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Introduction Générale

L'épididyme est un long canal contourné accolé a la face postérieure du testicule,
reliant les canaux efférents au canal déférent. Il est divisé en trois régions anatomiquement et
fonctionnellement distincts : la téte, le corps, et la queue. Il joue plusieurs réles essentiels
pour la fertilité mae, de ce fait, il est impliqué dans le transport, la concentration, la
maturation et le stockage des spermatozoides (Hinton et Turner, 1988).

Actuellement, les recherches ont permis la compréhension des réles de I’ épididyme
dans la maturation des spermatozoides. En effet les spermatozoides formés et libérés par le
testicule ne possedent pas encore le pouvoir fécondant ni la capacité de se mouvoir. Leurs
différenciations et maturations se poursuivent dans le tube épididymaire en mettant en place
un environnement propice aux modifications biochimiques et structurales des spermatozoides
(Seiler et al., 2000).

La fluide épididymaire contient des composeés tels que les ions, macromolécules, et
protéines a des concentrations inhabituelles, dont certains ne sont pas retrouvés dans d’ autres
fluides corporels.

La synthése et la sécrétion protéique épididymaire sont caractérisées par une forte
spécificité tissulaire, segmentaire et cellulaire qui sont régulées par les androgéenes et des
facteurstesticulaires, ainsi que d autre facteurs d’ origine sanguine (Riar et al., 1973).

Les protéines du fluide épididymaire sont sécrétées principalement par les cellules
principales telles que la clustérine, la lactoferrine, la défensine... et joue des réles essentielle
dans la maturation des spermatozoides ainsi que leur protection (Dacheux et Dacheux, 2002).

Néanmoins peu d'études ont éé réalisées sur la détermination du profil
électrophorétique et la concentration de ces protéines épididymaires aux différents stades de
dével oppement postnatal, infantile, prépuberté et puberté.

De ce fait, I'’objectif de notre travail est de mettre en évidence le profile
électrophorétique et densitométrique des protéines épididymaires ainsi que leur concentration
tissulaire durant le développement postnatal de lapins appartenant a deux lignées, la
population blanche qui est une population locale Algérienne et la souche synthétique qui est
une souche améliorée génétiquement,.

Dans ce cadre, nous avons divisé notre travail en trois chapitres, le premier chapitre
portera sur des rappel s bibliographiques de I’ épididyme, tandis que dans le deuxiéme chapitre,
nous aborderons les matériel et méthodes utilisés durant notre expérimentation. Dans le
troisieme chapitre nous exposerons les résultats obtenus et leur discussion et enfin nous

terminerons par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre | Rappelle Bibliographique

L’ appareil génital du lapin méale, situé postérieurement, s extériorise par des bourses
peu marquées par rapport aux autres mammiferes (Boussit, 1989). Il comporte 3 grandes
portions qui sont: la portion glandulaire constituée par les testicules, la portion tubulaire
constituée par |’ épididyme, le canal déférent, I’ uretre et la portion copulatrice constituée par le
pénis (Barone, 1976). Il a d’une maniere générale deux fonctions primordiales, la production
des spermatozoides et leur dépbt dans les voies génitales femelles d’ une part, et la sécrétion

des hormones sexuelles d autre part (Alvarino, 1993).

1. Anatomiede|’appareil reproducteur du lapin male

Le systeme reproducteur male du lapin est compose de deux testicules dont le role est
la formation des spermatozoides et I'éaboration des hormones méles, des canicules
efférentes, deux épididymes avec leurs cana déferent qui forme les voies spermatiques qui
acheminent les spermatozoides a I’ intérieur des testicules puis al’ extérieur par |’ épididyme et
le conduit déférent jusgu’al’ uretre. Ainsi que des glandes accessoires qui jouent un role dans
la maturation des spermatozoides, la présence ou I’ absence de ces derniéres varient selon les
espéces (Figure 01) (Setchell et al., 1988).
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Figure 0l : A- Photos de I’ appareil reproducteur du méle de la souris (Cameron et al., 1982),

B- Schémade |’ appareil reproducteur de lapins male (Lebas et al., 1996).
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L’anatomie de |’appareil reproducteur mée est similaire chez la majorité des
mammiféeres en particulier chez les ovins, caprins, porcin et lapins avec néanmoins des

différences concernant lataille, le poids et laforme des organes (Hamon et al., 1999).

2. Epididyme
2.1. Anatomie del’ épididyme

L’ épididyme est un organe accolé au testicule, formé d'un long tube épithélia
extrémement replié sur lui-méme a l'intérieur d’une tunique conjonctive et met en
communication le testicule en amont et le canal déférent en aval. C'est un dérivé du
meésonéphros embryonnaire apparu chez les amniotes (reptiles, oiseaux, mammiferes) qui
atteint son plein développement chez les mammiféres avec une longueur variable selon les
especes, il mesure 1,5 a3cm chez le lapin.

Ce tube contourné forme des lobules séparés par des travées conjonctives ou septa et
présente trois segments anatomique et fonctionnel, une téte qui représente la région
proximale reliée au hile du testicule par les canaux efférents, un corps qui constitue la partie
médiane et la queue qui forme la région distale en continuité avec le canal différent.
L’ épididyme peut ére divise en cing segments, I, II, IIl, IV-VI, en fonction de leurs
secrétions et leurs activités enzymatiques (Figure 02) (Hinton et Turner, 1988).

L'épididyme joue plusieurs roles essentiels pour la fertilité méle, la téte et le corps
épididymaire sont responsables de la maturation spermatique, la queue est plus impliguée
dans le stockage assurant gqu'un nombre suffisant de gameétes soit présent a chague gaculation.
Chez I'hnomme, les spermatozoides §acul és peuvent survivre 12 a 24h, alors qu'ils sont viables

pendant 10 jours dans la queue épididymaire (Johnston et al., 2005).
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Figure 02 : Anatomie et régionalisation de I’ épididyme (Hermo et Robaire, 2002).

2.2. Histologie et fonction de |’ épididyme du lapin
2.2.1. Histologie de I’ épididyme

Le cana épididymaire comprend deux compartiments, un épithélium pseudostratifié,
constitué de six types cellulaires, les cellules principales, basales, en halos, claire, apicale et
étroites (Figure 03), entourées de 2 a 6 couches de fibres musculaires lisses et d'un tissu
conjonctif contenant des terminaisons nerveuses et des capillaires sanguins d’'une part; et
d’ une lumiére bordée par cet épithélium d’ autre part (Robaire et Hermo, 1988).

En effet, I’épithélium épididymaire comprend principa ement des cellules principales,
représentant 65 a 80% des cellules épididymaire (Trasler et al., 1988) ; reconnaissables par
leurs hauteurs semblables a de longues colonnes (Robaire et Viger, 1995) et lalocalisation de
leurs noyaux (Faure et al., 1991). Elles possedent un réticulum endoplasmique et un systéme
de Golgi tres bien développés, indicateurs d une tres forte activité secrétoires (Faure et al.,
1991).

Les cellules basalesqui représentent 10 a 20% des cellules épididymaire, sont
caractérisées par un noyau oblong et un cytoplasme pauvre en organites (Soranzo et al., 1982)
et jouent un réle dans I’élimination des radicaux libres ains que dans la protection
immunitaire des spermatozoides en participant a ce qu'on appelle la barriére hémato-
epididymaire (Veri et al., 1993 ; Cooper, 1998 et Seiler et al., 2000).
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Tandis que les cellules en halos disséminées tout le long du cana épididymaire se
caractérisent par un noyau trés dense et contribuent a former une barriére immunol ogique au
niveau de |'épididyme (Hoffer et al., 1973 ; Serre et Robaire, 1999).

Les cellules claires prismatiques, présentes essentiellement dans le corps et 1a queue
de I’épididyme (Soranzo et al., 1982) sont caractérisées par la présence de nombreuses
vésicules claires en région apicale, des lysosomes en région médiane et de nombreuses
inclusions lipidiques dans leur région basale (Robaire et Hermo, 1988), qui joueraient un réle
dans |" absorption de certains composants du fluide épididymaire (Olson et Hinton, 1985).

Les cellules apicales sont caractérisées par un noyau au niveau de tiers apical des
cellules, un cytoplasme dense, des mitochondries abondante, des lysosomes et de I’ anhydrase
carbonique impliguée dans la sécrétion des ions (H) et la réabsorption des bicarbonates
(HCO3-) responsables de I'acidification du fluide épididymaire (Martinez-Garcia et al.,
1995). Elles sont capables d’ endocyter des substances contenues dans la lumiéere (Adamali et
al., 1999; Hermo et Robaire, 2002).

Les cellules éroites qui sont localisées dans des segments spécifiques, elles sont peu
nombreuses et se caractérisent par un renflement cytoplasmique, un noyau allongeé situé dans
la portion supérieure, un grand nombre de petites vésicules dispersées dans la région apical
delacellule et par une base tres étroite les reliant ala membrane basale. Ces cellules seraient
impliguées dans I’ acidification de lalumiére de |’ épididyme (Hermo et Adamali, 2000).

Des cellules dendritique ont été découvertes récemment au sain de |’ épididyme murin
(en 2011), elles forme un réseau dense situe a la base de I’ épithélium avec des projections
dendritique qui passent entre les cellules épithélial es et sont orientés en direction de lalumiere
du tubule (Da Selva et al., 2011). Ces cellules possedent des marqueurs de cellules
immunitaire, dont le réle serait de maintenir I’homeéostasie immunitaire afin de protéger les
spermatozoides (Wang et al., 2016).

Ces différents types cellulaires présentent des caractéristiques structurales et
fonctionnelles trés variées de la région proximale a la région distale du tubule (Figure 04)
(Shum et al., 2011).

La lumiere de |’ épithélium épididymaire renferme le fluide épididymaire, qui assure
le transport des spermatozoides depuis les gonades jusgu’au systeme gaculateur traversant
I’épididyme (Riar et al., 1973 ; Adamali et al, 1999 ; Hemo et Robaire, 2002).
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Figure 03 : Représentation schématique de I’ éithélium épididymaire (Girouard, 2009).
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Figure 04 : Schéma représentatif de I'épididyme de la souris et du rat, montrant les différents
segments et illustrant les différents types de cellules épithéliales et les cellules dendritiques
(Breton et DaSilva, 2012).
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2.2.2. Composition defluide épididymaire

D’aprés Riar et al. (1973), Adamali et al. (1999) et Hemo et Robaire (2002), le fluide
épididymaire se compose principaement d'ions, de petites molécules organiques, des
protéines, macromolécules et d autres substances d'origine sanguine ou secrétées par
I’ épithélium. La particularité du fluide épididymaire vient de la présence de composés a des
concentrations inhabituelles, dont certains ne sont pas retrouvés dans d autres fluides
corporels.

La composition du fluide épididymaire dépend des phénomeénes de secrétions et de
réabsorptions régionalisés tout au long de |’organe. L'établissement de ces sécrétions se fait
progressivement durant le développement post-natal, avec la différenciation de I’ organe et qui
maintiennent |les spermatozoides dans un environnement particulier quant au pH, latension en
oxygene, et les substrats énergétiques tels que la carnitine.

La plus grande partie du fluide testiculaire (99% chez le verrat, 95% chez le taureau,
50 % chez le rat) est réabsorbée dans les premieres régions épididymaire. Principalement la
réabsorption de |’ eau associée au mouvement des ions (Dacheux et Dacheux, 2001).

Le fluide épididymaire est riche en protéines secrétés principalement par les cellules
principales: L’abumine, la carniting, la clusterine, la lactoferrine, la camoduline, la NPC2
(Niemann-Pick desease type C2), I’o-antitrypsine, et la prostaglandine D2 synthétase
(Dacheux et al., 2006; 2012).

L’abumine contribue a la survie et lamobilité des spermatozoides (Elzanaty et al.,
2007; Kumar et al., 2012) en modifiant la perméabilité membranaire du spermatozoide par
son action sur le cholestérol dont le transport est ensuite modulé par la NPC2 (Legare et al.,
2006).

La carnitine captée par les spermatozoides et transformée en acétylcarnitine (par la
carnitine acétyltransférase) s accumulera au cours de la maturation et sera utilisee comme
substrat énergétique pour lamotilité (Dacheux et Dacheux, 2001).

Dans le sperme, la clusterine et la lactoferrine possedent une action antimicrobienne
en formant un complexe associe aux semenogelines séminales qui module I’ activité de la
PSA (Antigéne Prostatique Spécifique) (O'Rand et al., 2011).

Tandis que la camoduline intervient dans I’homéostasie calcique (Khattri et al.,
2012), L’o-anti-trypsine joue un role dans la médiation des processus inflammatoires (Lesig
et al.,, 2009), et enfin, la prostaglandine D2 synthétase intervient dans la modulation de
I’ apoptose viala Cyclooxygenase-2 (Cheuk et al., 2002).
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2.2.3. Transit épididymaire

La durée du transit est assez peu variable en fonction de I'espece, méme s les
longueurs du tube épididymaire différent dans de grandes proportions (Tableau 01). Chez
I'hnomme, la durée totale est d'environ 1 semaine, le temps le plus long étant passe dans la
gueue de I’ épididyme, chez le lapin la durée du transit des spermatozoides dans |’ épididyme
est de 10 jours, 3jours dans latéte, 1 jour dans le corps et 6 jours dans la queue. C’ est durant
ce passage que les spermatozoides acquierent leur maturation et leurs pouvoirs fécondant
(Robaire et Hermo, 1988).

Tableau | : Durée du transit (en jour) des spermatozoides dans la téte, le corps et la queue de
I épididyme chez différentes espéces (Robaire et Hermo, 1988).

