par rapport aux secrétions (13%). Ce qui
laisse supposer que la majeure partie de la protéine présente dans I’homogénat (tissu +
secrétions) serait constituée de la protéine sous forme sécrétée. Des résultats similaires sont
obtenus chez la souris, ou cing protéines de PM compris entre 12 kDa et 16 kDa, mises en
évidence dans |I’homogénat de la vésicule séminale sont abondamment exprimées dans les
secrétions (Normand et al., 1989 ; 1991).

L’ analyse des résultats rapportés dans cette premiére partie laisse supposer qu’ au niveau de la
vésicule séminale, I’ épithélium serait le siege de synthése de POSVP,; ; lamajeure partie
de cette protéine serait sécrétée. »

Cette hypothese sera vérifiée ultérieurement, puisqu’une réponse définitive ne pourra étre
apportée qu’ apres détermination du ou des site(s) potentiel(s) de synthese de cette protéine
par immunohistochimie, I’analyse des ARN et par |” hybridation in situ.

Il faut souligner cependant, que les protéines spécifiques du tractus génital ne semblent pas
présenter la méme dépendance vis-avis des androgenes. En effet, I'analyse des profils
protéigues nous a permis de montrer, la présence dans I’homogeénat de vésicules seminales
d’une protéine majeure de PM apparent de 45 kDa exprimée en période de repos présentant
une variation saisonniere et réprimee par la testostérone (Gernigon, 1992).

Chez Psammomys obesus, seule la protéine de 45 kDa de la vésicule séminale présente ce
type de régulation.

Des protéines réprimées par les androgéenes ont été étudiées chez lerat et la souris. En effet,
chez ces rongeurs, la castration induit I’ apparition de nouvelles protéines au niveau de la
prostate (Montpetit et al., 1986; Lee et Sensibar, 1987) ains qu’'une augmentation de
I” activité enzymatique de la ribonucléase (Engel et al., 1980), de la cathepsine D (Tanabe et
al., 1982) et de I’ activateur du plasminogene (Rennie et al., 1984). Ceci suggére gue certains
genes qui sont normalement réprimés dans la prostate, seraient responsables de I’ autolyse
active qui apparait apres la suppression des androgenes (Leger et al., 1987).

Des protéines de ce type ont été mises en évidence également chez la souris, aussi bien chez
I” adulte que chez I’ animal immature (Normand, 1991).

Il existe donc dans les organes sexuels une reégulation différentielle de la synthese
protéque par les androgenes.

Du point de vue histologique, la vésicule séminale du rat des sables, est caractérisée pendant
la période de reproduction, par un compartiment épithélial trés étendu, formant de nombreux
replis convergeant al’intérieur d’ une lumiére large remplie de sécrétions abondantes.
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L’ étude de I’immuno-expression de POSV P,; au niveau de la vésicule séminale pendant cette
période a montré que POSVP;; est présente:

- dansle compartiment épithélial et plus précisément au niveau cytoplasmique.
- danslasécrétion au niveau de lalumiére de la vésicule séminale.

Nous notons en outre, que POSVP,; est exprimée avec une intensité variable selon sa
localisation. Elle est plus abondante dans les sécrétions gu’ au niveau de |’ épithélium.

Dans les tissus constitutifs de la vésicule séminale, la distribution de POSVP,; semble
restreinte al’ épithélium. En effet POSVP,; n’'est retrouvée, ni au niveau du tissu conjonctif,
ni au niveau du stroma fibro-musculaire. Cette distribution strictement épithéliale est
retrouvée pour les protéines vésiculaires: MSVSP99 décrite chez la souris (Morel et al.,
2001) et P14 et P20 chez le taureau (Fernandez-Juan et al., 2006).

En ce qui concerne la répartition de POSV P,; au niveau cellulaire, elle serait essentiellement
cytoplasmique.

Une immuno-expression de POSVP,; nettement plus faible que celle notée en période de
reproduction est retrouvée a la fin de I’ éé (fin de période de repos et début de période de
reproduction). Elle correspondrait probablement a la reprise de la fonction de reproduction.
Au cours de cette phase, POSV P, est faiblement exprimée au niveau de I’ épithélium et n’ est
pas retrouvée dans les sécrétions.

Ceci semble conforter les résultats obtenus lors de travaux antérieurs montrant que
I’ épithélium des vésicules séminales, longtemps apres castration (situation équivalente al’ état
de repos sexuel), conservait son activité sécrétrice ; mais que les cellules ne libéraient pas leur
secrétion dans lalumiére (Gernigon , 1992).

L’ éude de POSVP,; par I’ approche immunohistochimique montre une répartition limitée a
I’ épithélium et alalumiére de lavésicule séminale.

Cette expression de POSVP,; restreinte a I’ épithélium, laisse envisager son implication dans
les processus cellulaires liés a I’ activité reproductrice et suggére une spécificité tissulaire vis-
avis de I'épithélium, comme c'est le cas pour la protéine constitutive des sécrétions,
synthétisée par les celules épithélides de la vésicule séminale chez le cochon dinde
(Hudson, 1992) et pour MSV SP99, protéine de 14 kDa sécrétée par les cellules épithédliales
et gpécifigue de la vésicule séminale de souris (Morel et al., 2001). Une autre protéine
majeure du coagulum du plasma sémina de |"homme et de la souris: la séménogéline, est
produite également en grande quantité par les cellules épithéliales des vésicules séminales.
(Yoshidaet al., 2008).

Il faut souligner par ailleurs, que chez les rongeurs déserticoles caractérisés par leur
adaptation aux conditions extrémes, la reproduction montre des fluctuations saisonniéres. Des
variations saisonnieres histo-cyto-physiologiques et biochimiques ont été notées au niveau du
tractus génital male du rat des sables (Psammomys obesus) (Gernigon, 1992) ainsi que chez
d autres especes deéserticoles, telles que la gerbille (Gerbillus gerbillus) (Kassir, 1983 ;
Belkacemi, 1988). Les modifications histologiques saisonnieres observées chez ces espéces
sont corrélées aux cycles hormonaux (testostéronémie testiculaire et plasmatique) (Khammar
et Brudieux, 1984, 1987, 1989 ; Khammar, 1987 ; Zaime et al., 1992 ; Boufermes, 1997 ;
Mataoui, 2006).

Aingi, |’ épithélium de la vésicule séminale, siége probable de synthése de POSV P, est sujet a
des modifications histologiques. En effet, pendant la période de reproduction, le
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compartiment épithélial est tres étendu et présente un aspect différent de celui observé en
période de repos sexuel. |l est caractérisé par la présence de nombreux replis convergeant a
I"intérieur d’ une lumiére large occupée par une secretion abondante. Les cellules principales
de I’ épithélium présentent une zone supra nucléaire, bien dével oppée et riche en granulations.
Ces caractéristiques histologiques témoignent d'une importante activité de synthése,
visualisée par |es sécrétions abondantes qui occupent lalumiére de la vésicule séminale et qui
persistent pendant la période de repos.

Laparoi fibro-musculaire al’inverse de I’ épithélium, ne subit aucune modification et présente
le méme aspect qu'en période de repos sexuel. Les protéines androgéno-dépendantes du
tractus génital méle sont synthétisées par les cellules épithéliaes; les variations observées
dans leur expression seraient le résultat de modifications du compartiment épithélial, plutét
gu’ a celles du stroma (Normand, 1991).

Ces observations ne semblent pas se généraliser a tous les rongeurs, en effet, contrairement a
Psammomys obesus, des variations saisonnieres structurales affectant tous les constituants
histologiques des vésicules seminales sont notées chez d'autres rongeurs déserticoles, le
mérion Meriones crassus (Belhocine et Gernigon, 1994 ; Belhocine, 1998) et la gerbille
(Gerbillus gerbillus) (Belkacemi, 1988). Des observations similaires sont décrites au niveau
des vésicules séminales chez le Hamster doré soumis a une photopériode courte
(Schindelmeister et al., 1988).

Pour Psammomys obesus, |’ hypothése que le compartiment épithélial constitue le site de
synthése de POSV P,; a été confortée par les expériences de traduction in vitro. En effet parmi
les proténes traduites a partir des ARN totaux de vésicules seminales, un composé majeur de
méme mobilité éectrophorétique que POSVP,; est mis en évidence. Ceci suggererait
I’existence dans la vésicule seminale d'un ARNm majeur, capable de produire in vitro un
composé de méme poids moléculaire apparent que POSVP,; et confirmerait par consequent
I’ origine vésiculaire de cette protéine (Gernigon, 1992).

Généralement, les protéines sécrétées sont présentes dans les cellules eucaryotes sous deux
formes:

- une pré-protéine, transitoire, qui est internalisée dans la machinerie de
sécrétion (réticulum endoplasmique et appareil de Golgi) par clivage d’'un
peptide signal N-terminal,

- une protéine mature, secrétée, de poids moléculaire inférieur.

