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La régulation de I'expression des génes

au testicule, formé d’un tres long

tube épithélial, fortement
contourné, qui met en communica-
tion le testicule en amont et le canal
déférent en aval. C’est un dérivé du
mésonéphros embryonnaire apparu
chez les amniotes (reptiles, oiseaux,
mammifeéres) et qui atteint son plein
développement chez les mammiféres.
Du point de vue fonctionnel, il est
désormais bien connu que I'épidi-
dyme est impliqué dans le transport,
la maturation et le stockage (dans sa
partie terminale ou queue) des sper-
matozoides [1-3] bien que le role
concernant la maturation soit contro-
versé pour I’épididyme humain [4].
La maturation des spermatozoides
qui leur confére la motilité et le pou-
voir fécondant (capacité de recon-
naitre et de pénétrer la zone pellu-
cide de I'ovule) est un phénomene
complexe qui se déroule progressive-
ment pendant la traversée de
I'organe mais dont 'essentiel parait
se réaliser au niveau de la partie anté-
rieure (téte), au moins chez les mam-
miferes. Les activités physiologiques
principales des cellules épididymaires
consistent en des processus de sécré-
tion mais également de réabsorption
qui s’effectuent dans des régions bien
définies de I’organe. Il s’agit, dans ces
activités métaboliques, de transport
d’ions et de petites molécules mais
surtout de la synthése et de la sécré-
tion d’une grande variété de pro-
téines et de glycoprotéines. Ces sécré-
tions ont été découvertes non pas
chez les mammiféres mais chez un
reptile, le 1ézard vivipare des 1893 et
réétudiées plus récemment par notre
laboratoire. Vers les années 1970, on
a commencé a identifier chez diffé-

I "épididyme est un organe accolé

s rentes especes de mammiferes des
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dans I'épididyme

protéines de sécrétion spécifiques de
I’épididyme [5], ce qui a abouti a la
caractérisation, partielle dans un pre-
mier temps, de protéines dépendantes
des androgenes susceptibles d’interagir
avec les spermatozoides. Alors que de
nombreuses molécules sont mainte-
nant identifiées (Tableau I), leur role
précis dans la maturation des sperma-
tozoides ou dans des processus liés a
leur transit ou a leur stockage dans
I’épididyme demeure, pour la plupart
d’entre elles, mal connu [3]. Aussi,
les interactions protéines épididy-
maires-spermatozoides et leur role
physiologique continuent a faire
I’objet de recherches actives.

L’épididyme, dans sa structure et ses
fonctions, est en grande partie, mais
pas uniquement, controlé par les hor-
mones androgenes [1, 6]. Ce sont les
métabolites 50 réduits de la testosté-
rone, principalement la dihydrotesto-
stérone (DHT), qui constituent les
ligands reconnus par les récepteurs
des androgeénes (AR) de I’épididyme.
Comme pour les autres hormones sté-
roides, les mécanismes d’action des
androgeénes sont maintenant bien
connus, au moins dans leurs grandes
lignes [7]. En revanche, ils ont été
peu étudiés dans I’épididyme, proba-
blement parce qu’il s’agit d'un organe
tres hétérogene sur le plan anatomo-
physiologique. L’épithélium épididy-
maire est formé par, au moins, quatre
types de cellules: les cellules princi-
pales, basales, claires et en halo, ces
derniéres appartenant au systeme
immunitaire [6]. Par ailleurs, une des
caractéristiques principales de cet
organe est sa régionalisation, c’est-a-
dire une différenciation trés marquée
dans le sens antéro-postérieur qui se
traduit au niveau de I’anatomie (téte,
corps, queue), de I'histologie (cinq

segments reconnus chez la souris), de
la physiologie concernant en particu-
lier les activités de synthése protéique,
de sécrétion et de réabsorption. Ce
phénomeéne de régionalisation consti-
tue actuellement un fil conducteur
dans I’étude de cet organe ainsi qu’en
attestent de précédentes mises au
point [8, 9]. La présente revue sera
illustrée par quelques exemples
empruntés aux travaux de notre labo-
ratoire sur les genes exprimés dans
I’épididyme codant pour des gluta-
thion peroxydases (GPX), la GPX5
spécifique de I'épididyme et la GPX3
non spécifique.

