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Présence de cellules acidifiantes dans I'épididyme
et le canal déférent: implication de la pompe
a protons, H*-ATPase

La mobilité des spermatozoides
constitue une propriété essentielle a
leur fonction: aller a la rencontre de
I’ovocyte et le féconder. C’est au
cours de leur traversée épididymaire
que les spermatozoides acquiérent
leur potentiel de mobilité fonction-
nelle. Le liquide luminal, contenu
dans I’épididyme, et le canal déférent
présentent un pH acide chez plu-
sieurs espéces animales [1, 2]. Il
semble qu’un pH faible soit néces-
saire pour assurer la maturation
finale des spermatozoides. Ce milieu
acide, en conjonction avec d’autres
facteurs tels que certaines protéines
spécifiques, des acides faibles et
d’autres ions, maintient les spermato-
zoides dans un état de dormance
durant leur séjour dans I’épididyme
et le canal déférent [1, 3]. Ce n’est
qu’au moment ou ils sont mélangés
au plasma séminal, lors de I’éjacula-
tion, que les spermatozoides devien-
nent mobiles. L’augmentation du pH
intracellulaire apparait comme ['un
des événements clés parmi tous les
mécanismes impliqués dans 1’éveil
des spermatozoides [1, 4, 5-7]. Le
processus d’acidification luminale a
des répercussions importantes au
plan physiologique. Or, peu d’études
ont abordé les mécanismes d’acidifi-
cation et leur régulation physiolo-
gique au niveau du systéme reproduc-
teur male. Nous avons récemment
découvert que certaines cellules pré-
sentes dans I’épithélium de I’épidi-
dyme et du canal déférent possédent
une grande quantité de pompes a
protons de type vacuolaire (H*-
ATPase) [8, 9]. La H-ATPase est une
enzyme multimérique dont quelques
sous-unités sont intimement imbri-
quées dans la membrane plasmique
ou dans la membrane d’organites.
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Cette enzyme consomme de I’ATP
pour transporter des protons de part
et d’autre de la membrane et se
trouve donc impliquée dans plusieurs
processus d’acidification. Nous allons
d’abord évoquer le role des cellules
possédant une grande quantité de
pompes a protons dans différents épi-
théliums, puis nous examinerons la
contribution de ces cellules au pro-
cessus d’acidification luminale dans
I’épididyme et le canal déférent.

Distribution tissulaire et fonctions
des cellules acidifiantes

Plusieurs épithéliums présentent une
sous-population de cellules dont cer-
taines caractéristiques spécifiques
sont intimement liées a leur réle dans
le transport transépithélial de protons
[10]. Ces cellules jouent un réle im-
portant dans divers processus physio-
logiques, tels que I'acidification de la
lumiére tubulaire du néphron rénal,
afin d’éliminer les acides produits par
le métabolisme cellulaire. Jusqu’a pré-
sent, ces cellules ont surtout été étu-
diées au niveau de la vessie de tortue
et de crapaud, ainsi qu’au niveau du
canal collecteur du rein ou elles sont
connues sous le nom de cellules inter-
calaires [11-14]. Ces cellules contien-
nent, dans leur cytoplasme, un haut
niveau d’anhydrase carbonique de
type II, ainsi que des H*-ATPases sur
leur membrane plasmique et sur cer-
taines vésicules intracellulaires [10].
Ces deux enzymes travaillent conjoin-
tement a la sécrétion de protons (figu-
re 1). Par ailleurs, ces cellules subissent
quelques modifications morpholo-
giques distinctes lors de 'augmenta-
tion de la sécrétion de protons par
leur épithélium respectif [12]. Ces al-
térations semblent résulter de la fu-

sion de vésicules intracellulaires avec
la membrane plasmique. Ces vésicules
sont également impliquées dans le
processus d’endocytose de certaines
portions de la membrane plasmique
riche en H*-ATPases [14-17]. Grace a
cette population de vésicules spéciali-
sées, des molécules H'-ATPase font
I'aller-retour a partir de la membrane
plasmique. Cette activité de recyclage