Les pré-protéines possédent un peptide signal permettant leur sécrétion ou leur transport dans
les différents compartiments cellulaires. Le peptide est clivé lors de la maturation de la
protéine, d’ou une migration électrophorétique |égérement différente de celle de la protéine
mature (Hortsch et Meyer, 1986).

Le composé de 21 kDa traduit in vitro correspond a une protéine non mature, car le lysat de
réticulocytes ne contient pas les éléments nécessaires a la maturation post-traductionnelle des
protéines traduites.

Pour POSVP,;, protéine mature synthétisée in vivo et le composé de 21 kDa, pré-protéine
traduite in vitro, nous avons noté la méme mobilité électrophorétique.

La traduction in vitro d’un composé de méme mobilité électrophorétique que POSVP;;
laisse donc supposer que la séquence signal nécessaire a la sécrétion et/ou au transport de la
protéine est de tres faible taille ou inexistante pour générer une différence détectable par

69



Discussion

électrophorése. Ceci laisse envisager pour POSVP,;, un mode de sécrétion apocrine, ne
nécessitant pas de peptide signal, comme cela a été décrit dans le cas de protéines des
vésicules séminales, de I'épididyme et du canal déférent du taureau (Agrawa et Vanha-
Pertulla, 1988), de la transglutaminase des glandes coagulantes du rat (Seitz et al., 1990 ;
Steinhoff et a., 1994) ainsi que pour MVDP, protéine du cana déférent de souris (Manin et
al., 1995) .

Pour ce modéle de sécrétion, des protusions se forment sur la partie apicale des cellules
épithéliales puis se détachent, constituant ainsi des vésicules remplies de matériel
cytoplasmique (Agrawal et Vanha-Pertulla, 1988). Ce mode de sécrétion apocrine
entrainerait une utilisation différée des produits de sécrétion, dont la libération serait assurée
par les nombreuses enzymes lytiques, présentes dans le fluide épididymaire, telles que les
phosphatases (Frenette et al., 1986), les glucosidases (Jauhiainen et Vanha-Pertulla, 1986), les
peptidases (Agrawa et Vanha-Pertulla, 1986) ou estérases (Abou-Haila et Fain-Maurel,
1986).

A ce niveau d'investigation, POSVP,; peut étre considérée comme un produit
« gpecifique » dela vésicule séminale.

Sa distribution cytoplasmique et sa présence dans la lumiére sous une forme sécr étée,
suggererait un passage versle milieu extérieur et une sécrétion detype apocrine.

70



Discussion

Il. Caractérisation et identification de POSV Py

Dans cette partie, nous avons caractérisé et identifié POSVP,; par une approche protéomique.
POSVP;,; est une protéine acide représentée par 4 polypeptides de pHi compris entre 4 et 7.
Les séquences peptidiques identifiées ont montré une forte homologie avec la séquence
peptidique de la transgéline de Rattus norvegicus.

Nous avons montré également que deux protéines de 21 kDa (Pxgep € Poieg) Mises en
évidence dans I’ épididyme, présentent une parenté immunologique avec POSVP,; et sont
localisées dans |e compartiment épithélial et dans |a matrice extracellulaire. L’ analyse de leurs
séquences peptidiques a montré, comme pour POSV P,; une forte homologie avec la séquence
peptidigue de la transgéline de Rattus norvegicus.

1. Caractérisation de POSVP,;

Chez le rat des sables, la période de reproduction est caractériseée par des variations
biochimiques importantes. Au cours de cette période, le protéome de la vésicule séminale
varie considérablement en fonction des états physiologiques des animaux. En effet, le nombre
de protéines exprimées au début de la période de reproduction est nettement supérieur a celui
exprimé alafin de cette méme période.

Comme nous |’avons montré dans la premiére partie de notre travail (Chapitre I11), ces
variations se répercutent sur |’expression de POSVP,; qui est abondamment exprimée en
période de reproduction, tres réduite en période de régression hormonale et absente en période
de repos sexuel.

L’ analyse du protéome de la vésicule séminale pendant la période de reproduction montre que
POSV P,; apparait sous forme de 4 spots de poids moléculaire égal ou voisin de 21 kDa, dont
le pHi est comprisentre 4 et 7.

En période de repos, les spots correspondant a POSV P, sont absents.

Ce qui suggere que les quatre spots mis en évidence dans la zone de 21 kDa
correspondent a POSVP5;.

Cette hypothése est confirmée au cours d une étape ultérieure par I’analyse d'un gel 2-D de
POSVP;,; purifiée, ou 4 spots protéiques distincts par leur point isoélectrique, leur poids
moléculaire et leur teneur relative sont présents ; POSV P, est une protéine acide représentée
par quatre polypeptides.

Concernant |’ hétérogénéité du poids moléculaire des 4 spots constitutifs de POSVP,; (a, b,
c ont un PM de 21 kDa et d de 20,1 kDa), I’ hypothése que le spot (d) de 20,1 kDa soit le
résultat d’ une dégradation enzymatique d’un polypeptide de 21 kDa peut étre écartée, car les
extraits protéiques sont préparés en présence d’inhibiteurs de protéases.

L’ hétérogénéité du point isoélectrique des 4 spots «a», «b», «c» et «d» suggere
I’ existence de 4 isoformes. Cette hétérogenéité serait probablement due a des modifications
post-traductionnelles, qui sont fréguentes au niveau du tractus génital méle (Huong et al.,
2007) et peuvent étre confortées par |’ analyse des séquences peptidiques. L’identification de
sites potentiels de glycosylation et/ou de phosphorylation au niveau de la séquence peptidique
de POSVP, permettrait dexpliquer cette micro hétérogénéité. En effet, la micro
hétérogénéité éectrophorétique de protéines, telles que I’ ABP (androgen binding protein) du
rat et la TeBG (testosterone binding globulin) du lapin est due a des différences de la
glycosylation de leurs sous unités (Danzo et Bell, 1988 ; Danzo et al., 1989).

71



Discussion

2. ldentification de POSVP»;

L’analyse des séquences peptidiques de POSVP,; montre une forte homologie avec la
sequence peptidique de la transgéline du rat Rattus norvegicus. En effet, les 14 séquences
peptidiques identifiées au niveau de POSV P,; sont toutes retrouvées au niveau de la séquence
peptidique de la transgéline et présentent un taux de recouvrement de 62%, ce qui représente
les 2/3 de la séquence totale de la transgéline.

L’identification du domaine « calponine » au niveau de la séquence peptidique de POSVP,;
(AA2; aAA139) laisse envisager I'implication de cette protéine dans laliaison al’ actine.

En effet, parmi les séquences de POSV P, identifiées, 9 d’ entre elles couvrent le « domaine
calponine » de latransgéline de Rattus norvegicus.

Parmi les protéines liant I actine, la calponine (CaP) fut la premiere a étre isolée a partir du
muscle lisse du gésier de poulet, elle interagit avec les filaments de la F-actine et de la
camoduline (Takahaschi et al., 1986). La calponine et la transgéline sont exprimées de fagon
synchrone pendant la différenciation cellulaire du muscle lisse (Gimonaet al., 1992).

Laliaison al’ actine est possible grace a la présence d un site potentiel de fixation al’actine
comprenant quatre acides aminés chargés positivement (Prinjha et al., 1994 ; Shapland et
al.,1993). Ce site a été identifié au niveau d un certain nombre de protéines liant I’ actine.
(Castresana and Saraste, 1995). Le domaine potentiel de fixation a I’ actine, contient environ
100 acides aminés, il constitue le domaine CH (cal ponin homology domain).

La séguence peptidique de la transgéline montre un peptide signal de 6 pmoles, dont la
sequence en acides aminés est : KGPSYGMSREV (Shapland et al., 1993), cette séquence
semblerait unique. En effet, malgré le haut degré d’homologie avec SM 22, la protéine de 22
kDa du muscle lisse et avec la calponine, les séquences en acides aminés des séguences signal
respectives sont nettement différentes du peptide signal de la transgéline, la séquence du
peptide signal de la SM22 a, étant ANKGPAY GMSRDV (Pearlstone et al., 1988) et celle de
lacalponine, RGPAY GLSAEV (Vancompernolle et al., 1990).

Pour POSVP;,, I'existence d’'un peptide signal n’'a pas éé montrée, cependant |’ hypothése
d un peptide signal de faible taille a é&té évoqueée, cette hypothese semble concorder avec ces
données.

Par ailleurs, la transgéline de Rattus norvegicus présente 96% d’identité avec la sequence
peptidique de la transgéline humaine. Les acides aminés qui la distinguent de la transgéline
de I’'homme (I'AA7; I'AAss; I'AAgset I'AA3z; et I' AA 165) Sont cependant bien conserveés au
niveau de la séquence peptidique de POSV P;,;.

« POSVP,; semble identique a la transgéline de Rattus norvegicus et proche de la
transgéline humaine.»