Genes et protéines épididymaires

Pour ’ensemble des espéces de
mammiféres étudiées a ce jour, de
nombreuses protéines et glycopro-
téines épididymaires sont désormais
connues. Nous n’envisageons ici que
les molécules dont les génes ou les
ADNCc sont clonés [10-25]. La plupart
des genes ont été identifiés a partir
de banques d’ADNc d’épididymes et
constituent donc des éléments dont
les transcrits sont abondamment
représentés. Quelques genes seule-
ment ont été clonés a partir de
banques génomiques et entierement
séquencés [14, 19, 25]. Une autre
stratégie a consisté a repérer I’expres-
sion dans I’épididyme de génes non
spécifiques grace a des sondes ubi-
quitaires et c’est ainsi que l'on a
identifié dans cet organe la produc-
tion de protéines tres variées comme
la proenképhaline, la proopioméla-
nocortine, le facteur de croissance
nerveux, une protéine de liaison du
rétinol, la 5a réductase, la clusterine,
la cadhérine, la y-glutamyl transpepti-
dase. D’autres protéines, minori-
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taires, ont été également signalées:
c’est le cas de la GPX de type 3 qui
est exprimée majoritairement dans le
rein mais faiblement transcrite dans
I'épididyme [25] et de certains fac-
teurs de transcription [26-28]. La
séquence en acides aminés déduite du
séquencage nucléotidique a permis
de reconnaitre des protéines spéci-
fiques et des protéines a répartition
plus large et nous parlons de genes
spécifiques et de genes non spéci-
fiques (Tableau I). On peut supposer
que les geénes non spécifiques exer-
cent des fonctions triviales dans 1I’épi-

didyme ; pourtant, le fait qu’ils soient
exprimés dans une région bien défi-
nie et non dans tout 'organe (figure 1)
incline & penser qu’ils pourraient
jouer un role précis dans sa physiolo-
gie, en rapport avec sa régionalisa-
tion. Les genes spécifiques quant a
eux sont exprimés de maniére exclu-
sive ou tout au moins prédominante
dans I’épididyme. La plupart de ceux
actuellement identifiés appartien-
nent a une famille génique connue
(Tableau I) et seuls jusqu’a présent
deux genes humains HEI et HE2
semblent originaux.

L’expression des génes actuellement
clonés a été décrite en utilisant des
méthodes d’analyse des ARN messa-
gers (northern blot) (figure 2) ou (et)
d’hybridation in situ (figure 3). La
caractéristique essentielle du mode
d’expression des genes épididymaires
est leur spécificité régionale [6, 8, 9],
cette expression étant prédominante
ou exclusive dans un territoire plus ou
moins restreint de 'organe (figure 1).
Les transcrits des ba-réductase de
type 1 et 2 [6] et de la GPX3 [25]
sont présents dans tout I’organe mais
avec une régionalisation treés mar-
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Figure 1. Spécificité tissulaire d’expression de quelques génes contrdlés par les androgenes dans I'épididyme de
mammiféres. Répartition des ARNm en fonction des différentes régions de I’'épididyme. Sources de I'information: [7,

8, 32]. La surface des rectangles est proportionnelle a I'abondance des transcrits. GPX: glutathion peroxydase;

PEA3: polyomavirus enhancer activator 3; mERABP :murine epididymal retinoic acid binding protein,; POMC: proo-
piomélanocortine; EAP: epididymal apical protein,; GGT: y-glutamyl transpeptidase,; NGF: nerve growth factor; HE:
protéine épididymaire humaine; SOD: superoxyde dismutase.
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Tableau |