H+
Membrane
apicale

Membrane basale

HCO; CI

Figure 1. Mécanisme d’acidification
luminale dans le tubule collecteur
rénal par les cellules intercalaires de
type A L’anhydrase carbonique de
type Il (CAll), une enzyme cytoplas-
mique, catalyse I'hydratation du CO,,
ce qui entraine la formation d’ions H*
et HCO;. La pompe a protons, H*-
ATPase, située dans la membrane
apicale sécréte les ions H*, tandis que
I’échangeur basolatéral CI-/HCO;-
réabsorbe les ions HCO;~. Dans I'épi-
didyme et le canal déférent, une H*-
ATPase similaire et I’'anhydrase car-
bonique de type Il sont également
impliquées dans la sécrétion lumi-
nale de protons. Cependant, la nature
du transport basolatéral de HCO; est
encore inconnue [10].
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engendre un taux extrémement élevé
d’endocytose, révélé par des mar-
queurs fluorescents liés au dextran
[18, 19], ou par des marqueurs
opaques aux électrons [15,19].

Comment la régulation de I’activité
de cette pompe a protons est-elle assu-
rée? Chez les animaux, il a été claire-
ment démontré que l’acidose systé-
mique stimule I’exocytose des
vésicules contenant les pompes H-
ATPase provoquant une augmenta-
tion rapide et importante d’H*-
ATPases dans la membrane plasmique
apicale des cellules épithéliales
rénales [20]. L’élévation de la pres-
sion partielle du CO, dans le milieu
extracellulaire peut provoquer un
effet similaire dans un épithélium
isolé [14, 19, 20]. Or, dans la mesure
ou deux sous-types de cellules interca-
laires se retrouvent dans le canal col-
lecteur cortical du rein, cette situation
se complique davantage. Dans les cel-
lules de type A, la H*-ATPase est loca-
lisée au niveau du poéle apical et un
échangeur chlorure/bicarbonate de
type AEl est présent dans la mem-
brane basolatérale. Les cellules de
type B constituent, quant a elles, une
image en miroir des cellules A
puisqu’elles présentent une localisa-
tion des pompes a protons diffuse ou
basolatérale [21] ainsi qu'un échan-
geur chlorure/bicarbonate apical. Ces
derniéres participent a la sécrétion de
bicarbonate dans la lumiére tubulaire
[13]. Cette diversité de cellules impli-
quées dans le transport de protons
n’existe toutefois ni dans I’épididyme
ni dans le canal déférent ou toutes les
cellules riches en H'-ATPases sem-
blent contribuer a la sécrétion de pro-
tons dans la lumiére tubulaire [8, 9].
La modification de I’acidification
luminale de plusieurs épithéliums
dépend de I’équilibre acido-basique
de I'organisme entier, mais aussi de
différents facteurs. Parmi ceux-ci, on
retrouve des inhibiteurs spécifiques
de la H*-ATPase de type vacuolaire
tels que la bafilomycine, ou relative-
ment non spécifiques tels que le N-
éthyl maléimide (NEM) [22]. En
outre, I’aldostérone [23], les ago-
nistes adrénergiques [24], les micro-
tubules constituant le cytosquelette
[25], ainsi que certains ions transpor-
tés avec les protons tel le chlorure

mmmmmmm [26] sont également impliqués dans

la sécrétion luminale de protons. De
futures recherches permettront de
déterminer dans quelle mesure ces
facteurs sont susceptibles ou non de
modifier le pH de I’épididyme et du
canal déférent.

Processus d’acidification dans
I’épididyme et le canal déférent

Des recherches antérieures sur I’épi-
didyme perfusé ont mis en lumiére le
role d’un échangeur Na*/H* dans le
processus d’acidification [27]. Cette
observation s’appuyait sur la dépen-
dance du flux de protons au sodium.
Cette étude faisait aussi état d’une
diminution du pH luminal de I’épidi-
dyme chez les rats en acidose systé-
mique, alors que l’alcalose systé-
mique entrainait une acidification
plus faible [27].