Apres caractérisation et identification de POSVP,;, nous avons montré |’existence d une
parenté immunologique entre POSVP,; et 2 protéines épididymaires Poigp €t Pxeq de méme
PM apparent localisées dans |’ épithélium et dansla MEC de |’ épididyme.

L’existence d’une parenté immunologique entre Poigp, Poieq &8 POSVP2 suggere que
Poiep, P21eq Seraient des protéinesidentiques ou proches de POSV Py;.

POSVP,; pourrait donc avoir deux sites de synthése distincts: un site vésiculaire et un site
épididymaire.

72



Discussion

Le degré de cette parenté immunologique a pu étre déterminé par I’identification et I’ analyse
des séquences peptidiques de Poig, €t Poigq qui @ montré également, comme pour POSVP,; un
recouvrement important des séquences peptidiques de ces deux composes avec la transgéline
du rat Rattus norvegicus (Paigp : 41 %) €t (Paeq: 48%).

Les trois protéines de PM apparent de 21 kDa mises en évidence, dans la vésicule séminae
(POSVP;,) et dans I’ épididyme (Po1gp €t Pxegq) de Psammomys obesus sont apparentées a la
transgéline de Rattus norvegicus.

La transgéline a éé identifiée pour la premiere fois en 1987 au niveau des cellules
musculaires lisses du gésier chez le poulet (Lees-Miller et al., 1987a et 1987b). Elle doit son
nom au fait qu'ele soit impliguée dans la transformation et la gélification de I'actine
(Shapland et al., 1993). C’est une protéine de 22 kDa connue sous le nom de SM22 (smooth
muscle protein 22) (Kim et al., 1997). Elle a été identifiée chez plusieurs espéces et est
connue sous différentes codifications:

- mouse p27 (Almendral et al., 1989),

- mp-20 (Ayme- Southgate et al., 1989),

- WS3-10 (Thwestt et al., 1992),

- TAGLN (Lawson et al.,1997),

- SM22 (Kimetal., 1997),

- Scplp (Goodman et al., 2003 ; Winder et al., 2003) et
- Stg 1 (Kentaro et al., 2005).

Chez I’homme, le gene de la transgéline a été identifié et localisé au niveau du chromosome
11 g23.2 (Camoretti-Mercado et al., 1998). Ce géne serait bien conservé au cours de
I’évolution, puisque la transgéline est retrouvée aussi bien chez les organismes
unicellulaires tels que les levures WS3-10 (Thwestt et al., 1992), Scplp (Goodman et al.,
2003 ; Winder et al., 2003), les invertébrés (mollusques, crustacés) que chez les vertébreés
mouse p27 (Almendral et al., 1989) et SM22 (Kim et al., 1997).

La séquence peptidique de SM22a a été identifiée chez plusieurs espéces de mammiféres;
chez la souris cette sequence est constituée de 204 acides aminés et présente 98%, 97% et
84% d'identité avec les séquences peptidiques respectives de la transgéline du rat, de
I”homme et du poulet (Li et al., 1995).

Le gene de SM 220, présente une homologie avec le géne de la calponine (Takahashi et Nadal-
Ginard, 1991) et de la MP20 de la drosophile (Ayme-Southgate, 1989). La signification de
ces homologies n’est pas connue, cependant il a é&é montré que le RNA messager codant pour
SM220 possede une stricte spécificité tissulaire vis-avis du muscle lisse différencié
(Shanahan et al., 1993). Son expression au cours de I’ embryogenése constitue un des premiers
marqueurs spécifiques de la différenciation des cellules musculaires lisses (Lees-Miller et al.,
1987 ; Shanahan et al., 1993 ; Li et al., 1995).

SM22a jouerait un réle dans la contractilité, probablement en agissant sur |’ organisation des
filaments d’ actine (Zeidan et al., 2004).

La transgéline est exprimée exclusivement dans les cellules musculaires lisses chez de
nombreux vertébrés adultes. Elle fait partie de la famille des protéines qui lient |’ actine et
interviennent dans sa polymeérisation (Li et al., 1995).
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C’est une protéine qui présente la particularité de se lier directement aux filaments d’ actine
avec un ratio de 1 pour 6 monomeéres d actine et une constante d’ association de 7.5 x 10°M™*
(Shapland et al., 1993). L’ existence d’ une relation entre le réle de la transgéline et |le maintien
de la stabilité de I'actine a éé suggérée par plusieurs auteurs qui ont montré que la
SM22/transgéline (protéine caractéristique des vertéorés), comme la Scplp, identifiée chez
(Saccharomyces cerevisiag), coopére avec la fibrine pour stabiliser et organiser I’ actine du
cytosquel ette (Ayme-Southgate et al., 1989 ; Goodman et al., 2003).

Des études récentes ont montré que la transgéline identifiée dans les muscles lisses et les
vaisseaux sanguins est retrouvée dans les fibroblastes et au niveau de certains épithéliums tels
que:

- I"épithédliumintestinal (Schieldset al., 2002),

- I"épithédlium du canal mammaire (Schields et al., 2002 ; Wulkfuhle et al., 2002)
- I"épithédlium glomérulaire (Ogawa et al., 2007) et

- I'épithélium de la prostate (Yang et al., 2007).

Ces données confortent donc nos résultats, puisque chez Psammomys obesus, aussi bien dans
la vésicule séminale gu'au niveau de |'épididyme, la transgéline est retrouvée dans
I épithélium.

La transgéline ne semble pas requise pour le développement du muscle lisse, mais plutét pour
sa contraction calcium-indépendant (Assinder et al., 2008 ; Nair et al., 2008).

L’actine constitue le composant principal des microfilaments du cytosquelette. C'est un
élément crucial pour de nombreux évenements cellulaires, tels que la mobilité, la division
cellulaire et les mouvements des récepteurs présents a la surface cellulaire (Schliwa, 1981 ;
Stossel et al.,1989; Way et al., 1990 ; Weeds, 1982). L’importante distribution de la
transgéline au niveau des filaments d’actine plaide en faveur d’un réle important de cette
protéine dans |’ organisation du cytosquel ette au niveau des tissus adultes normaux (Li et al.,
2008).

Un large éventail d'études physiologiques et biochimigues confirme par ailleurs, I'existence de
mécanismes secondaires additionnels dépendant du Ca?* qui peuvent modifier ou participer &
larégulation de I'état contractile de la cellule musculaire lisse.

Parmi ces mécanismes :

- lacalponine, protéine liant I'actine, latropomyosine et la calmoduline;

- la caldesmone, protéine liant l'actine, la myosine, la tropomyosine et la
calmodulineg;

- la protéine kinase dépendante du Ca’* et des phospholipides (protéine kinase
C).

Le cytosquelette constitue un réseau protéique en trois dimensions, réparti a travers le
cytoplasme des cellules eucaryotes, dont les constituants sont décrits comme un systéme
de « cables » cytoplasmiques classés en trois groupes selon leur taille : les microfilaments (de
7 nm d épaisseur) ; lesfilaments intermeédiaires (de 10 nm d’ épaisseur) et les microtubules (de
25 nm de diamétre).

Le réseau protéique du cytosquel ette assure plusieurs fonctions : les mouvements cellulaires,
le soutien et larésistance de la cdlule, ainsi que I’ adhérence entre cellules et entre cellules et
matrice extracellulaire.
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L’ assemblage des monomeéres d’ actine en filaments et I’ organisation de ces filaments en épais
faisceaux sont contrdlés par différents types de proténes « de liaison de I’ actine » (Craig et
al., 1982; Pollard et al., 1986; Kierszenbaum, 2002). En effet, les cellules eucaryotes
expriment, un grand nombre de protéines impliquées dans le contrdle de I’ architecture et de
I”environnement du cytosquelette. La transgéline fait partie de ces protéines liant |’ actine
(Nakano et al., 2005) .

Elle semble jouer un réle important dans les fonctions circulatoire, urogénitale, respiratoire et
digestive. La détermination de sa structure cristalline caractérisée par la présence du domaine
CH, permettrait dans un futur proche de préciser le r6le de cette protéine dans la liaison a
I’actine (Li et al., 2008).

3. Réledelatransgéline dansles vésicules séminales

Les vésicules séminales sont des organes androgénodépendants (Aumdller, 1979) constitués
de deux composants essentiels : le stroma fibro-musculaire et |’ épithélium, dont la proportion
et I’aspect varie au cours du développement et en fonction du stade physiologique de la
reproduction. Ces deux compartiments sont caractérisés par une sensibilité différente aux
hormones : I’ épithélium est le tissu cible des androgenes, le stroma celui des oestrogénes
(Gaytan et al., 1986 ; Neubauer et Mawhinney 1981).

L’ androgénodépendance des vésicules séminales est démontrée par la présence de récepteurs
aux androgenes au niveau des cellules épithéliales, des cellules conjonctives et des cellules
musculaires lisses (Pelletier et al., 2000 ; Y amashita, 2004).