PRINCIPAUX GENES EXPRIMES DANS L’EPIDIDYME DES MAMMIFERES
SOUS LE CONTROLE DES HORMONES ANDROGENES

Protéines codées Espéce Références

GENES SPECIFIQUES

Appartenant a une famille génique connue

— Protéine B/C (protéine de liaison de rat (souris) Brooks et al. 1986 [10]
type lipocaline)
ou ESPI Girotti et al. 1992 [19]

— Protéine D/E rat (souris) Brooks et al. 1986 [11]
ou acidic epididymal glycoprotein (AEG) Charest et al. 1988 [12]
(métalloprotéines)

— Glutathion peroxydase de type 5 (GPX5) souris Ghyselinck et al.,1990, 1992

[13]1 [14]
rat, chimpanzé Perry et al. 1992 [18]

— Cystatin related epididymal specific souris Corwall et al. 1992 [17]
protein (CRESP)

— Epididymal apical protein | (EAPI) rat, macaque Perry et al. 1992*
(peptides hémotoxiques de venin de serpent)

— Protéine épididymaire humaine de type 4 homme Kirchhoff et al. 1991*
(HE4) (inhibiteurs de protéases)

— Protéine épididymaire humaine de type 6 homme Osterhoff et al. 1997 [24]

(HEB) (récepteurs a 7 domaines
transmembranaires)

Uniques
— Protéine épididymaire humaine de type 1 homme Kirchhoff et al. 1996 [23]
(HE1)
— Protéine épididymaire humaine de type 2 homme Osterhoff et al. 1994 [22]

GENES NON SPECIFIQUES

— Superoxyde dismutase (SOD) rat Perry et al. 1993*
— Gamma glutamyl transpeptidase (GGT) rat Agrawal et Vanha Pertula
1988a*
taureau 1988b*
— Protéine cellulaire de liaison de rétinol rat Rajan et Goodman 1990*
(CRBP)
— Facteur de croissance nerveux (NGF) souris, rat Ayer-Le-Lievre et al. 1988*
— Proopiomélanocortine (POMC) souris Gizand-Ginsberg et al. 1987*
— Proenképhaline (enk) rat, hamster Garret et al. 1992
- Glycoprotéine sulfatée de type 2 (SGP2) rat Sylvester et al. 1991*
ou clusterine
— Cadhérine (E-cadherin) Cyr et al. 1992*
— Protéine épididymaire humaine de type 5 homme Kirchhoff et al. 1993 [21]
(HE5) ou antigene lymphocytaire C DW532
— ba-réductase rat Robaire et Zirkin 1981*
— Glutathion S-transférase rat Robaire et Huls 1982*
— Glutathion peroxydase de type 3 (GPX3) souris Schwaab et al. 1995 [32]
— A-raf souris Winer et al. 1993 [25]
— Polyoma virus enhancer activator 3 rat Lan et al. 1977
(PEA3) souris Drevet et al.

Pour les références non répertoriées (*) se reporter a [3], [6], [7], [8]. Des homologues des protéines B/C/ et D/E du rat ont été identifiées chez la sou-
ris par le groupe d’Orgebin-Crist. Les parentés pour le premier groupe sont données entre parenthéses.
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quée et 'accumulation des messagers
peut suivre un gradient antéro-posté-
rieur (figure 1). De nombreux geénes
sont exprimés dans la téte, voire dans
le seul segment initial (proenképha-
line, PEA3 polyomavirus enhancer acti-
vator 3), certains dans le corps et la
queue alors que tres peu de genes
(tel SOD, géne de la superoxyde dis-
mutase) ne sont exprimés que dans
la queue (figure 1). La signification
fonctionnelle de ces particularités
n’est pas encore suffisamment com-
prise. Par ailleurs, si dans une majo-
rité de cas les androgénes, comme
d’autres stéroides, induisent une
accumulation des messagers en acti-
vant la transcription ou (et) en aug-
mentant leur stabilité, on a au moins
décrit un cas dans lequel ils pour-
raient entrainer une répression du
géne correspondant: il s’agit de la
clusterine dont la transcription est
indépendante des androgenes dans
la téte mais réprimée par la testosté-
rone dans le corps et la queue de
I’épididyme (cité dans [6]).