Nous avons identifié dans 1’épithé-
lium de I’épididyme et du canal défé-
rent de rat, un type de cellules spé-
cialisées dans le transport de protons.
Ces cellules acidifiantes présentent
une grande quantité de pompes a
protons de type vacuolaire (H*-
ATPase) sur leur membrane plas-
mique et sur certaines vésicules intra-
cellulaires [8, 9]. Par ailleurs, des
études antérieures en histocytochi-
mie ont révélé la présence d’une
population distincte de cellules épi-
théliales qui possédent une quantité
importante d’anhydrase carbonique
de type II dans leur cytoplasme [28],
indiquant le réle de ces cellules dans
la sécrétion de protons. Une autre
anhydrase carbonique, associée a la
membrane apicale, ’anhydrase car-
bonique de type IV, a été également
identifiée au niveau des cellules épi-
théliales de I'épididyme [29]. Enfin,
notre équipe a récemment démontré
que la pompe a protons et I’anhy-
drase carbonique de type II sont pré-
sentes dans le méme type de cellules
[8]. Il s’agit des cellules «apicales»
ou cellules «étroites» de la téte de
I’épididyme, et des cellules «claires »
dans le corps et la queue [30-33]. Les
morphologies respectives des cellules
apicales et des cellules claires sont
assez différentes, bien que toutes
deux partagent un niveau extréme-
ment élevé d’activité d’endocytose
apicale, comparable a celui des cel-
lules intercalaires du rein [15, 19,

30]. En raison de la présence d’anhy-
drase carbonique de type II dans
I’épididyme, il apparait important de
vérifier si 'inhibiteur de cette
enzyme, l’acétazolamide, peut inhi-
ber I'acidification luminale. Les don-
nées actuelles semblent contradic-
toires. En effet, il a été montré que
I’acétazolamide inhibe partiellement
I’acidification luminale [27], mais
une étude ultérieure n’a montré
aucun effet sur le pH de I’épididyme
(34], probablement en raison des dif-
ficultés a traiter in wvivo les cellules
acidifiantes avec une dose suffisante
d’inhibiteur. Toutefois, un traite-
ment antiandrogéne (flutamide) a
donné lieu a une alcalinisation de
I'épididyme [35]. Dans la mesure ou
les cellules apicales et les cellules
claires disposent d’une quantité
importante de pompes a protons sur
leur membrane apicale, nous avons
émis 'hypothése qu’elles exercaient
une fonction analogue a celle des cel-
lules intercalaires du rein, et qu’elles
étaient principalement responsables
de la sécrétion luminale de protons
dans le systéme reproducteur male.
Nous avons étudié le réle de la H*-
ATPase de type vacuolaire dans I’aci-
dification de I’épididyme et du canal
déférent par immunolocalisation
puis en utilisant une électrode sélec-
tive aux protons. L’H*-ATPase de
type vacuolaire apparait comme
source principale de l'acidification
de I’épididyme et du canal déférent.

Immunolocalisation de la H*-ATPase
dans P’épididyme et le canal déférent

Des anticorps spécifiques, dirigés
contre deux sous-unités de la H*-
ATPase (les sous-unités de 31kDa et
56 kDa), et couplés a un fluorophore
ont été utilisés pour localiser la H*-
ATPase [8, 9]. Quelques cellules de
I'épithélium du canal déférent sont
intensément marquées a leur poéle
apical. Elles possedent les caractéris-
tiques morphologiques des cellules
étroites. En effectuant un double
marquage avec un anticorps dirigé
contre ’anhydrase carbonique de
type II, nous avons démontré que la
H*-ATPase et I’anhydrase carbonique
de type II sont localisées dans les
mémes cellules [8]. Nous avions déja
identifié des cellules similaires dans
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notre laboratoire au niveau de I’épi-
thélium de I'épididyme (figure 2) [9].
Dans certaines régions de I’épidi-
dyme, prés de la moitié des cellules
épithéliales est marquée, tandis que,
dans le canal déférent, le nombre de
cellules contenant la H*-ATPase est
considérablement moindre.