Chez les rongeurs déserticoles, I’ absence de testostérone, résultant de la castration induit une
régression des vésicules séminales, similaire a celle observée en période de repos. Pendant la
phase de repos, la testostérone se trouve a une concentration insuffisante pour permettre le
maintien de la structure et de la fonction de la glande, c'est le cas de Psammomys obesus
(Gernigon-Spychalowicz, 1992), de Meriones crassus (Belhocine, 1998) et de Gerbillus
gerbillus (Boufermes, 1997 ; Mataoui, 1999).

L’ aspect histologique des vésicules séminales de Psammomys obesus pendant |a période de
reproduction est différent de celui observé en période de repos.

L’ épithélium présente des replis importants caractérisés par des cellules principales mesurant
30 a 50 um et des noyaux occupant le tiers basal de la cellule. Ces cellules sont caractérisées
par une zone supra nucléaire tres dével oppée et éosinophile.

Contrairement au compartiment épithdlial, le stroma ne subit pas de modifications.
Cependant, cette situation ne semble pas se généraliser a tous les rongeurs, puisque chez le
mérion de Libye Meriones libycus, un autre rongeur déserticole, des effets différents sont
notées au niveau du stroma de la vésicule séminae. En effet, une hypertrophie de la paroi
fibro-musculaire et une désorganisation des cellules musculaires lisses sont observées pendant
la période de reproduction. Chez ce rongeur, la persistance de I’ a-actine dans le cytoplasme
des cellules musculaires lisses des vésicules seminaes en période de repos et apres castration,
ne semble pas refléter & elle seule le maintien de I’ état contractile de ces cellules (CMLS) ;
d autres protéines telles que la myosine et la smootheline pourraient étre impliquées; leur
absence entraverait la faculté contractile des CMLs (Belhocine et al., 2007). Ces changements
morphologiques traduiraient une altération du cytosquelette et probablement des jonctions
cellulaires ainsi gqu’ une accumulation des organites de la synthese des protéines, tel gu’il a été
montré pour les CMLs de la prostate du rat castré (De Carvalho et al., 1997a).

La transgéline, protéine exprimée exclusivement au niveau des cellules du muscle lisse chez
Iadulte (Li et al., 1995), dont la présence et la localisation au niveau de I’ épithélium de la
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vésicule seminale du rat des sables, suggererait un passage dans le milieu extra cytoplasmique
et son implication dans I’organisation du cytosquelette des cellules musculaires lisses,
permettant ainsi le maintien de la structure et de I’ état contractile de lavésicule séminale.

L’ éat contractile de la vésicule séminale, est observé lors de I'éaculation ; en effet, sous
I"action de la stimulation nerveuse orthosympathique des fibres musculaires lisses, les
secrétions élaborées et stockées dans la lumiére de la vésicule séminae sont libérées, cette
derniere est ainsi videe.

Les protéines spécifiques des sécrétions des vésicules séminales constituent les composants
essentiels du liquide seminal et sont impligquées dans des processus complexes tels que:

- la coagulation et la liquéfaction du plasma séminal (Lilja, 1990; De
Lamirande, 2001 ; Malm et al., 2007),

- la formation d’une couche protéique autour des spermatozoides entrainant
des modifications au niveau de leur structure fine et de leur mobilité (Weil,
1965 ; Rufo et al., 1982 ; De Lamirande et Gagnon, 1984 ; Foresta et al.,
1986 ; Schivaji, 1986 ; Scheit et al., 1988).

- I'effet immunosuppresseur du plasma sémina (Peitz, 1988 ; Gonzalez,
2001 ; Wang et Zhang, 2007).

Hormis leurs réles dans le tractus génital méale, les sécrétions des vésicules séminales jouent
un réle dans les voies génitales femelles, au niveau desquelles, elles sont impliquées dans la
stimulation de la motilité des muscles lisses (Clavert et al., 1985).

Chez Psammomys obesus, au niveau du tractus génital femelle, la protéine de 21 kDa entre
dans la constitution du coagulum (Gernigon, 1992). L’importance des protéines du coagulum
dans la progression des spermatozoides dans les voies génitales femelles a éé montrée par
Cukierski et ses collaborateurs (1991) ; elles jouent également un rdle dans la stabilité de la
chromatine des spermatozoides (Richthoff et al., 2002). Dans le coagulum, I’ absence de la
protéine de 21 kDa (transgéline) aurait donc des répercussions sur la motilité des muscles
lisses des voies génitales femelles, sur la mobilité des spermatozoides et par consequent sur la
fécondité.

La présence de la transgéline dans les sécrétions des vésicules séminales et dans le
coagulum, lui conférerait probablement un rdle dans la physiologie du plasma séminal
et des sper matozoides de Psammomys obesus.

Il faut souligner toutefois qu’au cours de ces différents processus, |es spermatozoides stockés
dans le canal déférent, se trouvent en présence des secrétions de la prostate et des vésicules
séminales. Au contact de ces différents fluides, les propriétés des spermatozoides peuvent étre
modifiées, d’'ou la difficulté de I’ analyse et de la détermination du role des protéines sécrétées
et spécifiques des vésicules séminales (Balernaet al., 1984).

4. Roledelatransgéline dans|’ épididyme.

L’ épididyme, comme le reste du tractus génital, est sous le contréle des androgenes qui
assurent le maintien de sa structure et de ses fonctions (Brandes, 1974).

Chez les mammiféres, |’ épididyme assure une variété de fonctions dont dépend directement la
fertilité et la viabilité des spermatozoides, il est indispensable a la maturation des
spermatozoides. Parmi les nombreux composants du fluide épididymaire, les protéines
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spécifiguement synthétisees par cet organe sont un élément clé de la maturation des
spermatozoides (Turner et al., 1979).

Au cours de leur transit épididymaire, les spermatozoides subissent des modifications
structurales, biochimiques et métaboliques (Bedford, 1975-1979 ; Oliphant et Singhas, 1979 ;
Jones et al., 1980 ; Courot, 1981 ; Orgebin-Crist, 1986 ; Robaire et Hermo, 1988).

Leur mobilité devient directionnelle dans la région distale de la téte ou proximale du corps
(Hoskins et al., 1975; Hinton et al., 1979 ; Dacheux et Paquignon, 1980 ; Dacheux et al.,
1983). Leur pouvoir d adhésion a la zone pellucide et leur aptitude a la fécondation se
manifestent progressivement au niveau du corps et de la partie proximale de la queue de
I’ épididyme chez la souris (Saling, 1982), le Hamster (Cuasniscu et al., 1984a) et le Verrat
(Peterson et al., 1984).

Ce processus séquentiel de maturation des spermatozoides dépend essentiellement de
I’environnement favorable offert par le fluide épididymaire dont la composition est
conditionnée par les fonctions d absorption et de sécrétion des cdlules épithélides de
I’ épididyme (Hamilton, 1975 ; Fournier-Delpech et al., 1982 ; Fournier-Delpech et Thibault,
1991).

Les activités cellulaires d absorption, de concentration et de synthése protéique, permettent
I’élaboration d’un milieu intra tubulaire constituant le liquide dans lequel baignent les
spermatozoides (Dacheux et Paquignon, 1981).

L’ épididyme produit un certain nombre de protéines spécifiques différentes de celles du
plasma sanguin et des fluides entrant dans I’ épididyme (Brooks et Higgins, 1980 ; Kohane et
al., 1983). Ces protéines sont caractérisées par leur androgénodépendance, |a régionalisation
de leur synthese; elles sont généralement de faible poids moléculaire et sont souvent
glycosylées (Cuaniscu et al., 19844).

Un grand nombre de proténes spécifiques de |’ épididyme a é&é mis en évidence chez de
nombreuses especes telles que la souris (Flickinger, 1979 ; Fain-Maurel et al., 1981;
Ghyselinck et al., 1989), le lapin (Moore 1981), le bélier (Jones et al., 1982), le singe (Haider
et al., 1983) et I"homme (Tezon et al., 1985), les études les plus complétes ont été réalisées
chez lerat.

Chez le rat, les protéines D et E qui n'ont pas été détectées dans d autres tissus que
I’ épididyme, deviennent au cours du transit épididymaire des composants de la surface des
spermatozoides, ou elles sont localisées sur la surface antérieure de la téte et sur les parties
latérales de la région post-acrosomale. Ces protéines sont caractérisees par une affinité pour
les spermatozoides nettement supérieure a celle des protéines B et C (Brooks et Tiver, 1983).
Ces protéines semblent jouer un réle important dans |’ acquisition du pouvoir fécondant des
spermatozoides, puisque des spermatozoides traités par des anticorps dirigés contre les
protéines D et E deviennent incapables de féconder les ovules (Cuaniscu et al., 1984b).