Régulation par les androgenes

Le controle par les androgenes des
genes épididymaires est complexe de
plusieurs points de vue: (1) Les
androgenes pénetrent dans 1’épidi-
dyme par différentes voies, soit par la
circulation générale transportés par
la «sex binding protein », soit par le
fluide testiculaire ou ils sont liés a
ABP (androgen binding protein). On
ne connait pas actuellement avec pré-
cision les parts respectives de ces dif-
férents modes de distribution qui
pourraient assurer une régulation
fine par le jeu d’affinités différentes.
C’est ainsi que le segment initial,
directement en contact avec le fluide
épididymaire qui transporte I’ABP,
pourrait avoir un contréle différent
de celui du reste de I’épididyme. (2)
Si certains genes semblent entiere-
ment controlés par les androgenes
(par exemple ceux codant pour les
protéines B/C et D/E du rat [10, 11]
et pour GPXb5 de la souris [13]),
d’autres sont réglés en partie par les
androgénes, en partie par des fac-
teurs testiculaires non stéroidiens ce
qui est le cas des geénes codant pour la
y-glutamyl transpeptidase (GGT) [29]
la proenképhaline [30] et PEA3 [27,
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28]. Les facteurs de co-régulation
commencent seulement a étre identi-
fiés. C’est ainsi que pour la GGT qui
est partiellement contrélée par le
fluide testiculaire dans le segment ini-
tial de I'organe, I’élément régulateur
parait étre le facteur de croissance
fibroblastique basique (bFGF) [31].
(8) Pour un géne donné, le mode de
contrdle peut varier selon la région
considérée. Il en est ainsi du gene de
la clusterine déja cité dont I’expres-
sion n’est apparemment réglée par
aucun produit testiculaire dans la téte
de I’épididyme mais est réprimée par
la testostérone dans le corps et la
queue. Le geéne de la 5o-réductase de
type 1 est controlé par un facteur
paracrine d’origine testiculaire dans
le segment initial et par les andro-
geénes circulants dans les autres
régions épididymaires [6]. La com-
plexité de la régulation des génes liés
aux fonctions épididymaires chez les
mammiféres est donc due, au moins
en partie, a I’hétérogénéité de

I'organe et a son emplacement situé
au carrefour des voies hormonales
systémiques et des voies testiculaires
directes. Le probléeme doit étre
abordé, pour chaque géne d’intérét,
sur le plan physiologique (recherche
d’indices de co-régulation), biochi-
mique (protéines de liaisons des sté-
roides mises en jeu, nature des fac-
teurs testiculaires impliqués) et sur le
plan de la génétique moléculaire.
Actuellement plusieurs laboratoires
essaient d’identifier des facteurs cis et
trans qui, outre le systéme du com-
plexe hormone-récepteur/élément
de réponse aux androgeénes (ARE),
participent a ces régulations.

Promoteurs et facteurs de régulation

La compréhension de la régulation
d’un géne passe par la connaissance
de sa séquence promotrice et des
protéines de régulation capables de
s’y lier. Pour les génes exprimés dans
I’épididyme, peu de promoteurs ont
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Figure 2. Répartition des ARNm de la glutathion peroxydase de type 5
(GPX5) dans I'épididyme de souris. Analyse par électrophorése, transfert et