Especes Téte Corps Queue Durée

totale
Homme la25 0,5 5 lal2
Etalon 1 15 6 75a10
Bélier 1 3 8 13
Taureau 2 2 10 14
Verrat 3 2 4a9 9al4
Lapin 3 1 546 9a10
Rat 3 3 5 11

2.2.4. Fonctions del’ épididyme
L’ épididyme est un organe complexe qui remplie divers fonctions au sein du systéme
reproducteur méle, certains fonctions sont attribuée a son épithélium alors que d’ autre sont

assurer a |'intérieure de lalumiére du tubule.
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2.2.4.1. Fonctions de I’ épithélium épididymaire
2.2.4.1.1. Absorption et réabsor ption

L’ épithélium de I’ éididyme joue un réle primordiae dans la composition du fluide
seminal en absorbant un large volume de liquide et de molécules provenant de testicule de en
réabsorbant desions, des protéines et del’ eau.

La mgjorité des protéines présentes dans le fluide testiculaire sont réabsorbées par
endocytose fluide ou spécifique, ou par transcytose, et sont remplacées par de nouveaux
composes secrétes par les cellules épithdliales (Thibault et Levasseur, 2001), ce qui  permet
de multiplier la concentration des spermatozoides a leurs entrées dans I’ épididyme
(Hamilton, 1975).

2.2.4.1.2. Sécrétion

L’ épithélium sécréte dans le lumen une variété d’'ions et de protéines telle que la
Glycéryle Phosphoryl Choline (GPC) et des protéines spécifique majoritairement des
enzymes tel que phosphatase acides et acalines, les glucosidases et les protéases
procathepsine L modifient la membrane des spermatozoides, les glycosyltransférases qui
peuvent modifier le fluide épididymaire, lalactofférine et la clustérine permettent la survie et
la protection des spermatozoides au cours de transit épididymaire (Thibault et Levasseur,
2001).

2.2.4.1.3. Métabolisme

La structure de I’ épithélium de I’ épididyme possede aussi une activité métabolique, en
plus d assurer le métabolisme intermédiaire du glucose (Bernadiis et al., 1995), elle permet
le métabolisme de la testostérone en Sa-dihydrotestostérone (DHT) (Cooke et Robaire,1987).

L’ épididyme est aussi impliqué dans la biosynthése, e métabolisme et la conjugaison
du glutathion, la biosynthése des prostaglandine (Blodorn et al., 1996, Leung et al., 1998) de
méme gue le métabolisme de lavitamine D (Kidroni et al., 1983).
2.2.4.1.4. Spermiophagie

La majorité des spermatozoides sont absorbés, puis détruite par les cellules apicales
de I'épididyme et le cana déférent par spermiophagie qui est une phagocytose des
spermatozoides non gaculés. Tandis que une portion de spermatozoides est évacuée dans
I’urine (Glover, 1974 ; Bedford, 1975).
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2.2.4.2. Fonctions au niveau du lalumiére
2.24.2.1. Transport

Le transport des spermatozoides le long de lalumiére épididymaire est possible grace
a la pression hydrostatique qui varie le long du tubule, des contractions musculaires et
I’activité ciliaire des parois du tubule. Ces contractions sont largement responsable de
transport des gametes (Beford, 1975 ; Robaire et Hermo, 1988).

De plus, le passage des spermatozoides a travers la lumiére du tubule épididymaire
semble étre un processus bien régulé et le temps requis pour le trajet est relativement constant
et oscille entre 10 et 14 jours, sauf chez I’homme ou celui-ci est plutét variable (Orgibin-
crist, 1998).

2.2.4.2.2. Maturation

La maturation des spermatozoides est un processus complexe, dépend dun
certain nombre de modification morphologique et physiologique, ce processus
commence véritablement dans les testicules et se poursuit une fois le spermatozoide
libéré de cellule de Sertoli et aprés son passage dans les cones efférent et |’ épididyme.
C’est dans ce processus que les spermatozoides acquirent leur motilité et leur pouvoir de

fécondé un ovule (Yeung et al., 1998).

2.2.4.2.3. Stockage

L es spermatozoides matures atteignent la queue de I’ épididyme et beigne dans un
liquide qui permettre de les conserver qui servira de réservoir durant |'attente de
prochaine gaculation, les spermatozoides baignent dans un liquide qui permet de les
conserver dans un stade quiescent pour une période pouvant aler de quelque jours a plus
d’un mois (Hinton et Palladino, 1995).

2.3. Régulation desfonctionsdel’ épididyme

La fonction sexuelle de lapin mée fait I'objet d'une régulation de type
neuroendocrine, les hormone intervenant dans cette régulation ont deux origine, d’une part le
complexe hypothalamo-hypophysaire via une gonadolibérine la GnRH (gonadotropin
releasing hormone) qui se fixe sur des récepteurs localisees sur les cellules gonadotrope de
I’ anthéhypophyse et stimule ainsi la synthese et |a secrétion de deux gonadotrophines: FSH et
ISCH (intersticial cell stimulating hormone ) équivalent de LH (Thibault et Levasseur, 2001 ;
Bonne et al., 2005) et d’'autre part, les testicules ou ce trouve les récepteurs spécifiques de
chacune des deux gonadotrophines (Bonnes et al., 2005).

10
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La moitié des protéines épididymaire sont sous contréle androgénique (positif ou
négatif), pour les autres, 43% sont modulés par des facteurs locaux, et 6% ne sont pas
influencés quelles que soient les conditions physiol ogiques (Dacheux et al., 2005).

Les fonctions luminale et épithéliale de I'épididyme, sont sous un contréle d un
réseau complexe de molécules biochimiquement tres variées et d' origines diverses, qui vont
agir spécifiguement au niveau des cellules de I'épithdium épididymaire pour réguler
I’ expression des genes-cibles, et par conséquent, agir sur les fonctions physiologiques de cet
organe (Holland et Orgebin-Crist, 1988).

Parmi les androgénes essentiels dans la régulation des fonctions de I’ épididyme on
trouve la testostérone et son métabolite la dihydrotestostérone (DHT) qui proviennent des
testicules et des glandes surrénales et qui jouent un role trés important dans la régulation de
I’ activité épididymaire (Adamali et al., 2000).

Leur action notamment la testostérone surrénalienne arrivent par la voies sanguines
« contréle endocrine » liées a la SBP (sex steroid-binding protein) (Mercier- Bodard et al.,
1970) et par le fluide testiculaire « contrdle lumicrine » liée & I’ABP (androgen binding
protein) (Brooks, 1981 ; Holland et Orgebin-Crist, 1988) au niveau épididymaire, par la So-
dihydrotestostérone (DHT) est le médiateur de I’ action de |la testostérone, obtenue apres la
conversion de ce dernier par la Sa-réductase de type I et II, principalement au niveau du
segment initial (Robaire et Hermo, 1988 ; Robaire et al., 2000; Ezer et Robaire, 2003).

La DHT agit via un récepteur nucléaire spécifique AR, le complexe ains formé ce
fixe sur un élément de réponse au androgenes (ARE), qui est une séquence nucléque située
au niveau de promoteur des génes cible pour réguler positivement leur expression ou les
réprimees. Les récepteurs des androgenes sont présents au niveau des cellules principales de
toutes les régions de |’ épididyme chez | es déférentes especes (Robaire et al., 2000).

Néanmoins, selon Eddy et al. (1996) ; Hess et al., (1997), d autres hormonestel que:
I’ocytocine, I'activine et I’inhibine, I’angiotensine I, la mélatonine, et de nombreux facteurs
de croissance ..., peuvent intervenir dans:

- Ledéveloppement et le maintien de la structure de I’ épithélium épididymaire ;

- Larégulation de ces fonctions,
- Laprotection des cellules épithéliales des dommages oxydatifs ;

- Lastimulation des cellules principales et leur fonction sécrétrice ;
- Lemaintien d'un pH favorable al’ acquisition de la motilité des spermatozoides et
leurs états de quiescence lors de leur stockage au niveau de la queue de

I’ épididyme ;

11
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- Lamaturation des spermatozoides lors de leur transit épididymaire.

2.4. Mode de sécrétion de |’ épididyme
La sécrétion des protéines au niveau de la lumiére de I'épididyme est réalisée
essentiellement par les cellules principales et est accomplie selon deux modes de secrétions

différents, le mode mérocrine et le mode apocrine.

2.4.1. Sécrétion mérocrine

La sécrétion mérocrine est un mode de sécrétion protéique classique (Thibault et
Levasseur, 2001) qui se produit dans la plupart des différents types cellulaires y compris les
cellules principales de |'épithélium épididymaire (Sherwood et Lockhart, 2006).

Selon ce mode la séquence primaire en acide aminé des protéines sécrétées de cette
facon sont caractérisées par la présence d'un peptide signa a I'extrémité N-terminale ce qui
permet ala protéine de sassocier au réticulum endoplasmique. Ainsi, I’ ARNm est traduit en
protéine par les ribosomes associés au réticulum endoplasmique rugueux de la cellule
(Girouard, 2009).

Les protéines sont ensuite transportées jusqu'a l'appareill de Golgi afin dy subir
différentes modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation et I’ acylation, sont
ensuite transférées et emmagasinées dans des granules de sécrétion. Ces granules migrent
jusgu'a la membrane plasmique de la cellule et libérent leur contenu a |'extérieur lors de la
fusion avec la membrane plasmique (Thibault et Levasseur, 2001).

Les protéines ne présentant pas d'ancrage membranaire sont libérées dans la lumiéere
de I’ épididyme (Girouard, 2009).

2.4.2. Sécrétion apocrine

La sécrétion apocrine a été mise en évidence par microscopie éectronique dans les
cellules principa es de I'épididyme. Outre les cellules principales de I'épididyme, |a sécrétion
apocrine a aussi été observée dans le cana déférent et dans différentes glandes telles que la

glande mammaire et |les glandes accessoires (Figure 05) (Girouard, 2009)

12
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Figure 05 : Représentation schématique de |a sécrétion apocrine dans les cellules principales de
I'épididyme (Girouard, 2009).

AB : Aposomes; EP : Epididymosomes; ILC : compartiment intra-Liminal ; MV : microvillosité

Contrairement au mode mérocrine, la synthese de méme que les modifications post
traductionnelles des protéines sécrétées selon le mode apocrine saccomplissent dans le
cytoplasme des cellules (Sullivan, 2005).

Effectivement, puisgue la séquence primaire de ces protéines est dépourvue de peptide
signal, les protéines ne peuvent sassocier au réticulum endoplasmique, la synthese a donc
lieu exclusivement sur des ribosomes libres (Girouard, 2009), c’est une particularité de la
secrétion protéique épididymaire vient de la sécrétion des protéines ne possédant pas de signal
peptidique, localisées dans des vésicules appelées épididymosomes, protégeant ainsi les
protéines d une dégradation enzymatique (Rejrgji et al., 2002) ce sont des vésicules multi
lamellaires libérées dans la lumiére par un processus de sécrétion apocrine des cellules
épithéliale épididymaire (Hermo et Jacks, 2002 ; Rejraji et al., 2002 ; Saez et al., 2003), elles
peuvent interagir avec la surface spermatique durant le transit épididymaire pour permettre le
transfert de proténes vers le spermatozoide (Frenette et al., 2002).

Les mécanismes de modifications post-traductionnelles de ces protéines restent,
cependant, encore meéconnus. Ces protéines seraient, toutefois, glycosylées de fagon
inhabituelle car les glucides ne sassocient pas a la protéine selon la glycosylation. En outre,
I'extrémité N-terminale de ces protéines est bloquée par une acylation ce qui n'est pas
commun pour les protéines mérocrines (Frenette, 2003).

Des proténes portant un groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI) sont aussi
secrétées de cette fagon. De plus, le transport intracellulaire de ces protéines vers la

membrane plasmique se fait indépendamment de |'appareil de Golgi et des granules de

13
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secrétion, les protéines sont plutdt emmagasinées dans une excroissance du cytoplasme
apicale, nommée aposome (Bounor-Legare, 2001).

A ce propos, des études réalisées dans les cellules de la glande coagulante chez le rat
ont permis détablir que de l'dbumine sérique pouvait entrer dans les celules par
transsudation au niveau de la membrane basale de ces cellules. Selon d autres études,
['albumine pourrait jouer un réle potentiel dans le transport des protéines apocrines vers la
membrane apicale des cellules. Graduellement, la jonction entre la membrane plasmique et
I'aposome se rétrécit ce qui mene au détachement de I'aposome (Bounor-Legare, 2001).

De fait, plusieurs de ces aposomes ont été observés dans lalumiere de I'épididyme par
microscopie éectronique (Bounor-Legare, 2001). Ces aposomes contiennent entre autres des
ribosomes libres, des vésicules de différentes grosseurs de méme que quelques citernes du
réticulum endoplasmique. Par la suite, les aposomes se fragmentent et liberent leur contenu
dans lalumiere de I'épididyme (Girouad, 2009).

2.5. Sécrétion protéique épididymaire

Laquasi-totalité des protéines d origine testiculaire pénétrant dans |’ épididyme sont
réabsorbées dans les premieres régions de I’ organe, et la plupart des protéines épididymaire
sont secrétées dans la partie antérieure de I’ épididyme (Syntin et al., 1996).

Chez le verrat, I'activité sécrétrice de la région antérieure est six a huit fois plus
importante que celle de la région caudae. La sécrétion protéique dans la téte, le corps et la
gueue représente 83%, 16% et 1% respectivement de la totalité des sécrétions épididymaire
(Dacheux et al., 2003).