L’ androgéno-dépendance des protéines D et E varie en fonction du segment de I’ épididyme
considéré et il a éé montré, que la synthese de ces protéines ne représentait que 2% des
valeurs normales dans la téte de I’ épididyme contre 35% dans la queue apres 4 semaines de
castration et que des ARNm codant pour ces protéines sont détectables apres 3 mois de
castration ; ce qui indique, que la transcription des génes au niveau de cette région est moins
sensible aux androgénes que dans la téte (Brooks et al., 1986b).

De nombreux genes épididymaires tels que p26h sont régulés par les androgenes via des
mécanismes assez complexes (Ezer et robaire, 2003 ; Cornwall et Hann, 1995). p26h est une
deshydrogénase qui intervient dans le processus métabolique de la 5 o-dihydrotestostérone et
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dont la concentration diminue rapidement aprés castration ; elle est indétectable aprés 3 jours
de castration ( Berube et al., 1996)

L’ épididyme reste néanmoins, le seul organe cible directement en contact avec les hormones
véhiculées a la fois par le sang et par le fluide testiculaire, ce qui explique la régulation
multifactorielle que présentent certaines protéines épididymaires.

Le contrle de la microcirculation, du systéme vasculaire et des facteurs de croissance
vasculaires endothéliaux par les androgenes et par les facteurs testiculaires a été auss noté
dans le testicule, I’ épididyme, les vésicules seminales et la prostate du rat (Bergh et al., 2001 ;
Lissbrant et al., 2003 ; Rudolfsson et al., 2003 ; Rudolfsson et al., 2004). Récemment des
récepteurs aux androgenes ont éé démontrés au niveau des cellules endothéliales de la
prostate chez I homme

Chez le rat des sables |’ effet des androgenes sur I’ épididyme est montré par des expériences
de castration. Une diminution pondérale de I’ épididyme distal d environ 30% ainsi qu’une
diminution significative de la concentration protéque de |’ épididyme proximal (72%) et de
I’ épididyme distal (44%) est notée apres castration. Cette diminution pondérale observée ala
fin de la période de reproduction résulte de I’ absence de spermatozoides, de la réduction du
diamétre de la lumiére et de la régression des replis de la mugueuse (Gernigon, 1992). Dans
I’ épididyme distal, la diminution importante du contenu protéique serait liée a la disparition
des spermatozoides toujours fortement accumul és dans cette partie de I’ épididyme.

Ces observations rejoignent celles décrites chez le rat, ou une perte pondérale de 50% est
notée aprés deux semaines de castration et se poursuit pendant une période de deux mois
(Brooks, 1981). Il faut souligner cependant que la quantité totale des protéines solubles de
I’épididyme est réduite de 73%, aors que le taux de synthese au niveau de la téte de
I’ épididyme n’ est diminué que de 8%.

Les androgenes contrbleraient donc le turn-over des protéines plutdét que leur synthese
(Brooks et Higgins, 1980 ; Brooks 1981). Chez la souris, |a perte pondérale de I’ épididyme
atteint 75% en 30jours (Abou-Haila, 1987).

Comparés aux effets observés sur la vésicule séminale et sur la prostate, les androgénes ont
relativement peu d’ effets sur la synthése des protéines totales de I’ épididyme, puisgue tres peu
de variations dans la quantité de protéines totales sont notées aprés castration, ce qui suggere
que les androgenes ne régulent qu’'une faible proportion des protéines totales (Brooks et
Higgins, 1980 ; Brooks 1983a).

Chez Psammomys obesus, seules 4 protéines majeures de la partie proximale de |’ épididyme
sont induites par latestostérone ; il s'agit des protéines de PM apparent de 74 kDa; 26 kDa;;
21 kDaou Pigp €t 13 kDa (Gernigon, 1992).

Il semblerait que du point de vue fonctionnel, la partie distale de I’ éididyme participerait
davantage a I’ absorption de fluide, d’ électrolytes et au transport transcellulaire de molécules
gu’'a un processus de sécrétion comme il a également été noté chez la souris (Abou-Haila,
1987).

Actuellement, les protéines identifiées au niveau de I'épididyme, sont classées en cing
groupes fonctionnels; leur distribution importante dans une région de I'épididyme est en
relation directe avec leur(s) fonction(s).

Les protéines impliquées dans le métabolisme, se retrouvent plutbt au niveau de la téte, qui
représente la premiére région de synthese et de secrétion des protéines épididymaires
(Vreeburg et al., 1990 ;Turner et al., 1994). La cartographie du sécrétome et du protéome
dans le fluide épididymaire est établie chez de nombreux mammiferes (Gatti et al., 2004).
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Chez Psammomys obesus, |'analyse des séquences peptidiques des deux protéines (Poigp et
Poieq) Mises en évidence au niveau de |'épididyme d’animaux adultes en période de
reproduction montre comme pour POSVP,;, I'existence d’'une forte homologie avec la
transgéline qui constitue un marqueur spécifiqgue de la différenciation des cdlules
musculaires lisses chez |’ adulte (Li et al., 1995).

Dans I’ épididyme, Pagp et Poieg SONt localisées au niveau de |’ épithélium et de la matrice
extracellulaire, cette derniére représente un ensemble bien organisé relié aux cellules du
stroma et a |’ épithélium et constitue un environnement favorable au processus de migration,
de division et de différenciation cellulaire (Bosman et Stamenkovic, 2003). La présence de
Paep €t Poieg dans la MEC, suggere leur implication dans I organisation du cytosquel ette des
cellules musculaires lisses, permettant ainsi e maintien de la structure et |’ état contractile de
I épididyme.

Sur le plan structural, I’ épididyme présente des variations régionales dans |’ organisation de la
couche musculaire lisse responsable des contractions rythmiques péristaltiques qui mobilise
les spermatozoides le long du cana épididymaire.

Les portions terminales de I’ épididyme (corps et queue) présentent une couche musculaire
lisse circulaire interne plus épaisse et une couche longitudinale externe (Kierszenbaum, 2002).
Le muscle lisse de I'épididyme est bordé par un épithélium pseudo stratifié caractérisé par
différents types cellulaires:

- lescellules basales qui assurent le renouvellement de I’ épithélium.

- les cedllules principales, caractérisées par une synthése protéique importante et
par une fonction d absorption et de dégradation (Hamilton, 1975 ; Robaire et
Hermo 1988 ).

- les cellules a noyau apica comprenant les cellules étroites et les cellules en
gobel et riches en mitochondries.

- les cellules claires riches en lysosomes, en vacuoles autophagiques et
gouttelettes lipidiques (Sun et Flickinger, 1980).

La forte homologie de P,gp €t Po1eq avec latransgéline de Rattus norvegicus et leur présence
au niveau de la matrice extracellulaire, suggérent une éventuelle action sur la contractilité
des CML viadesintégrines et induirait par conséquent la contraction de I’ épididymelors de
I’ expulsion des sper matozoides hors du canal épididymaire.

Ainsi, ces résultats semblent concorder avec ceux obtenus lors d’une récente étude du
protéome de |’ épididyme chez la souris (Haixin Y uan et al., 2005).

En effet, I'analyse protéomique combinée a la LCM (Laser Capture Microdissection) a
montré que I’ARN messager de deux protéinesmajeures: I'ICR (inducible carbonyl
reductase) et la transgéline, est en concentration importante exclusivement au niveau de la
région caudale de I’ épididyme, région au niveau de laquelle les spermatozoides sont stockés
(Chaurand et al., 2003).

La fonction de I'ICR, est clairement établie; elle est impliquée dans le métabolisme des
androgénes et dans le maintien d’ un microenvironnement dans le canal épididymaire (Haixin
Yuan et al., 2005).

La transgéline ou SM22 montre une augmentation graduelle de sa concentration (2 a 3 fois sa
concentration normale) au niveau du muscle lisse présent autour du canal épididymaire, le
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long de la partie proximale de la région caudale. La transgéline, protéine du muscle lisse,
intervenant dans la polymeérisation de I’ actine, avec une distribution prédominante et une
concentration importante de son ARN messager dans la région caudale expliquerait son
implication dans la contraction de I’ épididyme (Haixin Y uan et al., 2005).

Ces données constituent un argument supplémentaire montrant |’importance de I’ éape de
maturation épididymaire des spermatozoides. Cette maturation des capacités fonctionnelles
des spermatozoides s accompagne de modifications biochimiques et morphologiques. Elle se
fait de fagon progressive dans le sens antéropostérieur de I'épididymeet résulte d'une
régionalisation de la synthése des protéines épididymaires (Dacheux et Dacheux, 2001).

Les spermatozoides en pénétrant dans les canaux efférents sont dépourvus de mouvements
autonomes (si ce N’ est quelques brefs sursauts épisodiques) et sont incapables de se fixer aun
ovocyte et de le féconder a ce stade, s'ils sont inséminés dans les voies génitales femelles.
Cependant, lorsqu’ils arrivent dans la queue de I’ épididyme, les spermatozoides ont acquis la
capacité de féconder un ovocyte et de se mouvoir progressivement, bien qu’in vivo ils soient
encore immobiles pour ne nager activement qu’ apres leur largage hors du tractus méale.