hybridation avec une sonde spécifique radioactive (Northern blot). Pistes 1 a
3: adulte normal; pistes 4 a 7: tétes d’épididymes d’adultes castrés: 1: téte,
2: corps, 3: queue, 4: avant castration, 5: castré depuis 3 jours, 6: castré
depuis 10 j, 7: castré depuis 15 j. La répartition en parallele des ARNm de
I'actine B montre que I'extraction des ARN a été effectuée a taux constant.
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Figure 3. Ré-
partition des
ARNm de Ia
glutathion per-
oxydase de
type 5 (GPX5)
dans la téte de
I'épididyme de
souris révélée
par hybridation
in situ (incuba-
tion des sec-
tions histolo-
giques avec une
sonde radioac-
tive, dépot
d’émulsion
photogra-
phique, exposi-
tion et révéla-
tion). A. seg-
ment initial :
I"abondance
des grains d’ar-
gent a la base
de I'épithélium
montre que les
ARNm sont sur-
tout concentrés
autour des no-
yaux cellulaires
(x 200); B. seg-
ment proximal:
les grains d’ar-
gent se répartis-
sent sur toute la
hauteur de I'épi-
thélium (x 800).

été séquencés [14, 19, 25, 33]. On a
décrit dans le promoteur de ESPI,
une protéine épididymaire de rat
appartenant a la famille des lipoca-
lines, une région riche en A+T, une
boite CAAT et un élément de
réponse aux androgenes [19].

Dans notre laboratoire, nous nous
intéressons aux GPX, une famille
d’enzymes (revue dans [33]) interve-
nant dans la prévention des stress oxy-
dants. Dans un premier temps, nous
avons cloné chez la souris ’ADNc
d’un nouveau membre de cette
famille [13, 14], GPXb, qui apparait
comme un produit de sécrétion
capable de se lier aux spermatozoides
et de participer a leur protection. Les

ARN messagers correspondants sont
spécifiquement exprimés dans la téte
de I'épididyme (figures 1 et 2), surtout
dans le segment initial (figure 3), dis-
paraissent rapidement apres castra-
tion (figure 2) et peuvent étre réin-
duits par la testostérone [13]. Ils
semblent sous le controle des seuls
androgenes alors que leur traduction
en protéine requiert des facteurs tes-
ticulaires. A partir d’une banque
génomique, le gene a été séquencé
dans toute sa région codante (il est
formé de bexons) et sur environ
5kilobases de la région 5’-flanquante
comprenant le promoteur [14]. La
région promotrice (figure 4) contient
des boites TATA et CAAT mais égale-

ment plusieurs séquences consensus
pour des facteurs de transcriptions de
type NF-1, SP1 et pour des facteurs
qui pourraient étre plus spécifiques
comme AP-1, GATA et PEA3. Un élé-
ment de réponse aux androgenes a
été localisé en position —895 a —873
sur le brin non codant. La région
comprend deux séquences se chevau-
chant (figure 4), la deuxiéme (5’ —
TAGGAT - aca — TGTTCT - 3’)
représentant probablement le véri-
table élément de réponse. Toutefois
dans les systemes hétérologues in vitro
habituellement utilisés pour tester le
caractere fonctionnel de ces élé-
ments, celui-ci ne confére qu’un
faible pouvoir inducteur en présence
d’androgeénes et de récepteurs des
androgenes [34]. De ce fait, on envi-
sage que des facteurs de co-régulation
pourraient intervenir qui n’existe-
raient pas dans les systeémes in vilro
utilisés. Une autre possibilité, non
exclusive de la premiere serait que,
pour ce géne, les androgénes non
seulement stimulent la transcription
mais également augmentent la stabi-
lité des messagers. La premiére hypo-
theése est en cours de vérification.
Pour cela, nous avons choisi de nous
intéresser au facteur de transcription
PEA3 un membre de la famille des
Ets dont on sait qu’il est majoritaire-
ment exprimé dans I'épididyme [35].
Dans I'épididyme de souris ce facteur
est exprimé dans le temps et dans
I’espace comme GPX5 [28]. Par
ailleurs, dans des systemes d’analyse
in vitro, 1l est susceptible de modifier
I’expression d’'un géne rapporteur
placé sous le contrdle du promoteur
de GPX5 [28]. Ce travail préliminaire
corrobore des résultats obtenus sur
un autre geéne exprimé dans le seg-
ment initial de I’épididyme [3, 27].
Plus récemment, nous avons cloné
I’ADNc et le géne d’une autre GPX
(GPX3) exprimé majoritairement
dans le rein et plus faiblement trans-
crit dans I’épididyme [25]. L’expres-
sion de GPX3 dans I'épididyme est
complémentaire dans I’espace de
celle de GPX5: elle s’effectue dans la
téte pour GPX5 et croit de la téte a la
queue pour GPX3; elle est sous le
controle des androgenes dans 1’épidi-
dyme alors qu’elle ne 'est pas dans le
rein. Il est clair que nous tenons avec
ces éléments des outils précieux pour
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Figure 4. Représentation schématique de la région promotrice du géne de la
glutathion peroxydase de type 5 de souris (GPX5). Quelques séquences
consensus courantes (TATA like, CAAT), sont figurées ainsi que des
séquences considérées comme plus spécifiques (ARE, AP1, PEA3, GATA,
SP1). Le détail de la séquence de I'élément de réponse aux androgénes est
donné en bas de la figure. Remarquer la présence de deux séquences che-
vauchantes ARE1 et ARE2, ARE2 pouvant représenter le véritable élément de
réponse. ARE : élément de réponse aux androgénes.