Selon les espéeces, |’ épithdlium épididymaire sécréte globalement les mémes protéines
dont les proportions qui varie de la téte au corps avec quelque protéines seulement qui
représentent la majorité des protéines épididymaire, par exemple, sur les 250 protéines du
fluide épididymaire équin, 18 d’entre elles représentent plus de 92% de I’ activité secrétrice
épididymaire (dont lactoferrine 41%, clusterine 25%) (Fouchecourt et al., 2000). Chez le
bélier et le verrat, 70% de I’ activité de sécrétion de I’ épididyme est liée a quatre protéines : la
clusterine, la lactoferrine, la GPX (glutathion peroxydase), et la PDGS (prostaglandin D2
synthase) (Dacheux et al., 2003).

Les changements de composition du fluide épididymaire sont dus a la sécrétion
sequentielle des différentes proténes tout au long de I’ épididyme d’ une part et d’ autre part la
réabsorption spécifique de certaines protéines dans |’ organe.

Certaines de ces protéines sont réabsorbées aussitot qu’ elles sont sécrétées, comme la

protéine Train A chez le verrat, et certaines isoformes de la clusterine chez le cheval. Par
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contre, d'autres protéines restent présentes tout le long de I'organe, comme la PDGS
prostaglandin D2 synthase) chez plusieurs especes (Dacheux et al., 2003).

Les protéines synthétisées dans I’ épididyme sont rarement spécifiques de cet organe,
la specificité épididymaire est liée a un épissage particulier, ou a une sécrétion de protéines
habituellement cellulaires (comme les enzymes lysosomales) (Dacheux et Dacheux, 2002).

La principale caractéristique des protéines épididymare sécrétées est leur
polymorphisme tres important, alafois pour leur poids moléculaire et leur point isoélectrique,
cette hétérogénéité moleculaire est liée a des modifications post-traductionnelles
(principalement différentes degrés de glycosylation) qui ont lieu dans les cellules sécrétrices
et induisent la production disoformes d'une méme protéine, ces modifications post-
traductionnelles sont aussi dépendantes de la région épididymaire. De plus, des modifications
post sécrétions peuvent avoir lieu comme des protéolyses et déglycosylations partielles
(Dacheux et al., 2003).

2.6. Quelques protéines épididymaire
2.6.1. Clustérine (SPG-2)

La clustérine ou glycoprotéine sulfatée 2 (SGP-2) est une protéine de 394-416 acide
aminé et de 35-45 kDa, abondamment, produite par I’ épididyme, lavésicule seminale et les
testicules (O’'Bryan et al., 1994b), c’'est la protéine la plus sécrétée au niveau de toutes les
régions de I’ épididyme, elle représente 25% a 35% des sécrétions totales, avec des niveaux
similaires chez plusieurs especes. Elle est Caractérisee par son affinité pour les
phospholipides et son rdle protecteur en se liant a la membrane (Mattmueller et Hinton,
1991 ; Fouchécourt et al., 2000 ; Dacheux et Dacheux, 2002 ; Dcheux et al., 2003 ; Dacheux
et al., 2005).

Chez le rat, la régulation de cette protéine par les androgenes et son association avec
les spermatozoides dans I’ épididyme laisse supposer un réle spécifique mal connu.

Sylvester et al. (1991) ; Hermo et al. (1991) ont supposé que cette protéine est libérée
par les spermatozoides pour étre réabsorbée au niveau des canaux efférent ; elle est remplacée
par une autre SPG-2 épididymaire.

Les études immunohistochimique révélent I’ existence d’ hétérodimére conventionnel,
tandis que la capsule acrosomial montre I’existence de plusieurs formes de cette protéine

réagissant avec une chaine d’ anticorps anticlustérine (O’ Bryan et al., 1994).
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2.6.2. Protéines épididymaire humaines (HE)

Six protéines majeures sécrétées par les cellules épithéliales de I’ épididyme humain,
nommés de HE1 a HE6 ont été identifiées par Kirchhoff et al. (1990). La HE1 connue comme
une glycoprotéine de transfere du cholestérol est de 19 a 20KDa, présente au niveau de
I’ épithélium et de la lumiere de I’ épididyme moyen et qui s’accumule au niveau de la queue
del’ épididyme distal et des canaux déférents (Okamuraet al., 1999).

La HE2 est une petite protéine spécifiquement produite par |’ épididyme proximal, et
des anticorps specifique anti-HE2 sont localises au niveau des spermatozoides €aculés
(Osterhoff et al., 1994).

La HE3 est une glycoprotéine fortement exprimée au niveau de I’ épididyme avec
une régionalisation trées marquée, elle est abondante au niveau de I’épididyme proximal,
I’analyse génomique montre qu’il existe trois geénes indépendants a, B et y. Cependant la
forme o et B sont exprimées tandis que la forme y constitue un géne non fonctionnel
(Kirchhoff et al., 1994).

La HE4 est une protéine acide de 10 kDa, €elle est localisée au niveau de I’ épithélium
et lalumiere épididymaire et aussi ala surface des spermatozoides €aculés, |a dissolution de
cette protéine au cours de la capacitation laisse suggérer un role dans la décapacitation
(Kirchhoff, 1998).

Les transcrits du géene HES sont abondants dans I’ épithélium de I’ épididyme distal, les
spermatozoides et les lymphocytes (Pera et al., 1996) ;Y eung et al., 1997). Elle joue un réle
dans la protection des spermatozoides contre les attaques auto-immunes durant la maturation,
le stockage et |afécondation a été attribué a cette protéine (Kirchhoff et Hale, 1996).

La HE6 est un récepteur couplé a une protéine G (RCPG), avec sept domaines
transmembranaire et une longue séquence N terminale. Chez la souris, cette protéine est
restreinte a |’épididyme, en particuliére la partie proximal qui est le site majeur de son
expression et la mutation de cette protéine provoque une infertilité associée a une anomalie
d’ absorptions du fluide testiculaire au niveau des canaux efférents (Obermann et al., 2003 ;
Gottwald et al., 2006 ;Kirchhoff et al., 2006).

2.6.3. Lactoférrine

C’ est une glycoproténe majeure est de 75 kDa, sécrété par les cellules principale de
I’ épithélium épididymaire, elle ce fixe sur les spermatozoides aprés sa secrétion dans la
lumiére épididymaire (Jin et al., 1997), Cette proténe est absente au niveau de |’ épididyme

proximal, tandis qu’ elle est présente dans | e cytoplasme des cellules principales de
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I’ épididyme moyen et distal chez le verrat (Pearl et Roser, 2007). Lalactoférrine joue un role

anti-inflammatoire par |a séquestration des ions du Fer (Weinberg, 1984).

2.6.4. Protéine sperm surface protén (P34H/P26h)

La protéine sperm surface protéin P34H ou P26h font partie d'une famille de protéine
située sur I’acrosome des spermatozoides et seraient secrétés par les cellules principales de
I'épithélium au niveau de la téte épididymaire, et impliquée dans la liaison spermatozoide —
zone pellucide. Elle est absente des tubes séminiferes et des canaux efférent, apparait
faiblement dans la téte de I’ épididyme et plus intensément dans le corps ; sa présence sur les
spermatozoides augmente au cours de transite épididymaire (Boue et al., 1996).

Cette protéine est exprimée de facon ubiquitaire dans tous les tissus, cependant
certaines organes comme le rein et le fois I’ expriment a un haut niveau suivie du poumons et
de I’ épididyme (Nakagawa et al., 2002). Selon |a séquence d’ acide aminé de cette protéine,
satalle est de 26 kDa, telle que dans le fois, cependant elle peut atteindre une tailles de 34
kDa (Boueet al., 1994 ; Cho-Vegaet al., 2007a) sur les spermatozoides et |a prostate (Liu et
al,. 2006).

Un faible niveau de P34H est aussi associé al'infertilité masculine. Cette protéine peut
donc étre considérée comme un marqueur de la maturation des spermatozoides et de la
fertilité (Boue et Sullivan, 1996).

2.6.5. Polyoma enhancer activator protein 3 (PEA3)

La protéine PEA3 un membre de la famille des Ets dont on sait qu'il est
majoritairement exprimé dans I’ épididyme. La famille des Ets est une famille de facteurs de
transcription qui contiennent tous un domaine de liaison al’"ADN hautement conserve appelle
ETS qui est capable de reconnaitre une séquence cible de 'ADN (5' GGAA/T 3) (Defossez et
al., 1997). Cette famille est responsable de la transcription d'une grande quantité de protéases,
d'oncogenes et d'autres genes impliqués dans le systéme immunitaire, I'expression de PEA3
serait fortement régulée par les androgenes, mais aussi par l'action de certains facteurs
testiculaires qui ne sont pas connus jusgu'a maintenant (Hinton et al., 1998).

Enfin ce facteur de transcription pourrait étre responsable de la régionalisation de
I'expression de GPX5 (Faure et al., 1991).
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2.6.6. Claudines

Les claudines, quant a elles, forment une famille multi-génique composée d’au moins
24 membres et sont les principaux constituants impliquées dans la formation des jonctions
serrées (Morita et al., 1999). Les claudines sont capables de se polymériser et de former des
pores permettant la diffusion sélective des ions et des molécules a travers I’ espace para
cellulaire. Aussi, la nature physiologique des jonctions semblerait dépendre de la combinaison
des claudines associées (Tsukita et Furuse, 2000).

En effet, la concentration et le type de claudine impliguée dans la formation d’ une
jonction serrée controleraient la perméabilité sélective de ces canaux (Zahraoui, 2004).
L’ expression de claudine-1 (Cldn-1) au niveau de I’ épithélium épididymaire s étend a tous les
segments (Gregory et al., 2001). Elle concerne plus particulierement larégion apicae, lieu de
localisation des jonctions serrées ; le long de la membrane plasmique latérale des cellules
principales ; I’interface entre les cellules principales et basales ainsi que la membrane basale
de I'épithélium. Ces résultats laissent suggérer que claudine-1 pourrait agir en tant que
molécule d’adhérence entre les cellules épithéliales adjacentes et ces cellules avec la lame
basale (Gregory et al., 2001).

Une étude réalisee sur des rats agés de 7 jours et 10 semaines, a mis en évidence la
localisation au niveau épididymaire de deux claudines (2 et 10). Claudine-2 est exprimée
principalement au niveau apical des cellules épithéliales adjacentes du segment initia et ne
présente pas d’ expression dans les autres régions épididymaire. Claudine-10 est quant a €elle,
détectée au niveau apical des cellules épithéliales de tout I’ épididyme chez un rat de 7 jours
(Guan et al., 2005).

La spécificité d’ expression de ces claudines concourt a générer un environnement
luminal spécifique en chague point du canal épididymaire, nécessaire au transport, a la
maturation et au stockage des Spermatozoides (Guan et al., 2005).

2.6.7. Caténines

Les caténines font partie d’une petite famille multigénique a deux isoformes o et 3
de protéines cytoplasmiques qui agissent en tant que proténes de liaison pour les cadhérines
au niveau des jonctions d adhérence (Kintner, 1992 ; Gumbiner, 2000). Elles sont exprimées
le long de la membrane plasmique latérale entre les cellules principales adjacentes et les
cellules claires dans tout I’ épididyme de rat, excepté au niveau du segment initial ou leur
localisation cellulaire difféere (De Bellefeille et al., 2003). En effet, au niveau de la téte
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proximale, on les retrouve entre les cellules principales voisines, les cellules étroites et les
cellules apicales.

On observe donc, au sein de I’ épididyme une spécificité territoriale d’ expression pour
ces protéines de liaison. Le ciblage des caténines a et f au niveau de la membrane plasmique
latérale des cellules épithéliales semble étre contrdlé par |es androgenes. De plus, des études
montre qu’ elles établissent toutes une liaison avec la E-cadhérine, confirmant ainsi leur réle
dans la formation des jonctions d’adhérence au niveau de I’ épithédlium épididymaire (De
Bellefeuille et al., 2003).

2.6.8. Cystatines (Cres)

Sont des inhibiteurs protéases a cystéine, ces protéines contiennent deux ponts
disulfures du coté C-terminal et leurs poids moléculaire varient entre 10 a 14 kDa (Hensken
et al., 1996). La protéine cystatin-related epididymal and spermatogenic (Cres) fortement
restreinte a |’ épididyme proximal, est faiblement présente dans les testicules (Cornwall et al.,
1992).

L'expression de gene Cres est sous le contrdle des androgéenes et d'autres facteurs
testiculaires non identifié dans I'épididyme, permettant la secrétion de la protéine Cres dans
le fluide ou baignent les spermatozoides (Kirchhoff, 1999). Cres agirait comme inhibiteur de
protéase et protégerait donc les spermatozoides et |'épithélium épididymaire contre un
relargage prématuré des enzymes protéolytiques de I'acrosome (Hinton et Palladino, 1995 ;
Gatti et al., 2004 ).

2.6.9. Cadhérines

Les cadhérines sont des protéines transmembranaires, dépendante du calcium,
impliguées dans |’adhésion cellulaire, elles appartiennent a une famille multigénique qui
compte plus de 50 membres. Ces glycoprotéines, de par leur rbéle dans |'adhésion
intercellulaire, tiennent une place extrémement importante dans la différenciation épithéliale.
Certaines d’entre elles sont exprimées au niveau de |’ épididyme, telles que les cadhérines
épithéliadles (E-cadhérine), présentes entre les cellules principales épididymaire adjacentes,
assurant ainsi |’ intégrité de cet épithélium (Berx et Van Roy, 2001).