En sortant de I’épididyme, ils entrent dans le canal déférent sous la forme d’une masse
compacte et leur transport ne s effectue plus des lors, par flux liquidien, mais en fonction de
I”activité musculaire de I’ épididyme et du canal déférent.

Les spermatozoides recueillis ala partie terminale du canal épididymaire (queue) sont animés
d un mouvement vers|’avant ; |’ acquisition de cette mobilité est essentielle aleur fonction de
fécondation (Johnson et Everitt, 2002).

Tout ce processus de maturation dépend de fagon cruciale d’une stimulation de |’ épididyme
par les androgénes.

Chez I’homme, des études récentes ont montré que des métallo protéinases semblent
également impliguées dans la maturation spermatique ; la présence des MMPs et des TIMPs
dans le plasma séminal suggere un rbéle de ces protéines dans la maturation des
spermatozoides (Shimokawa et al., 2002, 2003 ; Tentes et al., 2007). Leur accumulation dans
le fluide testiculaire et épididymaire chez les animaux domestiques constitue un argument en
faveur de leur implication dans la maturation des spermatozoides (Métayer et al., 2002). Une
déficience de la MMP-9 (gélatinase B) est corrélée a une diminution de la fertilité (Dubois et
al., 2000).

Il a été montré, par ailleurs que latransgéline est identifiée comme un nouveau régulateur de
I’expression de la MMP-9 (Nair et al., 2006). Ce qui suggere I'implication éventuelle de la
transgéline dans la maturation des spermatozoides.

Cependant, parmi les protéines androgénodépendantes de I’ épididyme, certaines semblent
impliquées dans d’ autres processus gque la maturation des spermatozoides.

L’ existence d’ une forte homologie de séquences entre les protéines B et C de |’ épididyme du
rat et la superfamille des o 2U globulines, dont plusieurs membres sont régulés par des
complexes multi hormonaux (Brooks, 1987), a permis de montrer gque ces protéines,
pourraient fonctionner comme transporteur des rétinoides dans le tractus génital ; ce réle
serait en rapport avec les effets bien connus de la vitamine A sur les cellules germinales
(Taragnat, 1988).

La protéine androgénodépendante de I’ épididyme de |ézard appartenant a la famille des
lipocalines semble jouer également un role dans le transport de I’ acide rétinoique des cellules
épididymaires a la membrane plasmique du spermatozoide (Depeiges et al., 1992 ; Mordl,
1992).
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Les connaissances actuelles des protéines androgénodépendantes du tractus génital mae
montrent qu'en dépit des récentes découvertes liées aux avancées technologiques
(identification et caractérisation de nombreuses proténes), le role d’ un grand nombre d’ entre-
elles demeure mal connu.

Il semble donc, selon Li et ses collaborateurs (1995) que la transgéline, marqueur spécifique
de la différenciation des cellules musculaires lisses est exprimée dans les tissus adultes
normaux. Mais des études récentes ont montré cependant qu’ elle est présente également au
niveau des cellules ayant subi une transformation maligne ; de nombreux travaux montrent
gue dans certains types de cancers, tels que |’ adénocarcinome gastrique (Aung et al., 2006 ;
Srinivas et al., 2001), les hépatocarcinomes cellulaires (HCC) (Shi et al., 2005) et le cancer
du pancréas (Micuriya et al.,2007), latransgéline serait surexprimée.

Au contraire, dans d autres processus tumoraux, une diminution de son expression est notée.
En effet, Schields et ses collaborateurs (2002) montrent que la diminution de I’ expression du
gene de la transgéline constitue un premier margueur diagnostique dans le développement des
cancers du sein et du colon.

La transgéline induit une inhibition de la croissance cellulaire dans le cas du cancer de la
prostate (Yang et al., 2007).

Cette diminution de |’expression de la transgéline peut constituer un des premiers signaux
marquant le début de la transformation maligne (Huang et al., 2008).

En dépit de son expression abondante au niveau des CML et de sa localisation au niveau du
cytosquel ette, la fonction de la transgéline reste relativement peu connue (Dong Je et Dong-
Sohn, 2007).
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Conclusion générale

Chez le rat des sables (Psammomys obesus), modéle expérimental de notre étude, des
variations saisonniéres histo-cytologiques et biochimiques ont été mises en évidence au
niveau des vésicules seminales et de I’ épididyme.

Les vésicules seminales sont caractérisées par la synthese de plusieurs protéines dont
I’ expression est régul ée positivement ou négativement par les androgenes.

L’expression saisonniére d'une protéine androgénodépendante de la vésicule séminae
« POSVP,; »et de deux protéines de |’ épididyme « Poigp » €t Pxeg Ont fait I'objet de nos
investigations et ont été étudiées par deux approches complémentaires : une approche
immunohistochimique qui a permis de montrer que :

La localisation de POSVP, est limitée au compartiment épithélial, siége de
modifications saisonnieresimportantes, et alalumieredelavésicule séminale.

Au niveau de |'épithédlium, POSVP,; présente une distribution cytoplasmique, sa
présence dans la lumiér e sous une for me sécr étée, sugger erait un passage dans le milieu
extérieur.

L analyse des protéines traduites in vitro a partir des ARN totaux de la vésicule séminae
montre la présence d’ un composé de méme mobilité éectrophorétique que POSV P,,, protéine
mature synthétisée in vivo, ce qui laisse supposer pour POSVP,; : I’absence de peptide signal
ou |I’existence d’'un peptide signal de faible taille et suggere par conséquent un mode de
« SECr étion apocrine ».

Une réponse partielle a ces suggestions, a pu étre apportée par la détermination et |’ analyse
des séquences peptidiques de POSV P, ; puisque aucune sequence signal n’a pu étre mise en
évidence.

L es séquences peptidiques de POSVP,; identifiées ont montré une forte homologie avec
la séquence peptidique de la transgéline de Rattus norvegicus.

La transgéline constitue un marqueur spécifique de la différenciation du muscle lisse chez
I"adulte. Elle présente au niveau de sa séguence peptidique un domaine calponine ou CHD
« Calponin Homology Domain », caractérisant les protéinesliant I’ actine.

Ces résultats laissent suggérer que POSVP,; serait liée a I'actine par son domaine
calponine et ele serait impliquée dans I’organisation du cytosquelette au niveau des
cellules épithéliales.

La présence de Pxgp €t Paieq au niveau de la MEC de |'épididyme et |'existence
également, d’une forte homologie de séquences avec la séquence peptidique de la
transgéline de Rattus norvegicus per mettent de préciser un réle dans la contractilité des
cellules musculaires lisses et dans I’organisation du cytosquelette. Ce qui allégue par
conséquent un réle dans I’expulsion des spermatozoides lors de I’ aculation hors du
canal épididymaire.

En conclusion notre étude a permisde:

- Localiser POSVP,;, protéine androgénodépendante de la vésicule séminale
caractérisée par une expression saisonniere.

- Déerminer son site de syntheése.

- Caractériser et d'identifier POSV P, par une approche protéomique.
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Conclusion

- Localiser Poigp €t Pxgeg, protéines de I'épididyme proximal et distal de
Psammomys obesus.

- De montrer |"existence d une parenté immunologique entre POSV Py, Paigp
et Poieg.

- D’identifier P21Epet P>1Eg.

- De montrer I'existence d'une forte homologie entre les séquences
peptidiques identifiées au niveau de POSV P,; et la séquence peptidique de la
transgéline de Rattus norvegicus.

- De montrer I’ existence également d’ une forte homologie entre les séquences
peptidiques de Pxep, Pxeq €t la séquence peptidique de la transgéline de
Rattus norvegicus.

Latransgédine est identifiée pour la premierefoisau niveau dela vésicule séminale et de
I’épididyme chez lerat des sables Psammomys obesus.

La particul arité de la transgéline identifiée chez Psammomys obesus et chez Rattus norvegicus
est son androgénodépendance.

Il serait important d’ envisager I’ é&ude des mécanismes par lesquels, les androgénes régulent
I’ expression du gene spécifique de cette protéine au niveau du tractus génital male du rat des
sables Psammomys obesus.

Par ailleurs, il serait intéressant, d’élucider I’ origine de la micro hétérogénéité de POSV P,y
mise en évidence dans ce travail.

Le mode de sécrétion de cette protéine constitue également une voie d'investigation
intéressante.