étudier le contrdle de la spécificité
tissulaire de l'expression des genes
épididymaires.

En ce qui concerne les facteurs trans,
il a été suggéré que le systetme réti-
nol-protéine de liaison (CRBP) pour-
rait jouer un role dans la régulation
des geénes dans la téte de 1’épididyme
(cité dans [8]). On a également rap-
porté I'intervention d’oncogenes cel-
lulaires tels que A-raf [26], de PEA;
[27, 28] ou de récepteurs de pro-
téine-kinases [32]. De plus, la décou-
verte de facteurs de transcription
codés par un gene a homéoboite aty-
pique, le geéne Pem, exprimé de
maniere différentielle dans des
organes variés, particuliérement dans
I’épididyme en présence de testosté-
rone, ouvre des perspectives nou-
velles pour la compréhension de ces
mécanismes responsables de la spéci-
ficité tissulaire [36].

Conclusions

Si I’épididyme reste une cible poten-
tielle pour la contraception mascu-
line, la complexité des phénomenes
qui s’y déroulent, le fait que ces phé-
nomenes dépendent pour une large
part des androgénes, laissent peu
d’espoir, dans I'état de nos connais-

m/s n°12, vol. 14, décembre 98

sances, quant a une intervention
simple et efficace a ce niveau. En
outre, chez ’homme, le rdle joué par
I’épididyme dans la fertilité des sper-
matozoides est controversé [4]. 11 est
toutefois proposé par différents labo-
ratoires de mettre en ceuvre des
immunisations contre des protéines
épididymaires spécifiques [37]. Indé-
pendamment des problemes a
résoudre sur le plan immunologique,
ces projets paraissent encore préma-
turés, compte tenu de I’état de nos
connaissances concernant le role pré-
cis joué par les différentes protéines
épididymaires dans la physiologie des
spermatozoides. En revanche, sur le
plan fondamental, I’épididyme parait
étre un modele de choix pour étu-
dier les mécanismes de la spécificité
tissulaire de l'expression des genes
du fait de la régionalisation trés mar-
quée de I'organe et de la mise en évi-
dence de familles géniques dont cer-
tains membres sont exprimés
différentiellement dans cet organe,
tels que les GPX.

Les recherches sur I’épididyme et ses
fonctions restent trés vivantes, étant
donné I'importance de I’organe dans
la physiologie des spermatozoides.
Loin d’étre terminées sur le plan
physiologique et biochimique, elles

sont maintenant abordées sous
I’aspect de la régulation des genes
épididymaires avec des perspectives
intéressantes dans le difficile
domaine du controle de la spécificité
tissulaire de 1’expression des génes ®
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