L’E-cadhérine apparait au niveau de I'épididyme a partir du 7éme jour de
développement postnatal chez le rat. Par ailleurs, le niveau d expression de son ARNm,
androgéno-dépendant sur I’ensemble de I’ épididyme, est multiplié par trois, paraléement a
laformation de la barriere hémato-épididymaire (Cyr et al., 1992, 1995).
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2.6.10. Dé&fensine

La défensine exprimée largement dans les cellules épithéliales de I'épididyme
(Schutte et al., 2002) . La B- défensine exprimé uniquement dans la partie médiane de la téte
epididymaire, ces peptides sont libérés dans la lumiére épididymaire sous forme soluble et se
lient au spermatozoide de I’ ensemble de I’ épididyme par des interactions hydrophobes (Zhou
et al., 2004). Chez le rat, les ARNm de B defensine sont sous le contrdle des androgénes
dans le segment initial de I’épididyme (Palladino et al., 2003). La B-défensine assurent la
protection des spermatozoides et de I’ épididyme des infections microbiennes (Zanich et al.,
2003).

2.6.11. A Disintegrin And Mettalloprotease (ADAMYS)

Ces protéines Congtituent une famille de proténes transmembranaire avec un
domaine désintégrine et métalloprotéase, qui regroupent un multidomaine conservé avec une
structure prométalloprotéase, desintégrine, cystéine riche, EGF-like, un domaine
transmembranaire et un autre cytoplasmique. Les ADAMs les plus étudiées en reproduction
sont ADAMIla (fertiline o isofrome a), ADAM?2 (fertiline B) d’origine testiculaire et
ADAM3(Cyritestine) d’ origine épididymaire (Oh et al., 2005).

L’ hétérodimére ADAM1a/ADAM2 dans les cellules germinales au niveau testiculaire
intervient dans la régulation ou la localisation spécifique des ADAM3, imuplique dans la
progression des spermatozoides dans le tractus génitale femelle, 1a pénétration des cellules du
cumulus oophorus et la fixation sur la zone pellucide (Cho et al., 1998 ; Nishimura et al.,
2004).

L’ épididyme de souris exprime plusieurs ADAMs; parmi €lles, certaines sont
fortement exprimées (ADAM7 et ADAM28) et dautre sont peu exprimées (ADAMS,
ADAM15, ADAM23, ADAM32) (Oh et al., 2005) . Lestranscrits de |’ ADAM?7 chez la souris
et le rat sont trés élevés au niveau de |’ épididyme proximal puis diminuent progressivement
vers | épididyme distal (Oh et al., 2005) .L’ étude immunohistochimique des ADAM7 et 28
montre une localisation luminale de I’ ADAM7 au niveau de tous les segments de |’ épididyme
tandis que ADAM28 est restreinte a1’ épididyme proximal (Oh et al., 2005).

D’apres Primakoff et Myles (2000) ; Evans (2001) le clivage protéolytique des
ADAMSs supprime le domaine pro et métaloprotéase, la sequence N-terminale et le domaine
desintigrine persistent au niveau des spermatozoides matures ; ceux-ci sont impliquées dans

I’interaction des spermatozoides avec |’ ovocyte.
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2.6.12. Sperm adhesion molecule (SPAM)

La protéine SPAM est une endo-B-galactosidase et glycosidase synthétise par les
cellules principale au niveau de I’ épithélium épididymaire (Chapman et Killian, 1984) et font
partie des protéine qui subissent un traitement au cours de transite épididymaire, pour devenir
des hyaluronidases liées au GPI, nomes PH20 chez le Cobaye (Phelps et al, 1990), SPAM1
chez I’homme (Jones et al., 1995), 2B1 chez le rat (Jones et al.,1996) et SPAM1 chez la
souris (Deng et al., 1999) sont bien connues.

Chez le rat la protéine 2B1, connue au niveau de la queue du spermatozoide, est
clivée en deux sous unités liées par un pont disulfure dans la téte de I’ épididyme ; au cour de
la capacitation elle migre de la queue a la zone acrosomiae (Jones et al., 1990 ; 1996). Chez
lasouris, le poids moléculaire de cette protéine diminue durant la maturation épididymaire en
raison des processus de déglycosylation des oligosaccharides N-liées (Denget al., 1999).

Les protéines SPAM 1/2B1/PH20 sont multifonctionnelles ; elles jouent un réle dans la
dissolution de la matrice du cumulus oophorus, laliaison alazone pellucide et probablement
dans la signalisation intracellulaire (Cherr et al., 2001). Chez la souris, le géne Spaml est
exprimé au niveau de I’ épithélium épididymaire (Deng et al., 2000). La protéine SPAM1
secrétée dans le fluide luminal sous la forme soluble ou liée aux épididymosomes est
impliguée dans la maturation et le stockage des spermatozoides (Zhang et Martin-Del eon,
2001 ; Zhang et Martin-DelLeon, 2003).

La concentration au niveau de la queue du spermatozoide est 4 fois supérieure par
rapport acelle de latéte ; elle est associée al’ augmentation de I’ activité hyaluronidase (Deng
et al., 1999). L’ activité de cette protéine est inversement liée a sa présence chez les rats ayant
subi la ligature des canaux efférents confirme sont origine post- testiculaire (Zhang et al.,
2004).

2.6.13. Fertilization antigen 1 (FA-1)

La protéine fertilization antigen 1 (FA-1) est une glycoprotéine qui existe sous forme
de dimere (51 = 2kDa) ou de monomere (23kDa), localisée sur la membrane plasmique des
cellules germinales méles. Elle se développe dans les derniers stades de la spermatogenése, et
est donc cachée du systeme immunitaire par la barriere hématotesticulaire (Kadam et al.,
1995).

Elle est impliquée dans la capacitation, et la réaction acrosomique, de plus elle
possede des résidus phosphotyrosine capabl es d’ auto-phosphorylation (Kadam et al., 1995), et

seliealaprotéine ZP3 du la zone pellucide (Zhu et Naz, 1997). Injectée a des souris (males
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et femelles), elle réduit leur fertilité de 70%, de méme que chez la lapine, sans perturber la
motilité spermatique (Naz, 1999 ; Naz et Zhu, 1998).

2.6.14. Super oxyde dismutase (SOD)

La SOD est un enzyme exprimé dans toutes les régions de I’ épididyme, assurent
I’élimination de 1’anion super-oxyde O2- par une réaction de dismutation, en le transformant
en peroxyde d’'hydrogéne et en oxygene, afin de rend la membrane plasmique imperméable,
inerte et éphémere pour les radicaux dans le cas de stress ( Eliasson et al., 1997 ; Chesler et
al., 2004).

La SOD existe sous trois formes chez les mammiferes, selon sa localisation; la
CuZnSOD localisée principalement dans le cytosol( 32kDa) et porte un atome de zinc et de
cuivre au niveau de son site actif, laMnSOD exclusivement retrouvée dans les mitochondries
est de 23 kDa, et la EC-SOD retrouvée a I'extérieur des cellules a un poids moléculaire de
135 kDa et elle est composee de quatre sous-unités identiques et elle lie les méme métaux que
laCu,ZnSOD ( Mates et al.,1999 ; Fatman et al., 2003 ; Culotta et al., 2006).

Les atomes liés aux sites actifs de chacun des SOD sont des métaux de transition
nécessaire pour effectuer leur action (Mates et al., 1999 ; Zelko et al., 2002).

L’ association de cet enzyme avec la membrane plasmique pourrait étre liée au besoin
des spermatozoides d étre protégés du stress oxydant au cours de stockage ou pour
promouvoir la production de H,O, afin de changer le potentiel redox ;la phosphorylation des
tyrosines associé a I’induction de la motilité et I'initialisation de la capacitation (Lewis et
Aitken, 2001).

2.6.15. ATP-binding cassette transporter (ABCG2)

Laprotéine ABCG2 est un membre de lafamille des transporteurs membranaires ATP-
binding cassette d'un poids moléculaire d environ 70 kDa impliqué dans I'efflux de
conjugués sulfatés et du cholestérol, elle est présente sur les spermatozoides dans
I’ épididyme de bovin et jouerait un réle dans le transport du sulfate et du cholestérol, localisee
sur la coiffe acrosomique. Les expressions protéiques e¢ ARNm montrent une expression
croissante, depuis la téte jusgu'a la partie proximae de la queue, puis une expression
décroissante au niveau de la partie distale de la queue d' épididyme, ains dans la région
acrosomique des spermatozoides de bovin depuis leur production testiculaire (Sullivan et al.,
2011).
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2.6.16. Glutathion peroxydase (GPXSs)

Les glutathion peroxydases (GPX) forment une famille de cinq enzymes chez les
mammiféres, nommées GXP1 a GPX5. Ces enzymes métabolisent le peroxyde d’ hydrogene,
peroxydes hydrophiles de petite taille et des hydroperoxydes plus complexes en utilisant le
glutathion réduit comme donneur d’'éectrons. Le peroxyde hydrogéne est métabolisé par la
GPX a de faible concentration et par la catalase a de forte concentration, cependant a une
concentration proche de 10-6M les GPX sont saturées (Tulsiani, 2003; Y amamoto, 1993).

Quatre membres de la famille des GPX sont localises sur le spermatozoide, dans les
cellules épithéliales, ou dans le fluide épididymaire (GPX1, GPX3, GPX4, GPX5). GPX1
représente la majeure forme de GPX cellulaire, est exprimée au niveau des testicules, la
prostate, les vésicules séminaes, le cana déférent, et I'épididyme (Dufaure et al., 1996).
GPX3 connue comme GPX plasmatique, est retrouvée dans I’ épididyme ou elle présente un
comportement particulier. En effet, chez la souris, la protéine GPX3 est secrétée dans la téte
épididymaire, alors gu’elle reste cytoplasmique dans la queue, avec un taux d ARNm plus
élevé dans larégion caudale (Schwaab et al., 1998).

GPX4 est trouvée dans le testicule, mais aussi sur la téte et la piece intermédiaire du
spermatozoide épididymaire, ainsi que dans le noyau spermatique, ou €elle pourrait contribuer
a la condensation de la chromatine durant le trajet épididymaire (Pfeifer et al., 2001), elle
interviendrait aussi dans I’ architecture correcte de la piéce intermédiaire. L’ expression de
GPX4 varie peu dans les régions proximales de I’ épididyme, mais augmente dans la queue
(Ursini et al., 1999).

Chez la souris, I'expression de I'ARNmM de GPX5 (24kDa) est limitée aux cellules
principales de la téte épididymaire et est sous contréle androgénique (Ghyselinck, 1993).
Chez lerat elle est exprimée fortement dans le segment initial, puis décroit tout au long de
I’ épididyme (Jervis et Robaire, 2001).

La protéine GPX5 est sécrétée dans la lumiere épididymaire, et S associe a la
membrane plasmique des spermatozoides de souris et de rats (Perry et al., 1992 ; Vernet et
al., 1997 ; Rergi et al., 2002). La GPX5 sécrétée au niveau de la lumiére présente la
particul arité de ne pas posséder un atome de sélénium ou de sélénocystéine dans son site actif
(par opposition aux autres GPX de mammiferes) et elle se trouve liée aux spermatozoides. Par
ailleurs, contrairement aux autres membres de lafamille des GPX, la distribution de GPX5 est
restreinte a I’épididyme et a la membrane plasmique des spermatozoides (Jimenez et al.,
1992 ; Vernet et al., 1997).
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Les GPXs pourraient jouer un réle important dans la protection de la membrane du
spermatozoide, car elle représente la seule enzyme qui peut recycler le peroxyde d'hydrogene
et réparer les dommages causes par un exces de radicaux libres (Grignard et al., 2005).

2.7.17. Indolamine dioxygénase (IDO)

L’indolamine dioxygénase catalyse I’oxygénation du L-tryptophane par I’anion
superoxyde pour produire un produit moins dangereux pour la cellule, les cynurénines qui
peuvent étre rapidement et facilement éliminées de la cellule (Hirata et Hayaishi, 1975 ; Ozaki
et al., 1987).

Pour étre active, cette enzyme doit se trouver dans un environnement riche en tryptophane
dont les concentrations sont beaucoup plus importantes dans la téte et la queue épididymaire
gue dans le sérum. Cette enzyme semble donc étre importante pour la protection des

spermatozoides dans I’ épididyme (Hinton, 1990).
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Chapitre 1 Matériel et Méthodes

Cette étude fait partie des activités de recherche de Dr. Lakabi Et Dr. Hamidouche, et
s'inscrit dans le cadre de I’ étude du dével oppement gonadique et de la maturité sexuelle des
lapins de la population Blanche et de la souche synthétique, par une étude préliminaire du
profil protéines de I’ épididyme durant |e développement post-natal chez |es deux populations,

en effectuant le dosage et |’ él ectrophorese.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
Au total 30 lapins méaes (Oryctolagus cuniculus) &ges de 4 a 28 semaines et
appartenant a deux populations différent ont été utilisé dans notre étude. En effet 18 lapins
appartiennent a la population Blanche, agés de 4, 8, 12, 16, 24 et 28 semaines (on n'a pas
sacrifie des lapins a 20 semaines d' age pour manque d’animaux a cet age). Tandis que 12
lapins sont de la souche améliorée ou la souche synthétique, &ge de 4, 8, 12 jusqu'a 16
semaines.
La position taxonomique du lapin (Oryctolagus cuniculus) est selon Lebas et al. (1984)
comme suite :
- Régne : Animal
- Embranchement : Vertébrés
- Classe : mammiferes
- Super Ordre: Glires
- Ordre : Lagomorphes
- Famille: Léporides (lievre et lapin)
- Sous-famille: Leporinae
- Genre : Oryctolagus
- Espéce : Oryctolagus cuniculus
Les animaux de la population locale sont issus de |’unité d’ élevage de lapins de la
coopérative des petits élevages « COOPAPIST » située a de Djebla, dans la commune de
Ouaguenoune, wilaya de Tizi-Ouzou. Ceux du type amélioré proviennent d’un élevage privé
de larégion de Tigzirth, wilaya de Tizi-Ouzou
Dans les deux cas, les animaux sont nourris et abreuves, ad libitum. L’ aliment est de
type granulé, destiné a I’éevage cunicble. L’abreuvement s effectue par un systéme de
tétines.
Selon Zerrouki (2006), la population locae de lapins présente une variabilité

phénotypique résultant des croisements multiples et volontaires (amélioration des caracteres
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de production) avec des races étrangeres introduites en Algérie au cours des années 70 (Néo-
Zé8andais, fauves de bourgogne, Géant des Flandres, californien). Ce processus s est amplifié
entre 1985 et 1989 par I'introduction de reproducteurs de souche « Hyplus ».