Enfin I’implication de la transgéline dans la fonction de reproduction de Psammomys obesus
et particulierement dans la maturation des spermatozoides peut constituer une nouvelle
perspective.
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Annexel
Collection d’ animaux et d’ organes
. Moisde ’.\‘O'T‘t?re Pc_)ids P\(;Igs P\(;Igs Poids Poids Lieu de
Année de capture d’individus Code animal : EpD EpP
capture p droite gauche capture
capturés (@ © | ©
() ()
BMOO; 120 0.0455
BMO0O, 162 0.0338 o
2000 Mai 05 BMOO, 121 0.0253 Beni Abbes
BMO00, 174 0.0380
BM00s 135 0.0544
MMO1, 184 | 0.0827 | 0.0642 | 0.0209 | 0.0532
Mars 03 MMOL, 157 | 00847 | 0.1058 | 0.1022 | 0.0488 | M’sila
MMOL, 130 | 00354 | 0.0334 | 0.0686 | 0.0311
2001 MJ0L, 217 | 0.0381 | 0.0536 nd nd
MJ0L, 215 | 01549 | 0.0975 nd nd
Juin 05 MJ0L, 148 0.1616 nd nd | M'sila
MJOL, 171 | 01602 [ 0.1143 nd nd
MJ0Ls 172 0.1751 nd nd
MAO2, 137 0.3186 0.0863 | 0.0646
Avtil 4 MAO2, 70 0.0427 0010 [ 004 | ,\1qo
MAO2 101 0.2018 0.0737 | 0.0358
2002 MAO2, 93 0.0887 0.0271 | 0.0563
MDO02; 194 0.2874 nd nd
Décembre 3 MDO02, 222 0.5095 nd nd M’sila
MDO02, 113 0.5613 nd nd
MFO03, 144 0.5027 0.1755 | 0.1176
MFO3, 180 | 05053 | 0.6743 | 0.3137 | 0.1716
Février 05 MFO3, 142 | 0.4542 | 0.4319 | 02703 | 01291 | M’sila
MFO3, 136 | 0.4136 | 0.4313 | 0.2752 | 0.2156
MFO3s 270 0.941 nd nd
MMO03, 180 | 0.2068 | 0.2686 | 0.2404 | 01697
Mars 03 MMO3, 168 | 0.3315 | 0.3472 | 0.2306 | 0.1333 | M’sila
2003 . MMO03, 144 | 0.3683 | 0.3220 | 0.3060 | 0.1359 .
Avril 01 MAQ3, 148 | 02154 | 0.1555 | 0.2074 | 0.1425 | M'sla
MO03, 158 | 0.2682 | 0.1358 | 0.199 | 0.204
MO03, 174 | 03179 | 02501 | 0233 | 0.129 .
Octobre 04 MO03, 144 0.445 0179 | 0165 | MSla
MO03, 174 0.487 0.200 | 0.159
MNO3, 102 0.606 0.182 | 0.110
Novembre 03 MNO3, 118 0.834 0050 | 0213 | Msila
MNO3, 148 0.721 0022 | 0.228
MJ04, 102 0.307 0150 | 0.120
MJ04, 154 0.353 0118 [ 0112 | g
Trwier 06 MJ04, 196 1192 0267 | 0.176
MJ04, 250 0349 | 0.15
BI04, 146 0.300 0.168 | 0.086 o
2004 BJ04, 150 0.374 0113 | 0105 | e Abbes
MO04, 142 0.585 0200 | 0.161
MO04, 161 0.570 0.161 | 0.043
MOO04, 158 0.561 0.206 | 0.289 .
Octobre 06 MO04, 189 0.688 0239 | 0144 | M'Sla
MOO045 162 0.447 0229 | 0.213
MO04, 161 0.382 0137 | 0.221
MJ08, 186 1.0261 nd nd
MJ08, 178 0.9865 nd nd
MJ08, 179 1.0058 nd nd
2008 Janvier 07 M08, 186 1.0658 nd nd | M'sila
MJ08s 160 0.8925 nd nd
M08, 130 0.7892 nd nd
M08, 181 1.0689 nd nd
TOTAL 55
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Extraction protéines

tampon A

O

Saccharose
MgCl2
Tris

PMSF

Annexelll
Electrophorése 1D

tampon de charge (Laemmli)

O
O

O

SDS
Bleu de bromophénol
B-mercaptoéthanol

tampon de migration

O

O 0O

Glycine
SDS
Tris-HCI
pH

solution de coloration

O

O
O
O

Bleu de Coomassie G250 (0.25M)
M éthanol

Acide acétique

Eau distillée

solution de décoloration

O

O 0 0O

Méthanol
Acide acétique
Glycérol
Ethanol

Eau distillée

0.25

25
25

10
0.1
25

200
0.1

25
8.3

0.25
50
10
40

4.5
10

2.5
10
73

M

mM
mM
mM

%
%
%

mM
%
mM

%
%
%
%

%
%
%
%
%
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- tampon de conservation

O
O
O

TrissHCl 1,5M
SDS 20%
Eau distillée (qsp)

Annexe |V

500
10
2000

Electrophorése 2D

- tampon de réhydratation

O

O 0 0O

Urée

Thiourée

Chaps

Bleu de bromophénol (0.1%)
Eau milliQ (gsp)

- solutiondeDTT a10 mg/ml

- solution d'équilibration

O

O 0O 0O OO0

Tris-HCI (1.5M-pH 8.8)

Urée

Glycérol

SDS

Bleu de Bromophénol  (0.1%)

H,O MilliQ (qsp)

8.4

0.8
0.5
20

6.67
72.7
69

200

ml
ml
ml

JQQQ

mil

ml

ml

ml
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Tampon de transfert
Tris-HCl

Glycine

M éthanol

Eau distillée (qsp)
pH

O 0O O 0O

tampon TBS
o TrisHCI
o NaCl
o FEaudistillée (qsp)
o pH

Réactifs d’immunodiffusion double (IDD)

Tampon véronal pH 8.2
NaCl

Barbitone acide
Barbitone sodium
M gC|2

CaCl,

Eau distillée qsp

0O 00O O0OO0OOo

Solution de coloration
o Méthanol
o Acideacétique
o Bleude Coomassie
o Eaudigtillée (gsp)

AnnexeV

Western Blotting

Annexe VI

Solution de bleu de Coomassie

o Bleude Coomassie
o Méthanol

o Acide acétique

o Eaudidtillée (qsp)

solution de décoloration
o Méthanol
o Acide acétique
o Glycérol
o Eaudigtillée (gsp)

G250

3.03
11.26
100
1000
8.3

7.88

8.77
1000

7.5

8.5
0.575
0.185
0.168
0.028
1000

40
10

100

100
50
10

100

20
10

100

g

g
ml

ml

ml

Qoo

mg
mi
ml
mi
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Annexe VI|I
Traduction
- Milieu réactionnel

o Lysat de réticulocytes 70 %
o *[S]-méthionine (10 mCi/ml) 12 %
o Acides aminés (sans méthionine) 25 %
o RNAsine (40 U/ul) 1 %
o ARNt delevure (100 pg/ml) 05 %
o Eau bidistillée stérile 14 %

Annexe VIlI

Identification des protéines

- solution enzymatique (Quantités pour 1 tube Eppendorf)

o NH4HCO; (25 mM) 42 ul
o Trypsine (0.1 pug/ul) 6 pl
o CaCl; (1%) 2 pl
o Volumetota 50 pl

- Solutions de dessalage sur micro colonnes Zip-Tip™ Cys (millipore)
o Acétonitrile/acide formique 1%  (viv) Etape 1
o Acétonitrile/acide formique 1%  (4v/lv) Etape 2
o Acideformique 1% Etape 3
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Annexe | X
Résultats bruts sequencage
A. ldentification de POSVP,,;
Mascot Search Results
User isa
Email :
Search title : bulletin du 15-04-2008 LB

MS data file

\\TOLTEC2\iBEB\SBTN\ Documents communs\Protfifiique\Masse\bulletins\2008-04-
15\L-BELLANGER\ech4 .RAW

Database : SwissProt 55.2 (362782 sequences; 130497792
residues)

Taxonomy : Rattus (6939 sequences)

Timestamp : 21 Apr 2008 at 15:05:54 GMT

Enzyme : Trypsin/P

Fixed modifications : Carbamidomethyl (C)

Variable modifications : Oxidation (M)

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance + 6 ppm (# *C = 1)

Fragment Mass Tolerance: + 0.7 Da

Max Missed Cleavages : 1

Instrument type : ESI-TRAP

Number of queries : 2330

TAGL RAT P31232|TAGL RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)

BCLX RAT P53563 |BCLX RAT Apoptosis regulator Bcl-X - Rattus norvegicus (Rat)

MLRN RAT 064122 |MLRN_RAT Myosin regulatory light chain 2, smooth muscle isoform - Rattus

MLRB RAT

COF1 RAT
NDKB RAT
ARF1 RAT
PRDX2 RAT
PPIA RAT
K2C5 RAT

PPIB RAT

ALDR RAT
DEST RAT
CSRP1 RAT
HSPB6 RAT
FRIH RAT
PRDX5 RAT

ARP5L RAT

APT RAT
KCRB RAT
HBB1l RAT
HSPB1 RAT
HBA RAT
SL9A3 RAT

GTR1 RAT

CDC42 RAT

norvegicus (Rat)