Détection d’un flux de protons
sensible a la bafilomycine dans le
canal déférent

A l'aide d’une électrode sélective aux
protons, nous avons mesuré une
importante sécrétion de protons
dans la lumiére tubulaire du canal
déférent isolé [8]. La technique
consiste a disséquer la portion proxi-
male du canal déférent et a rendre
accessible la surface apicale de I’épi-
thélium en effectuant une incision
longitudinale (figure 3). Le tissu est
alors fixé, sans dissection supplémen-
taire, au fond d’une boite de Pétri
posée sur la platine d’'un microscope
inversé. L’électrode sélective aux pro-
tons est placée pres de la surface de
I'épithélium et le débit de protons

Figure 2. Localisation dela H*-ATPase
dans I'épithélium du systéme repro-
ducteur male. En utilisant la tech-
nique d’immunofluorescence indirec-
te avec un anticorps dirigé contre la
sous-unité de 56 kDa et couplé au
fluorophore FITC, nous avons révélé
la présence d’une sous-population de
cellules intensément marquées (en
jaune) au niveau de leur péle apical.
La coloration rouge, qui est non spéci-
fique, est obtenue avec le bleu de
Evans.
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est mesuré tout au long du tissu. La
sécrétion de protons détectée en dif-
férents points d’'un méme canal défé-
rent est variable, indiquant des
régions de forte activité acidifiante
[8]. Ces régions correspondent pro-
bablement a la présence des cellules
acidifiantes dont nous avons révélé
I’existence par des techniques
d’immunofluorescence. On observe,
en moyenne, une diminution du
débit de protons de 65 % en pré-
sence de bafilomycine, l'inhibiteur
spécifique de la H*-ATPase, mais
cette inhibition peut aller, dans cer-
tains cas, jusqu'a 80 %. En revanche,
nous n’avons détecté, jusqu’a pré-
sent, aucun effet de I’amiloride,
I'inhibiteur de I’échangeur Na‘'/H*,
sur le débit de protons. Ces résultats
démontrent le réle majeur de la H*-
ATPase dans les processus d’acidifica-
tion luminale au niveau du canal
déférent.

Conclusion

Le maintien d’un milieu acide dans
la lumiere de I’épithélium de I’épidi-
dyme et du canal déférent est un élé-
ment clé du processus de maturation
finale des spermatozoides et de I'état
de sommeil dans lequel ils sont main-
tenus. Cet état de dormance apparait
essentiel a I'acquisition d’une mobi-

Figure 3. Détection d’un flux apical
de protons dans le canal déférent a
l'aide d’une électrode sélective. Le
canal déférent est disséqué et une
incision longitudinale est effectuée
afin d’exposer la surface apicale de
I'épithélium. Le tissu est ensuite fixé
sur un bloc de cire dentaire placé au
fond d’une boite de Pétri. L’électrode
sélective est positionnée pres de la
surface de I'épithélium et une oscilla-
tion, perpendiculaire au tissu et
d’amplitude de 50 um, est amorcée.
Le pH est mesuré aux deux points
d’oscillation extréme et la différence
entre ces deux valeurs est convertie
en débit de protons. Celui-ci est
maximal lorsque l’électrode est
située pres d’une cellule riche en H*-
ATPases.

lité adéquate des spermatozoides liée
a P'alcalinisation par le liquide sémi-
nal au moment de I’éjaculation. En
conséquence, un défaut dans les pro-
cessus d’acidification luminaux au
niveau de I’épididyme et du canal
déférent pourrait conduire a une
maturation imparfaite des spermato-
zoides et étre responsable de certains
cas de stérilité. Les cellules acidi-
fiantes que nous avons identifiées
dans ces épithéliums représentent
certainement une cible fort intéres-
sante lors de la mise en ceuvre de
stratégies nouvelles destinées a
moduler leur capacité d’acidification
et a contrdler ainsi la fécondité mas-
culine M
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