La souche Synthétique, aétéinitié al’institut technique des élevage-Baba-Ali, Alger
(ITELV) a partir de 2003 en collaboration avec I'INRA de Toulouse (Gacem et al., 2009).
Cette souche est caractérisée par une prolificité importante (9 lapereaux née vivant par mis-
bas), un poids adulte sensiblement plus élevé et une meilleure aptitude a la croissance que la
population locale algérienne (Lebas et Zerrouki, 2010).

1.2. Verrerie et Appareillage
Les verreries et les appareillages utiles dans notre expérimentation sont présents dans
le tableau 02.

Tableau Il : Verreries et les appareillages utilise dans notre expérimentation

Verrerie Appareillage
-birchers (50, 100, 250, 500, et 1000ml) -Unité d'éectrophorése sur mini  cuve
-tube a essai vertical comprend ; cuve d’ électrophorese
-pi pette graduées (1ml, 250ml) -générateur de courant
-éprouvette -Unité de spectrophotometre
-burette -plague en verre et en hydroxyde d’alumine
-seringue d’ hamilton - des espaceurs, peigne
- mortiers, potter -agitateur a barreau magnétique
-eppendorfs -pH metre
-cristallisoirs -Balance aprécision
-Unité de spectrophotométrie
-Centrifugeuse

1.3. Autre matériels
Notre expérimentation a nécessité d autres matériels tel que: des bavettes, des gants,
spatules, pissettes, barreau magnétique, portoirs, micropipettes (10ul-100ul), (100-1000pl).

2. Méhodes
2.1. Sacrifices desanimaux et préévements

Les lapins de la population blanche sont pesés puis sacrifiées par saignement et sont
immeédiatement disséqués, les épididymes sont prélevés, plongés directement dans |’ azote
liquide (Figure 06).
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Figure 06: A : les gonades dissequent du lapin; B : I’épididyme préléve et le cana déférent
(Original. 2017).
TG : testicule gauche, EG : épididyme gauche, TD : testicule droit, ED : épididyme droit

Les échantillons épididymaire des lapins de la souche synthétique ont été récupérés,
congelés a -80° C lors d'une étude antérieure, apres passage dans I'azote liquide, en vue
d étude ultérieure. Leur récupération nous a permit de réaliser une étude comparative entre les
deux populations de | apins disponible souche synthétique et population locale.

2.2. Extraction des protéines

Les protéines ont éé extraites a partir des épididymes par broyage mécanique. En
effet les épididymes sont placés dans un Potter dans la glace et |’azote liquide afin de les
durcir, puis broyées pendant quel que minute. Pendant le broyage la solution brooks qui est un
tampon d’ extraction et une anti-protéase |le Phényle méthyle sulfonyl fluoride (PMSF) ont été
ajoutés (Figure 07) (Annexe 01).

Le lysat a été récupéré dans des eppendorfs puis centrifugé pendant 10 min a une
vitesse de 500 g. Apres centrifugation les surnageant et le culot ont été déposé dans des
nouveau eppendorfs étiquetés, puis conservées a—20C° en attendant |e dosage.
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Figure 07: A : broyage de |’ épididyme, B : photographié de I’ unité de centrifugation
(Original. 2017)
2.3. Dosage des protéines

Les protéines ont été dosées suivant la méthode de Bradford et al. (1976), qui est une
méthodes spectroscopique fondée sur des interaction entre les résidus acides aminés des
protéines principalement (arginine, lysine et histidine) avec le colorant bleu brillant de
commassie G-250 .Cette méthode est basée sur une évauation colorimétrique des
échantillons

Une solution standard de BSA (bovin albumine sérum) a1 mg/ml & éé utilisée pour
laréalisation d’ une courbe d’ étalonnage associe au dosage (Annexe 02).

Cette courbe nous permet de déterminer la concentration en protéines des échantillons
analysee selon I’ équation obtenue, Y=0,101x + 0,122 avec un coefficient de détermination
R2=0,997.

La densité optique (DO) des échantillons est mesurée par spectrophotométrie en
lumicre visible a A=595 nm, puis ‘que ’absorbance de bleu brillant de commassie est

maximale a cette longueur d onde.
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Figure 08: Courbe d’ étal onnage du dosage des protéines réalisée par laBSA

2.4. Etude électrophor étique

L’ éectrophorése est une méthode d analyse basée sur la migration différentielle de
particules chargées sous |'effet d'un champ électrique. Les protéines, du fait de leurs
caractéristiques amphotere, peuvent se comporter comme des anions ou des cations et se
déplacer de ce fait soit vers I'anode ou la cathode. Ainsi en fonction des conditions de
I’ électrophorese elles auront des vitesses de migration différentes, vont donc se séparer les
une des autres et selon leur caractéristiques physico-chimiques, elles se matérialiseront sur
I &l éctrophorégramme par des bandes de migration plus au moins distinctes (Anonyme 1).

Pour séparer les protéines en fonction de leur taille, on les expose & un traitement par
le SDS Dodécylsulfate de sodium qui les recouvre de charge négative (-) de sorte qu'elles

migrent vers la cathode (+) et qu’ elle ne les sépare que sous I’ effet de leur poids moléculaire.

2.4.1. Electrophorese sur Gel de Polyacrylamide (PAGE)

Un gel de polyacrylamide est une matrice de séparation utilisée en électrophorese de
biomolécule comme les protéines, est une méthode tres utilisée en biochimie pour analyse des
protéines, pour visuaiser différentes protéines séparées en bandes distinctes en fonction de
leur poids moléculaire.

Les gels de polyacrylamide peuvent variés en composition, ils sont constitués

d’ acrylamide qui est I’ unité de base qui forme les chaines et de bisacrylamide (N, N methéline
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—bisacrylamide) qui est I’agent pontage qui accroche les chaines d’acrylamide entre elle en
fonction des différentes taux de ces deux substances on obtient différentes maillages et donc
différentes densités du gel (Anonyme 2).

La propriété de tamis des gels de polyacrylamide est liée a leur structure particuliere,
qui est celle d’un réseau tridimensionnel de fibre et de pores résultant du greffage d’ unités de
N, N-méthyléne-bisacrylamide (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2) bi fonctionnels
sur des chaines de polyacrylamide (CH2=CH-CO-NH2) adjacentes (Figure09).

£ g H_RB_ =
] | ]
O

Acrylamide N,N Méthylene bisacrylamide

Acrylamide Bis-sacrylamide

Figure 09: représentation schématique de la formation de réseau Acylamide-Bisacrylamide
(Jospord, 2006)

La réaction de polymérisation se fait grace a I’ goute de deux réactifs initiateurs, le
Tétraméthyléthylénediaméne (TEMED) et le persulfate dammonium (peroxydisulfate
d’ammonium ou encore APS). Ces deux réactifs en réagissant avec la lumiére deviennent des
anions hyper réactifs enclenchant la polymérisation.

Le TEMED est un composé chimique de la famille des diamines tertiaire, tandis que
I’APS, dont la formule (NH4),S,0s, est un oxydant fort et un amorceur radicalaire, qui
produit des radicaux sous des conditions douces et entraine ains des réactions de
polymérisations radicalaires (Anonyme 3).

Cette méthode est la plus utilisée en raison des avantages offerts par les propriétés du
gel qui sont la transparence, la reproductibilité élevée et une meilleure résolution liée a sa
porosité, pour évaluer visuellement e poids moléculaire des protéines par rapport a celui des

protéines connues.
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2.4.2. Méhode d’ éectrophorese sur gel polyacrylamide en présence de SDS
2.4.2.1. Dénaturation des protéines

La dénaturation est un processus par lequel une macromolécule biologique, acide
nucléque ou protéines, perd sa conformation tridimensionnelle normal : les protéines perdent
leur repliement et se déplient (Pierre kamoun et a.,1997).

Le pH isoélectrique des protéines épididymaire

Les protéines épididymaire sont soumises a un preé traitement dénaturant pendant 5

min a 95 C° gpres addition d’ un tampon de dénaturation (annexe 03). L’ agent dénaturant est

un mélange de Dodécylsulfate de sodium (SDS) et de B-mercaptoethanol.

2.4.2.1.1. Dodécylsulfate de sodium 2 % (SDS) (C12H25Na04S)

C’est un détergent et tensioactif ionique fort qui forme des interactions hydrophobes
avec la chaine peptidique de la protéine et se fixe via sa longue chaine hydrocarbonée, a
raison d' environ une molécule de SDS pour deux acides aminés, les charges négatives des
groupements sulfate du SDS masguent |es quel ques charges portées par la protéine, pour avoir
un complexe dont la charge totale est approximativement proportionnelle a la longueur de la
chaine peptidique et donc laforce é ectrostatique qui S exerce lors de lamigration en présence
de SDS devient proportionnelle alataille de la protéine (Pierre kamoun et al.,1997).

Ains le SDS en s associant a la chaine protéique détruit le repliement tridimensionnel
et rompt également toutes les interactions non-coval entes avec d’ autres protéines.
2.4.2.1.2. B-mercaptoethanol 5%

C'est un composé chimique dont la formule est HOCH,CH,SH, la présence de la
fonction thiol-SH fait du 2-mercaptoethanol un réducteur tres utilisée en biochimie pour
protéger les protéines contre I’ oxydation, il est également employé pour réduire les ponts
disulfures présents dans | es protéines.

Le B-mercaptoethanol exerce une action dénaturante sur les protéines oligomérique en
rompant les ponts disulfure ce qui désorganise leur structure tridimensionnelle et les rendre

monomeérique (Pierre kamoun et al., 1997).

2.4.2.2. Préparation desgels

Les gels utilisés pour séparer les protéines par éectrophorése sont en genéra
discontinus, ils sont composés d'un gel de focalisation ou concentration et d'un gel de
séparation. Cette méthode permet d’ avoir des bandes de protéines bien focalisées et donc bien

résol ues.
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Le gel de concentration permet au préalable de concentrer I’ échantillon, avant qu’il ne
s'introduise dans le gel de séparation. Ce dernier permet |a résolution des échantillons tout au
long de leur migration.

2.4.2.2. Préparation destampons des gels

Les tampons utilisés pour les gels de concentration et de separation, sont différents,
avec des pH trés spécifiques. Le PH dans le gd de concentration est égerement acide (pH
6,8) (Annexe 05), tandis que celui du gel de séparation est basique (pH 8,8) (Annexe 04).

Dans le tampon de charge ou de migration (Annexe 06), la glycine qui joue le role
d’ anion est fortement chargée avec un pH 8,3, ce qui permet une migration rapide et la
séparation ultérieur des protéines en fonction de lataille.

La matrice de chacune des deux parties du gel est créée par la copolymérisation
d’ acrylamide, de bis-acrylamide, le TEMED et |le persulfate d’ ammonium.

Le TEMED et le persulfate d ammonium sont aussi des catalyseurs de réaction, en
fournissant des radicaux libres qui vont déclencher la polymérisation radicalaire.

Tandis que la concentration d’ acrylamide et de bis-acrylamide détermine la grosseur
des pores formeées. Le gel de séparation est assez concentré en acrylamide (12,5%), plus la
concentration est élevée, plus les pores seront petits et |es molécules les mieux separées seront
celles de faible poids moléculaire.

Le gel de focalisation est lui peu concentré en acrylamides (5%), son réle étant
seulement de permettre de concentrer I’ échantillon en une bonde focalisée avant |a séparation.

Le SDS est incorporé a des concentrations différentes dans les tampons des gels et le
tampon de migration, pour obtenir une concentration constante de SDS et donc maintenir les
conditions de dénaturation et de charge des protéines analysees. Ceci permet la migration des
protéines dans la matrice al’aide d’ un courant éectrique de I’anode (-) vers la cathode (+) et
la séparation des protéines s effectue uniquement en fonction de leur poids moléculaire

(Anonyme 4).

2.4.2.3. Miseen placedesgels

Les deux gels, gel de séparation et de concentration, sont préparés en mélangeant les
solutions d’ acrylamide et de bisacrylamide avec une solution tampon, puis additionné des
agents initiateurs (persulfate d ammonium et le TEMED). Le gel de séparation est coulé en
premier entre les deux plagues (en verre et alumine) séparées par des espaceurs, puisle gd de
concentration pour concentre les protéines et permettre une entrée homogeéne de I’ échantillon

dans le gel de séparation et enfin des pistes individuelle sont réalisées par I’ utilisation d’un

32



Chapitre 1 Matériel et Méthodes

peigne qui sépare le gel en portion égales (puits) destinées a la migration de chague
échantillon (Figure 11).

Les échantillons ainsi préparé sont déposer a raison de 10 a 20 pl dans chague puits
apres avoir monté I’ unité d’ électrophorese les 2 plaques renferment le gel et remplis la cuve
de tampon d’électrode, I'unité est alors sous tension, courant et voltage constant (300mA/
130V) (Figure 11).