P18666 |MLRB RAT Myosin regulatory light chain 2-B, smooth muscle isoform - Rattus
norvegicus (Rat)

P45592 |COF1 RAT Cofilin-1 - Rattus norvegicus (Rat)

P19804 |[NDKB RAT Nucleoside diphosphate kinase B - Rattus norvegicus (Rat)
P84079|ARF1 RAT ADP-ribosylation factor 1 - Rattus norvegicus (Rat)

P35704 | PRDX2 RAT Peroxiredoxin-2 - Rattus norvegicus (Rat)

P10111|PPIA RAT Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A - Rattus norvegicus (Rat)
Q6P6Q2|K2C5 RAT Keratin, type II cytoskeletal 5 - Rattus norvegicus (Rat)
P24368|PPIB RAT Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B precursor - Rattus norvegicus
(Rat)

P07943 |ALDR RAT Aldose reductase - Rattus norvegicus (Rat)

Q7MOE3 |DEST RAT Destrin - Rattus norvegicus (Rat)

P47875|CSRP1 RAT Cysteine and glycine-rich protein 1 - Rattus norvegicus (Rat)
P97541|HSPB6 RAT Heat shock protein beta-6 - Rattus norvegicus (Rat)

P19132|FRIH RAT Ferritin heavy chain - Rattus norvegicus (Rat)

Q9R063 | PRDX5 RAT Peroxiredoxin-5, mitochondrial precursor - Rattus norvegicus (Rat)
A1L108 |ARPSL RAT Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein - Rattus
norvegicus (Rat)

P36972 |APT RAT Adenine phosphoribosyltransferase - Rattus norvegicus (Rat)
P07335|KCRB RAT Creatine kinase B-type - Rattus norvegicus (Rat)

P02091 |HBB1 RAT Hemoglobin subunit beta-1 - Rattus norvegicus (Rat)

P42930|HSPB1 RAT Heat shock protein beta-1 - Rattus norvegicus (Rat)

P01946 |HBA RAT Hemoglobin subunit alpha-1/2 - Rattus norvegicus (Rat)

P26433|SLY9A3 RAT Sodium/hydrogen exchanger 3 - Rattus norvegicus (Rat)
P11167|GTR1_RAT Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 -
Rattus norvegicus (Rat)

Q8CFN2 |CDC42 RAT Cell division control protein 42 homolog precursor - Rattus
norvegicus (Rat)
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B. Alignement POSVP,; & TAGLN de Rattus norvegicus
Mascot Search Results
Protein View

Match to: TAGL RAT Score: 11225

P31232|TAGL_RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)

Found in search of
\\TOLTEC2\iBEB\SBTN\ Documents communs\Protfifiique\Masse\bulletins\2008-04-
15\L-BELLANGER\ech4 .RAW

Nominal mass (M,): 22645;
NCBI BLAST search of TAGL RAT against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Rattus norvegicus

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin/P: cuts C-term side of KR
Sequence Coverage: 62%

Matched peptides shown in Bold Red

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL
51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA
101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII
201 s



C. Identification de Pyigq

TAGL RAT
P31232|TAGL RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)

Observed
495.794
497.728
603.824
611.320
619.318
622.823
630.820
765.864
765.933
523.623
579.594
709.689
715.022

1233.088

D. Alignement de P»1eq & TAGL N de Rattus norvegicus

Mass:

Mr (expt)

989.

993.
1205.
1220.
1236.
1243.
1259.
1529.
1529.
1567.
1735.
2126.
2142.
2464.

574
441
634
626
621
631
625
714
850
848
759
046
044
161

22645

Mr (calc)

989.

993.
1205.
1220.
1236.
1243.
1259.
1529.
1529.
1567.
1735.
2126.
2142.
2464.

570
438
629
622
617
627
622
707
845
843
753
040
035
147

M ascot Sear ch Results

Protein View

Match to:

Score:

ppm Miss Score

.05
.83
.87
.21
.75
.86
.73
.47
.35
.90
.72
.79
.12
.94

u oD WD WD NN W W N

TAGL_RAT Score: 1256

0

r P P PP PO O O O O O O

1256

72
59
52
70
(63)
65
(63)
80
49
39
12
91
(86)
90

.3e-007
.7e-006
.1le-005
.3e-007
.5e-006
.7e-007
.4e-006
.6e-008
.5e-005
0.00024

0.074
2.8e-009
5.2e-009
1.9e-009

N R HE 0 R AW R R

Expect Rank

1

[ N e = T e e

Annexes

Queries matched: 29 emPAI: 7.25

Peptide

AN WP R R R AR R R R DX

P31232 | TAGL RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)
Found in search of

\\TOLTEC2\iBEB\SBTN\_Documents_communs\Prot%ﬁique\Masse\bulletins\2008—04—

15\L-BELLANGER\ech2.RAW

Nominal mass

(M) :

22645;

NCBI BLAST search of TAGL RAT against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Rattus norvegicus

Fixed modifications:
Variable modifications:

Carbamidomethyl
Oxidation

(M)

(C)

Cleavage by Trypsin/P: cuts C-term side of KR
Sequence Coverage:

Matched peptides shown in Bold Red

48%

.LGFQVWLK.N 87
.GDPNWFMK .K 92
.LVNSLYPEGSK.P 363
.QMEQVAQFLK.A 379
.QMEQVAQFLK.A
.VPENPPSMVFK.Q 407
.VPENPPSMVFK.Q 426

. TDMFQTVDLFEGK.D 646
.LVNSLYPEGSKPVK.V 648 650

. PVKVPENPPSMVFK. Q
.NDGHYRGDPNWFMK . K

. LVEWIVMQCGPDVGRPDR.G 1556 1558 1559
. LVEWIVMQCGPDVGRPDR. G 1566

.AAEDYGVTKTDMFQTVDLFEGK.D 1647 1648

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL
51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA
101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII
201 S
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E. Identification de Paigp

TAGL RAT

Query Observed

81
411
421
493
531
542
826
829
1026
2113
2237

495.794
603.824
611.320
619.318
622.823
630.820
765.864
765.932
523.624
709.690
822.394

Mass:

22645

Mr (expt)

989.
1205.
1220.
1236.
1243.
1259.
1529.
1529.
1567.
2126.
2464 .

573
634
625
622
631
625
714
850
850
049
161

Score:

Mr (calc)

989.
1205.
1220.
1236.
1243.
1259.
1529.
1529.
1567.
2126.
2464.

570
629
622
617
627
622
707
845
843
040
147

P
3
3
2
3
2
2
4
3
4
4
5

904

pm
.65
.87
.23
.56
.86
.57
.21
.09
.24
.21
.66

Miss
0

P RPPPOOOOOO

Queries matched:
P31232|TAGL RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)

Score
76
47
(49)
60
53
(25)

112
42
48
79
65

Expect Rank

4.8e-008
9.2e-005
4.5e-005
3.4e-006
1.5e-005
0.009
1.2e-011
0.00011
2.8e-005
3.2e-008
6.2e-007

F. Alignement de P,;ep & TAGLN de Rattus norvegicus

M ascot Search Results

Protein View

Match

to: TAGL RAT Score:
P31232 | TAGL RAT Transgelin - Rattus norvegicus (Rat)

Found in search of

\\TOLTEC2\iBEB\SBTN\_Documents_communs\Prot%ﬁique\Masse\bulletins\2008—04—

15\L-BELLANGER\ech3.RAW

Nominal mass
NCBI BLAST search of TAGL RAT against nr

(M) :

22645;

904

1

FRRPRRPRERRBRERRBR

25 emPAI: 4.56

Peptide

.LGFQVWLK.N 80
.LVNSLYPEGSK.P 410
.QMEQVAQFLK.A 422
.QMEQVAQFLK.A

. VPENPPSMVFK.Q 530
.VPENPPSMVFK.Q

. TDMFQTVDLFEGK.D 827
.LVNSLYPEGSKPVK.V 828 830 831 832
. PVKVPENPPSMVFK.Q 1025

. LVEWIVMQCGPDVGRPDR.G 2114 2115 2116
. AAEDYGVTKTDMFQTVDLFEGK.D 2236

NORARAANRANRD

Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Rattus norvegicus

Fixed modifications:

Carbamidomethyl
Oxidation

Variable modifications:
Cleavage by Trypsin/P: cuts C-term side of KR

Sequence Coverage:

Matched peptides shown in Bold Red

41%

(M)

(C)

1 MANKGPSYGM SREVQSKIEK KYDEELEERL VEWIVMQCGP DVGRPDRGRL
51 GFQVWLKNGV ILSKLVNSLY PEGSKPVKVP ENPPSMVFKQ MEQVAQFLKA
101 AEDYGVTKTD MFQTVDLFEG KDMAAVQRTV MALGSLAVTK NDGHYRGDPN
151 WFMKKAQEHK REFTDSQLQE GKHVIGLQMG SNRGASQAGM TGYGRPRQII
201 s
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