Nous avons utilisés comme marqueurs de poids moléculaire la BSA ce qui nous a
permis de faire une courbe étalon et de calculer de cefait le poids moléculaire de nos
echantillons, selonI’équation 'Y =-1,599x +1,845 avec R2=0,949

o 200 7 y =-1,559x + 1,845

S

i R? = 0,949

S 1,50 -

3

(@]
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Figure 10 : Courbe étalonnage de margqueur de poids moléculaire réalisé par
laBSA
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il

Figure 11: Etapes de I’ électrophorése ; A-Préparation de gel et formation des puis, B-
Dépbt des échantillons, CD- Lamise de gdl dans la cuve et lancement de I’ électrophorése,
EF-Fin de migration et récupération de gel, G- Coloration de gel, H-Décoration de gel
(original.2017).
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2.4.3. Revélation des bondes de migration électrophor éique
A lafin de migration, le gel est démoulé pour subir |es opérations successives qui sont
lacoloration et la décoloration.

2.4.3.1. Coloration et fixation

Le gel est immergé 10 a 30 min dans une solution de coloration contenant I’ acide
acétique glacia pour la fixation des protéines et de bleu de commassie 0.2 % (p/v) dissous
dans une solution constituée du mélange eau distillée ,méthanol ,acide acétique glacia afin de

colorée le front de migration (Figure 11) (Annexe 07).

2.4.3.2. Décoloration

La décoloration est réalisée par immersion du ge dans le mélange eau
distillée /méthanol/acide acétique pendant 10 a 30 minutes, elle permet de visualiser les
bandes de migration correspondant aux niveaux de migration des protéines (Figure 11)

(annexe 08).

3. Etude statistique

Le traitement statistique des données et |es présentations graphiques des résultats ont
été realisés sous Microsoft Office Excel 2007.

La moyenne arithmétique « X » des valeurs individuelles est calculée pour chaque
serie et pour la concentration en protéines ; elle est suivie par lavaleur de |’ erreur standard a

lamoyenne « ESM » qui constitue I’ intervalle de confiance de celui-ci.

La validité satistiqgue des différences entre les moyennes est évaluée d'apres le test
d'ANOVA rédisés a I’aide d'un logicielle informatique «OriginLab » et la valeur des
probabilités « p » :

v' Si P<0.001 : Ladifférence est hautement significative=****
v' Si P<0.01: Ladifférence est trés significative=***
v' Si P<0.02: Ladifférence est significative=**

v' Si P<0.05: Ladifférence est peu significative=*
v' Si P>0.05: Ladifférence est non significative

4. Analyse des gels électrophor étique

Pour déterminé le volume et la densité des protéines au niveau des bondes de migration, on a

utilise le logiciel Bio-Rad ou Quantity One 1-D analysis software.
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Chapitrelll Résultats et Discutions

Les résultats rapportés dans ce chapitre concernent |’évaluation de la concentration
protéique de I’homogénat épididymaire et leur profile éectrophorétique chez des lapins
appartenant a deux populations, population Blanche et Souche Synthétique durant leur

dével oppement postnatal.

1. Reésultats
1.1. Poidsvif deslapins et del’ épididyme
1.1.1. Lapinsdela population blanche

Le poids vif et épididymaire de cette population montrent une évolution progressive en
fonction de I’ ége allant de 4 a 28 semaines d’' &ge, avec les valeurs respective de 671,679 et de
3453,33g de poids vif et de 0,13g a1,67g pour I’ épididyme (Tableau 03).

Tableau |11 : Poids moyen vif et épididymaire des |apins de la population blanche aux différents
ages.
Infantile Prépubere Pubere Adulte
4S 8S 12S 16S 24 S 28S

poids vif | 671,67 | 1569,33 2118,33 | 2326,67 2581,33 3453,33
Moyenne(g) (****) (**)
E.SM 55,49 136,90 111,37 | 166,37 270,13 102,31
P ns P<0.001 ns ns ns P<0.02
Poids 0,13 0,36 0,73 0,88 1,43 1,67
épididymaire
M oyenne(g)
ESM 0,03 0,07 0,10 0,12 0,26 0,00

e S :samane
e (*): Comparaison des valeurs par rapport alavaleur précédente
1.1.2. Lapinsdela souche synthétique
L’ évolution pondérale corporel et épididymaire de la souche synthétigue montre une
augmentation progressive, alant de la valeur 1316,67g a 4 semaines ala valeur 3050 g a 16

semaines et de lavaleur 0,19g a4 semaines alavaleur 0,94 g a 16 semaines d age (Tableau 04).
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Tableau I V: Poids moyen vif et épididymaire des lapins de la souche synthétique aux différents

A

ages.

Infantile Prépubere
4S 8S 12S 16 S

Poids vif | 1316 ,67 2015 2140 3050
Moyenne (Q) (****) *)
E.SM 75,61 107,29 124 154,11
P ns P<0.001 ns P<0.05
Poids 0,16 0,54 0,75 0,89
épididymaire ()
Moyenne(Q)
ESM 0,005 0,13 0,06 0,5
P ns P<0.05 ns ns

e S :semane.

e (*): Comparaison des valeurs par rapport alavaleur précédente.

1.2. Dosage des protéines

Les concentrations en protéines de I’ homogeénat épididymaire des lapins de la population
blanche agés de 4, 8, 12, 16,24 et 28 semaines, et celle de la souche Synthétique agé de 4, 8, 12
et 16 semaines sont représenté dans lafigure 12.
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Figurel2 : Evolution de la concentration protéique de |I’homogénat épididymaire durant le
dével oppement postnatal des lapins de la population Blanche et de la souche Synthétique.

PB : population blanche ; SS: souche synthétique ; (*) : Différence significative par rapport alavaleur
précédente chez la PB

La concentration moyenne des protéines dans |’ homogeénat épididymaire des lapinsde la
population blanche augment progressivement selon |’ &ge passant de la valeur 0,73ug/ml (a4
semaines d' age) alavaleur de 3,09 ug/ml (a 28 semaines d’ age), néanmoins cette augmentation
est exponentielle entre 16 et 24 semaines d’ &ge avec un pourcentage d’ augmentation de 138%.

Cette augmentation de la concentration en protéine épididymaire est hautement
significative (p<0,001) entre 16 et 24 semaines d age. Cependant Chez les lapins de la souche
synthétique la concentration en protéines épididymaire moyenne augmente progressivement de
4 semaines a 16 semaines d’ &ges, passant de lavaeur 1.95ug/ml alavaeur 2.27 pg/ml.

La comparaison de I’évolution de la concentration en proténes de |"homogeénat
épididymaire entre les deux populations, population blanche et souche synthétique, a montré des
concentrations plus éléve chez la souche synthétique dés le début de I'expérimentation (4
semaines) jusgu’'a 16 semaines d’ &ges (fin de I’ expérimentation de la souche synthétique) avec
un écart entre 1,03ug/ml et 1,21 pg/ml.

38



Chapitrelll Résultats et Discutions

1.3. Séparation des protéines épididymaire par éectrophorése

L’ é éctrophorése des protéines épididymaire des lapins de la population blanche et de la
souche synthétique révéle I’ apparition de plusieurs bandes de migration correspondant a des
proteines de differents poides moléculaire.

1.3.1. Indication sur lemarqueur de poids moléculaire utilisé

A défaut de disponibilité d’un marqueur standard de poids moléculaire des protéines au
sein de notre faculté, nous avons utilis€ un profil de protéines de poids moléculaire connus
réalisé au | aboratoire de biochimie de lafaculté.

Ce marqueur nous permet de lire relativement les poids moléculaires des protéines
obtenus sur notre gel.

Le profile électrophorétique de migration obtenu, pour ces protéines montre |’ apparition
de 4 bandes, chague bande correspond a une proténe a poids moléculaire connus, la proténe de
67 kDa correspond ala protéine BSA, celle de 45 kDa a la protéine ovalbumine, celle de 23kDa
a la chymotripcinogéne, et celle de 18kDa a la protéine B-lactoglobuline. Ce qui nous permet
d’identifié et déerminer le poids moléculaire des protéines constituant |"homogénat de
I épididyme des deux populations.

1.3.2. Lapinsdela population blanche

Les profiles électrophorétique obtenus a partir de gel de polyacrylamide en SDS-PAGE,
chez les lapins de la population blanche (&gée de 4 a 28 semaines) et celui de mélange de
protéines a poids moléculaire connus qui jouent le réle de marqueur de poids moléculaire, sont

représentés dans la figure 13.
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BSA as 8s 125 16s 245

BSA 67 kDa
Ovalbumine 45 kDa

chymotripcinogéne 23 kDa

B-lactoglobuline 18 kDa

Figure 13 : Analyse éectrophorétique monodimensionnelle (SDS-PAGE) des proténes
épididymaire des lapins de la popul ation blanche a déférents ages (origina. 2017).
PB : population Blanche ;S : semaines.

A 4 semaines nous avons observé apres la lécture du gel et al’oeil nu I’ apparition de 3
bandes de migrations bien visible et quelques bandes moins visible, alors que a partir de 8
semaines d' age on remarqgue une forte augmentation de nombre des bandes de migration avec 11
bandes, ce meme profiles electrophorétique est auss observé chez les lapins agés de 12
semaines, apartir de 16 semaine le nombre de bandes augmente en fonction de I’ &ge alant de 12
bandes a 16 bandes a 24 semaines.

Nous avons constaté que non seulement le nombre des bandes de migration varie d’un

&ge a un autre mais aussi que certaines bandes de migration ne sont pas communes entre les

ages.
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1.3.3. Lapinsdela souche synthétique

Les profiles éectrophorétique des protéines épididymaire des lapins de la souche
synthétique, agés de 4 a 16 semaines, et celui de laBSA qui jouent le role de marqueur de poids
mol éculaire, sont représentés dans lafigure 14.

BSA 4s 8s 12s 16s

BSA 67kDa

Ovalbumine 45 kDa ===

chymotripcinogéne 23 kDa

B-lactoglobuline 18 kDa

Figure 14 : Analyse éectrophorétique monodimensionnelle (SDS-PAGE) des protéines
épididymaire des lapins de la Souche Synthétique a déférents ages (original. 2017).

S: semaine

Nous avons remarquée I'augmentation de |’apparition des bandes de migration en
fonction de I’ége. 13 bandes de migration sont bien visible & 16 semaines tandis que seule 9
bandes sont révélés & 4 semaines, cette augmentation est progressive durant tout le
développement postnatal .

Ainsi nous avons constaté que non selement le nombre des bandes de migration varie
d un &ge a un autre, mais aussi que certaines bandes de migration ne sont pas communes entre

les &ges tel que &4 semaines le nombre de bande de migration est faible tandis que &16 semaines
est supérieure.
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L’ensemble des profiles éectrophorétique nous permettent de détecter un nombre plus
important des bandes de migration, mais seulement sous laforme de traces, ceci peuvent ére di
ala sensibilité de la technique, les conditions de migration et la concentration de ces protéines
dans I’ échantillon.

Ceci éant, les différences du nombre de bandes de migration entre les différents ages
seraient due a I’expression des classes et /ou des types de protéines présentes, a cet instant,
dans I’ épididyme la langueur des bandes de migration observé n’est pas toujours la méme pour
les protéines de méme poids moléculaire ce qui témoigne de la régulation de I’ expression de
spécieux protéique particuliéres au cours de I’ age (dével oppement postnatal).

1.3.4. Comparaison entreles deux populations
La comparaison entre les profiles électrophorétique des épididymes chez les lapinsdela
population blanche et la souche synthétique révéle une différence dans le nombre des bandes de

migration ainsi leur emplacement durant toute I’ expérimentation (Figure 15).

415 8|s 12ls 16s
J _ . |
A BSA PB. SS PB SS PB SS PB S5
BSA - ” [
e - Protéines > 23 kDa
chvmotripcinogéne -
B-lactoglobuline - Protéines < 23 kDa

~ Protéines < 18 kDa

Figure 15: Anayse comparative éectrophorétique monodimensionnelle (SDS-PAGE) des protéines
épididymaire des lapins de la population Blanche et de la souche synthétique a déférents éges.
(Original. 2017).

PB ; population Blanche, SS: souche synthétique; S: semaine; BSA : sérum albumine bovin
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1.4. Poids moléculaire des bandes de migration des proténes épididymaire

L’ électrophorese des marqueurs de poids moléculaire, dont les poids moléculaire des 4
bandes obtenus lors de la migration sont connus, nous a permis de déterminer le poids
moléculaire de bandes de migration de nos échantillons gréce a I’ équation Y= -1,599x +1,845
avec R? = 0,949.

1.4.1. Population blanche

Le profile électrophorétique de I"’homogénat de I’ épididymes de la population blanche
agée de 4 semaines montre |’ apparition de bandes de migrations dont le poids moléculaire varie
entre 15 et 50 kDatandis que a 8,12,et 24 semaines |e poids moléculaire des bandes de migration
des protéines varie entre 11 et 31 kDa, neamoins a 24 semaines d' age une nouvelles bande de
migration apparait avec un poids moléculaire de 66 kDa.

Certains bandes de migration des protéines sont présentes durant tous le developpement

postnatal tel que la bande de migration au poids moléculaire de 31 k Da.

1.4.2. Souche synthétique

Le profile électrophorétique de I"’homogénat des épididymes des lapins de la souche
synthétique montre I’ apparition de plusieurs bandes de migratios dont le poids moléculaire varie
entre 11 et 45 kDa a 4 semaines d' age, entre 10 et 31kDa a 8 semaines d’ age, et entre 10 et 66
kDaa12 et 16 semaines d age.

1.4.3. Comparaison entre les deux populations

La comparaison des profiles é ectrophorétique de I’ homogénat des épididymes des lapins
de la population blanche et la souches synthétique révele que des bandes de migration a un poids
moléculaire donné comme la proténe de 31 kDa, sont présentent chez les deux populations aux
différentes &ge a I’ exception de I’age de 4 semaines ou elle sont absentes chez la population
blanche, tandis que des proténes dont le poids moléculaire 66 kDa et 50 kDa qui apparaissent a
24 et 28 semaines d’ age dans les epididymes des lapins de la population blanches sont retrouves
précocement chez les lapin de la souches synthétique a 12 semaines d’ age .

Ains dautre protéines de poids moléculaire 11,19,et 31 kDa qui apparaissent a 8
semaines d age chez la population blanche sont retrouvés précocement chez les lapins de la

souche synthétique a 4 semaines d’ age.

1.5. Analyse semi-quantitative des protéines epididymaire
Afin de mésuré le volume et la densité des bandes de migration des protéines

épididymaire des lapins de la population blanches et la souche synthétique obtenus a partir des
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profiles électrophorétique lors de notre électrophorése, nous avons selectionnée les bandes les
plus visibles, 6 bandes de migration pour les lapins de la population blanche et 7 bandes de
migration pour les lapins de la souche synthétique, et soumis ensuite a une analyse par le
logiciel Bio-Rad ( Figure 16 et 17). Ce dernier permet de faire une quantification des protéines
(mésure semi-quantitatives ) en mesurant la densité des bandes de migration de gel
d éectrophorése.

Les bandes de migration 3 et 3' des épididymes des |apins de la population blanches et
de la souches synthétique sont de poids moléculaire différent, déplacement éectrophorétique
différent, tandis que la bande de migration 7 existe chez les deux population, neamoins elle n’est

Bondes analysés

Bondel Bonde2 Bonde3 Bonded Bonde§ Bonde6
pas reconaissable ( peu visible) par lelogiciel chez les lapins de la population blanche, donc cette

bande est présent mais de trés faible quantité d’ ou la possibilité de faire la différences entre ces

bandes.

Figure 16 : Localisation des bandes de migrations des protéines épididymaire des lapins
de la population blanche analysée par lelogiciel Bio-Red (original. 2017).
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Bonde 1’ Bonde2' Bonde3d' Bonde4' Bonde § Bonded' Bonde 7'

Figure 17 : Localisation des bandes de migrations des protéines épididymaire des lapins
de la souche synthétique analysée par lelogiciel Bio-Red (original. 2017).

L.J.1. I_UlJl.IIClLIUI I viailiul i
L’ analyse densitométrique des profiles électrophorétique des épididymes des lapins de la
population blanche est représenté dans la figure (18).

128

Doy b

BSA 67 kDa

Ovalbumine 45 kDa

Chymotripcinogéne 23 kDa

B-imunoglobuline 18 kDa

Figure 18: A- Analyse éectrophorétique monodimensionnelle (SDS-PAGE) des protéines épididymaire
des lapins de la population blanche a différentes ages. B- Anayse densitométrique des profils
électrophorétique de I’ épididyme des |apins a différentes ages.

H : Haut poids moléculaire ; M : Moyen poids moléculaire ; F : Faible poids moléculaire ; S: semaine
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D’apres I'analyse semi-quantitative des protéines épididymaire des lapins de la
population blanche en mesurant la densité des bandes de migration, on a constaté I’ augmentation
de densité des protéines en fonction de I’ &ge avec |’ apparition des zones de forte concentration
des protéines de poids moléculaire moyenne comprise, entre 40 et 67 kDa, ainsi des protéines de
faible poids moléculaire a < 40 kDa au début de développement , tandis que des concentration
faibles en protéines de haut poids moléculaire est observé durant tous le développement
postnatal .

Les densités des bandes de migration des protéines épididymaire des lapins de la
population blanche marque des variations dans |’ apparition d’ une bande al’ autre, en fonction de
I’ &ge.

La figure 19 est une représentation graphique de la densité des protéines épididymaires

des Iapins de la population blanche relevées sur les bandes | es plus représentatives sur nos gels.

30000 -~

25000 - o ——

20000 - “— — 1
_‘EB — 2
a | ) 3

10000 - — U4

e | §

5000 -

| ] ©
0 T T T T 1
4S 8S 12S 16S 24S
Age (semaine)

Figure 19 : Evolution de la densité des bandes de migrations des lapins de la population

blanche &gés de 4 a 24 semaines mesurées par le logiciel Bio-Rad.

D’ apres les résultats nous avons remarqué que la densité de labande Ul augmente de 4 a
8 semaines puis diminue progressivement de 8 a 24 semaines d’ &ge. Ains la densité de la bande
U2 diminue progressivement de 4 a24 semaines. Cependant, la densité de labande U3

augmente de 4 a 12 semaines et diminue progressivement de 12 a 24 semaines.
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La densité des bandes U4 et U6 augmente de 4 a 12 semaines puis diminue
progressivement jusgu’ aux 24 semaines. Alors que celle de U5 augmente de 4 & 12 semaines
puis diminue de 12 a 16 semaines pour raugmente de 16 a 24 semaines d' age.

1.5.2. Souche synthétique
Les résultats de |’ analyse densitométrique des profiles électrophorétiques des protéines

épididymaires des lapins de la souche synthétique sont représentés dans la figure (20).

88 128 168

BSA 67 kDa

Ovalbumine 45 kDa

Figure 20: A- Anayse éectrophorétique monodimensionnelle (SDS-PAGE) des protéines
épididymaire des lapins de la souche synthétique a différentes ages. B- Analyse densitométrique
des profils é ectrophorétique de I’ épididyme des lapins a différentes ages.

H : haut poids moléculaire; M : moyenne poids moléculaire; F : faible poids moléculare S :

A partir de I'analyse semi-quantitative des protéines épididymaires des lapins de la
souche synthétique, nous avons constaté, en mesurant la densité des bandes de migration,
I’augmentation de densité des protéines durant tout le développement postnatal, avec
I’ apparition des zones des protéines de faible concentration au niveau des hauts poids
mol éculaires qui augmente & 12 semaines.

On observe aussi des zones des protéines de forte concentration de poids moléculaire
moyenne comprise entre 40 et 67 kDa et des protéines de faible poids moléculaire de < 40 kDa
qui persiste de début jusqu'alafin de développement postnatal

Les densités des bandes de migration des protéines épididymaires des lapins de la souche

synthétique montre des variations exprimées par |’ apparition de bandes d’intensités différentes
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en fonction de I’ &ge traduisant de faibles concentrations en protéine au début de dével oppement
et une forte concentration alafin de développement.
La figure 21est une représentation graphique de la densité des protéines épididymaires

des lapins de |a souche synthétique relevées sur les bandes | es plus représentatives sur nos gels.
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Figure 21 : Evolution de la densité des bandes de migrations des lapins de la Souche
synthétique &gés de 4 a 16 semaines mesurées par lelogiciel Bio-Rad

D’ apres ces résultats, nous avons constaté que la densité des bandes U1’, U’2, U3', U’4,
U6 et U7, augmente progressivement durant tout le développement postnatal de 4 a 16
semaines d' age. Tandis que la densité de la bande U5 augmente de 4 a 12 semaines puis

diminue a 16 semaines.

1.5.3. Comparaison entre les deux populations

La figure 22est une représentation graphique comparative de la densité des protéines
épididymaires des lapins des deux populations durant le dével oppement postnatal relevées sur les
bandes les plus représentatives sur nos gels.
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Figure 22 : comparaison de la densité des bandes de migration des proténes
épididymaire chez les deux populations.

SS: souche synthétique ;PB :population blanche ; U :bande

La comparaison du profiles éectrophorétiques et densimétriqgues des protéines
épididymaires révelent des variations qualitatives et quantitatives de I’accumulation des
protéines chez les |apins des deux souches durant |e développement postnatal .

La comparaison des densités des bandes de migrations des protéines épididymaires
obtenues a partir des analyses densitométriques entre les lapins de la population blanche et la
souche synthétique révéle que les bandes de migration 3et 3' observées dans les gels de la
population blanche et de la souche synthétique sont respectivement spécifique a la population
concernée, tandis que la bande 7 est peu visible dans le gel de la population blanche alors qu’ elle
est mesurable chez la souche synthétique .

Les valeurs des densités des bandes de migration des protéines épididymaires sont
significativement plus élevées chez les lapins de la souche synthétique par rapport a la
population blanche atous les &ges.

La différence des profiles densitométriques met en évidence I’ existence d’une régulation de

I’ expression des protéines épididymaire en fonction de I’ age
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2. Discutions
2.1. Poids corporelset poidsd’épididymes

Dans nos résultats les moyennes des poids corporels et épididymaire des lapins de la
population blanche et la souche synthétique évolue de maniere progressive durant tout le
développement postnatal, cette croissance suit une courbe de type sigmoidale, nos résultats
corrobore avec ceux obtenus chez la méme espece par plusieurs auteurs (Garcia=Tomas €t al.,
2007; GarciaaTomas et al., 2009 et Vigueras-Villasenor et al., 2013).

D’ aprés nos observations, la vitesse de croissance de poids corporels des lapins et des
épididymes de la souche synthétique sont nettement supérieurs a ceux des lapins de la
population blanche, cette différence peut étre expliquée par le patrimoine génétique améliorée
de la souche synthétique afin d’améliorée les performances de développement de testicule et de
I’ épididyme et qui sont plus intéressantes (Allab et Yamina, 2016).

Selon Iczkowski et a. (1991), I’augmentation du poids épididymaire est probablement
liée a la prolifération cdlulaire due a une importante augmentation des niveaux de testostérone
plasmatique entre 4 et 8 semaines d’'&ge qui a une action directe dans le maintien de la
morphologie des cellules principales et dans |’ inhibition de |’ apoptose (Fan et Robaire, 1998).

Selon Piles et al. (2003), la croissance est un caractere extrémement variable en fonction
des facteurs génétiques, aimentaire et/ou environnementaux. Ce qui est en accord avec nos
observations.

Abo-El-Ezz et al.,(1984) rapportent que plusieurs facteurs peuvent ére al’ origine de
la vitesse de croissance des lapins, tels que la température, la diminution de la consommation
alimentaire, la déshydratation des animaux et e catabolisme des tissus.

Ouhayoun (1976) et Blasco (1993) soulignent que la vitesse de croissance passe par un
maximum a |’ ége de 5-7 ou 8 semaines, puis elle ralentit progressivement, notamment apres 11
semaines d’ &ge, en présentant une allure en dents de scie. La vitesse de croissance tend ensuite
vers zé&ro apartir del’ &ge de 6 mois.

La régulation du poids corporel et épididymaire est aussi sous |e contrdle hypothalamique
en régulant la prise alimentaire, la satiété et la thermogenése via des neuropeptides catabolique
tels que le TRH et le CRH ou anabolique tel que le NPY, peptide orexigénique majeur, qui est
inhibé par la leptine qui est une hormone tripeptidique dérivée des adipocytes (Karydis et al.,
1998 ; Richard et al., 2004 in Djediat, 2005).
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2.2. Dosage des protéines et profiles éectrophoréique

De plus, a partir des résultats obtenus par les dosages des protéines épididymaire des
deux populations de lapin, population blanche et souche synthétique, montre I’augmentation
progressive de la concentration des protéines dans |I’homogénat épididymaire en fonction de
I’ &ge, avec des valeurs de concentration faible au début de I’ expérimentation et fort a la fin de
dével oppement.

Les profiles électrophorétique et densimétrique des protéines, révélent des variations
gualitatives et quantitatives de |I’accumulation des protéines chez lapins des deux souches durant
toute le développement postnatal .

Tandis que les profiles électrophorétique de nos échantillon des deux populations révele
I’ apparition de plusieurs protéines, dont le poids moléculaire varie entre 10 et 66 kDa avec
guelque protéines qui persiste durant tout |e dével oppement postnatal.

Selon Lakabi et al., (2017), les cellules principales du I’ épididyme des lapins de la
population blanche agées de 4 a 12 semaines sont caractérisées par de faibles caractéres
morphofonctionnels, ¢’ est-a-dire : hauteur cellulaire (hcp), zone supranucléaire (zsn), et d'une
proportion élevée du rapport (N/hcp). A partir de 14 semaines, ces cellules acquiérent des
caracteres morphométriques marqueés par des valeurs élevées de hep et zsn et de faibles valeurs
du N/hcp. Ceci est évocateur d’une différentiation physiologique indiquant la mise en place de
I"acquisition de la polarité cellulaire et du développement du caractére sécrétoire et/ou absorptif.
Le rapport N/hcp élevé marquant les individus a bas age, ¢ est-a-dire entre 4 et 12 semaines
pourrait étre un indicateur de |’ existence des divisions cellulaires.

A la naissance, I’ épididyme est un organe immature, constitué de cellules épithéliales
indifférencies. C'est lors du développement post-natal que I’épididyme devient un organe
mature, différencié et fonctionnel (Sun et al., 1979).

La période de différenciation de I’ épididyme est cruciale, ce n’est qu’ aprés cette étape,
gue |’épididyme est un organe mature, fonctionnel et prét a accueillir la premiére vague de
spermatozoides arrivant du testicule au jour 44 chez lerat (Hermo et al., 1992).

Plusieurs protéines subissant des modulation ont été observées chez le rat Wistar au cours
de developpement (Umar et al., 2003).

Selon Clulow et al.(1994), le fluide intraluminal est le résultat de |’ absorption d’ une
grande partie du liquide testiculaire en provenance de rete tistis, du transport sélectif des
congtituants sérique (Cyr et al., 2002) et de la sécrétion de molécules par les cellules de
I’ épithélium épididymaire essentiellement par les cellules principales (Dacheux et al., 2002) de

ce fait la composition de liquide épididymaire varie tout le long de I’ épididyme (Dacheux et al.,
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1995) et est sous le contréle des cellules épididymaire et qui la modifient graduellement selon les
régions (Dacheux et Dacheux , 2000).

Les protéines qui sont sécrétées par les cellules principales de I'épididyme varient tout au
long de celui-ci et influencent ses fonctions (Dacheux et al., 1998; Mboungou et al., 1988;
Syntin et al., 1996). Chague section de I'épididyme démontre un profil d'expression de protéines
bien déerminées. Chaque protéine de I'épididyme varie donc en nombre et en concentration
selon le segment concerné. Certaines protéines comme le GPX5, qui est exprimé principalement
dans latéte (Kirchhoff, 1999), ne sont présentes que dans certain segment bien précis.

La sécretion séquentielle de plusieurs protéines est |’ une des originalités des changement
continuels de la composition de fluide épididymaire (Dacheux et Dacheux,2002 ; Dacheux et al.,
2003 ;2005). Cette régionalisation est connue chez toutes les espéces lorsqu'on compare les
changements siquentiels postgonadique (Dacheux et Voglmayr , 1983; Dacheux et
al.,1987,1989,1998,2005). Chez I’homme la téte parait le segment le plus actif en terme de
secretion ; par contre la queue distal semble lamoins active (Dacheux et al.,2006).

La constitution des protéines n’est pas toujours stable puisque, chez le rat Sprague-
Dawly, deux protéines dont le poids moléculaire est de 35 et 33 kDa apparaissent puis
disparai ssent apres un peu de temps de leur sécrétion (Vreeburg et al., 1992). Cependant chez le
lapin 5 protéines de 93,61,35,33 et 27 kDa qui étaient présentes au niveau du rete testis sont
réabsorbée par les cellules épididymaire de la partie proximal de la téte de I’ épididyme tandis
gue des protéines de 94,88,63,52,38,36,22,20 et 13 kDa seront secrétées dans la lumiere
épididymaire (Nixon et al., 2002 ).

Chez le verrat, la puberté aura lieu au sixiéme mois, la sécretion des protéines est la
meéme pendant le premier mois au niveau de toutes les régions de I’ épididyme (Syntin et al.,
1999), la protéine de 55 kDa présente uniquement chez les jeunes animaux pourrait etre
transitoire puisque le traitement par |a testosterone provoque sa répression.

Deux protéines transitoires de 31 et 72 kDa ont été observées chez le verrat (Syntin et
al.,1999), chez cette espéce, e nombre des isoformes passe de 11 au cours du premier mois du
developpement a 187 a I'ége adulte et la specialisation de régulation de régionaisation de
I’ éxpression des proténes commence a apparaitre a partir du troisiéme mois.

Deux protéines ont été detectées avec un poids moléculaire de 17 et 23 kDa dans la queue
de I’ épididyme du bélier, la protéine de 17 kDa est immunolocalisée au niveau du flagelle des
spermatozoides (Getti et al., 2000).

La spéficité de la sécrétion des protéines s'installe progressivement avec |’age chez la
souris (Bendahmane et Abou-Haila, 1994) et lerat (Ueda et al., 1990).
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La dynamique de changement de |'expression des génes est a l'origine d'une
régionalisation protéomique, la majorité des protéines (90%) présentent une Sécrétion
régionalisée (Dacheux et Dacheux, 2001).

La caractérisation de I’accmulation des protéines chez le verrat (Syntin et al., 1999)
montre que 48% des protéines dépendent des androgénes parmi elle 33,6% sont stimulées et
14,4% sont réprimées ,47% dependent des autres facteurs et 5% ne sont pas régul ées.

Les travaux de Macedo et Miguel, (1986) montrent que la maturité sexuelle est atteinte
chez des males de race New Zelandaise au 129%™ jour d'&ge. Tandis que Boiti (2005), montrent
gue lamaturité sexuelle se produit approximativement a 5 mois selon la contrainte.

Lestravaux de Leeson et Forman (1981), et d’ EI-Sherbiny (1994) montre un processus de
différentiation & 4 semaines d'age et qui augmente de la 8™ & la 10°™ semaines. A 16 semaines
d’ age (112 jours d'ége), ils observent des spermatozoides dans la téte et le corps de |’ épididyme
des lapins. Selon ces mémes auteurs, I'entré en puberté correspond a I'observation de
I’ apparition des premiers spermatozoides dans |’ épididyme caudal des lapins males.

L’ évolution de la concentration en proténes de I’homogénat épididymaire entre les deux
populations, population Blanche et souche Synthétique, a montré des concentrations plus éleve
chez la souche synthétique dés le début de I’ expérimentation (4 semaines) jusgu’a 16 semaines
d’ages (fin de I'expérimentation de la souche synthétique) peut étre due a un caractéere
extrémement variable en fonction des facteurs génétiques, alimentaire et/ou environnementaux
entre les deux populations.

D’ apres Garcia-Thomas et al., 2009, le développement gonadique varie en fonction des
races, et devraient étre pris en considération dans des études ou les lapins sont utilisés comme
model e expérimental .

L’intensité de des déférente bandes protéique obtenus a partir de ces deux profiles
électrophorétique refléte partiellement |a variation dans I’abondance des protéines qui existe
dans |’ épididyme de deux pulations de lapins, ainsi lamigration de ces protéines refléte |la masse
mol éculaire de chaque protéines qui varie en fonction del’ &ge et de la population.

Il est important de signaler que |’ électrophorése ne révéle que les poids moléculaires
apparents des protéines, il est possibles que les proténes présentes chez les animaux prépubéres
ne sont pas les mémes chez les puberes méme s ces dernieres possédent le meme poids
moléculaire et par concéquent peuvent subir des régulations différentes.

Les facteurs lumicrine produits par les testicules jouent un rdle important pendant le
développement postnatal épididymaire (Hinton et al., 2011). En effet, ces facteurs (tel que les

androgenes, les facteurs de croissance et des enzymes) régulent I'activité secrétoire des cellules
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épithéliadles de I'épididyme et des spermatozoides et participe directement au processus de
maturation épididymaire (Lan et al., 1998; Robaire et al., 2006).

Les mécanismes qui régulent la croissance et la différenciation de I’épididyme sont
inconnus, bien qu'il soit clair que I'expression de beaucoup de génes épididymaires est liée au
contréle du développement (Robaire et al., 2006).

Il est bien connu que les hormones sexuelles sont essentielles pour la production de
plusieurs protéines exprimées dans I’ épididyme (Ng et al., 2006).

D’ apres Hamzeh et al. (2009) chez le rat les taux d'androgénes augmentes
progressivement durant le développement postnatal jusqu’ aun pic al’age pubére, suggérant un
réle des androgéenes dans e développement de I’ épididyme.

Enfin, durant cette période de différenciation, le niveau de testostérone augmente
progressivement a partir de la phase prépubere, jusgu’a atteindre un plateau a I'ége adulte
(Scheer et al., 1980). Il est intéressant de noter que I’activité de I’enzyme responsable du
métabolisme de la testostérone, la Sa-réductase, est maximale a I’age adulte dans 1’épididyme
(Scheer et al., 1980). On remarque également que |'épididyme est sensible aux hormones
glucocorticoides dans cette période de différenciation (Gladstones et al., 2012). En effet, le
récepteur aux glucocorticoides est exprime a partir du jour 1 dans I’ épididyme et son expression
est particulierement intense lors de cette période de différenciation, surtout dans les cellules
basales (Gladstones et al., 2012).

Cela suggere un role important des hormones dans les périodes de différenciation post-
natale de I’ épididyme. Apres I’age pubére, I'épididyme entre dans la phase d’ expansion, la
différenciation des cellules sachéve et I'épithélium atteint sa taille finale. L’entrée des
spermatozoides dans |’ épididyme alieu al’age adulte ou on les retrouve dans tout I’ épididyme
(Robaire et al., 2006).
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Conclusion et Per spectives

Notre étude biochimique, préliminaire, sur I’ expression des protéines de I’ épididyme
durant le développement postnatal des lapins de la population blanche et de la souche
synthétique, nous a permis de retenir différents résultats relatifs au développement pondéral
des animaux et de leurs épididymes et du profil d’ expression des proténes épididymaire.

Le poids vif et épididymaire des lapins des deux populations augmente
progressivement durant le développement postnatal et suit une courbe sigmoidale, avec des
poids supérieur chez les |apins de la souche synthétique.

Le dosage de la concentration de |’ homogénat épididymaire en protéines marque une
augmentation progressive durant le développement postnatal, chez les deux populations, et
plusimportante chez les lapins de la souche synthétique.

Le profile électrophorétique des protéines épididymaire, a révélé |’ apparition de
plusieurs bandes de migration dont le nombre et I’ éaisseur augment progressivement avec
I’ &ge chez les lapins des deux populations, avec des variations dans le poids moléculaire en
fonction de |’ &ge et de la population.

L’ analyse densitométrique de nos bandes de migration des protéines épididymaire en
mesurant leur densité, a révélé des variations qualitatives et quantitatives de I’ accumulation
des protéines durant tout le développement postnatal des lapins de chagque population avec
des vaeurs significativement plus élevées chez les lapins de la souche synthétique.

Nous avons constaté selon les observations et les résultats obtenus que les lapins de la
souche synthétique différent des lapins de la population blanche et subissent une maturation
précoce non seulement sur le plan pondérale (le poids vif, le poids des épididymes) mais aussi
sur le plan biochimique (Ia concentration moyennes des protéines, leur poids moléculaire). Ce
gui corrobore avec les résultats des éudes histologique et morphométrique obtenues sur les

mémes animaux, dans des études antérieurs.

Cette précocité sur le plan biochimique via la synthese et la sécrétion de protéines
impliquées dans la mise en place de la puberté, pourrait étre expliquée par le fait que la
souche synthétique est une souche améliorée génétiquement afin de modifier et perfectionner
sareproductivité et sa productivité (Lebas et Zerrouki, 2010, Lakabi et al., 2017 ).

A l'issu de cette expérimentation, il serait donc nécessaire de compléter cette étude

par :
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Réadlisation d' une étude éectrophorétique des protéines épididymaire sur des
effectifs plus élevés et sur des ages intermédiaire et adulte, en prenant soin
d’ utiliser un véritable marqueur standard des poids mol éculaires de protéines.
Refaire la méme expérimentation en séparant les trois régions de I’ épididyme
(téte, corps et queue)

Utiliser d'autre technique pour identifier les différentes protéines de

I”homogénat épididymaire, tel que Western Blot.
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Annexe 01: tampon d’extraction (10ml de Brooks + 150ul de PM SF)

Solution de Brooks:

» Tris 758 mg
» gusterlePh a7.5par H20D 250 ml
» Sucrose 2149

» MgCl2 152.5 mg

» VéifierlePh=75

Solution de PM SF :Phényl methyl sulfonyl fluoride :
» PMsF 87 mg
» Propanol ou Ethanol pur 2.5 ml

Annexe 02 : dosage des protéines par la méthode de Bradford
Solution de BSA

» BSA (bovin sérum albumine) 20mg
» H20D (tiede) 20ml

Solution de Bradford :
» Bleu de coomassie G250 0.01% = 0.01g
» Ethanol 95° 4.7%=4.7ml
» Acide orthophosphorique 8.50% = 8.5ml
» H20 D 100ml

Annexe 03 : Tampon de dénaturation

» TrisHcl ph=6,8 12.5ml
» SDS 2.39
» Glycerol 10ml
» Sucrose 10g
Bleu de bromophénol 0.05g
» B-Mercaptoethanol 2.5ml

» H20D 50ml



Annexe 04 : Gel de séparation 12.5%
Solution Acrylamide-Bisacrylamide
(30g acrylamide + 0.8g bisacrylamide + 100ml H20 D)

Solution TrisHcl 11.25ml a ph 8.8
(18.15g tris + (IN) Hcl + 100ml H20 D)

Préparation de gel

» H20D 1,875 ml
» Acry-bisacrylamide 1,875 ml
» TrisHcl ph=8,8 2,25 ml

» SDS 10% 60 pl

» Persulfate d ammnium 10% 40 pl

» Temed 10 pl

Annexes 05: gel de Concentration 5%
Solution Acrylamide-Bisacrylamide
(30g acryl + 0.8g bisacryl + 100ml H20 D)
Solution TrisHcl ph6.8 2.5ml:
(6gtris+ Hcl (IN) + 100ml H20 D) ph=6.8

Préparation de gel

» H20D 1,875 ml
» Acry-bisacrylamide 375 pl
» TrisHcl Ph=6,8 750 pl
» SDS 10% 30 pl
» Persulfate d ammoniume 10% 10 pl
» Temed 10l

Annexe 06 : Tampon demigration ph 8.3
Tris 3g +glycinel1l4.4g+ SDS 1g +H20 D 1000 ml
Solution Tampon de Migration pour 1L :
(Tris3g + SDS1g+ H20 D 500ml)

Puisguster le ph a8.3 par (glycine 14.4g + H20 D 500ml)



Annexe 07 : Solution de coloration

» Methanol 250ml
» Acide acétique glacia 50mi
» Bleubrillant R250 0.5g
» H20 D 200ml

Annexe 08 : Solution de décoloration

» Acide acétique glacia 100ml
» H20 D 1000ml

Annexes 09 : préparation dela protéine standard (BSA)

» 0,002 g de Sérum Albumine Bovin (BSA)
»  800pl de tampon de dénaturation (annexe 03)
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