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Summary. Differential regulation of antagglutinin secretion in pig epididymis : an
immunocytochemical study.

Antagglutinin, a specific protein synthesized by the boar epididymis, was localized in
all the principal cells of the initial segment, of the caput and of the corpus but was not
detectable in the caudal cells. Castration completely abolished the synthesis and secretion
of antagglutin in all the epididymal cells. Androgen treatment led to (1) the restoration of
antagglutinin secretion in the caput (middle and distal) and in the corpus, (2) the failure
to restore the secretion in the initial segment and in the proximal caput and (3) the
emergence of a new secretion of antagglutinin by the caudal cells. These results suggest
that (1) antagglutinin is an androgen-dependent protein and (2) the epithelial cells from
different segments have differential regulatory mechanisms.

Introduction.

La maturation des spermatozoides apparait directement liée a l'activité de
I’épithélium épididymaire qui sécréte de nombreuses protéines dont certaines
sont androgéno-dépendantes (Caméo et Blaquier, 1976 ; Echeverria et a/., 1982 ;
Brooks, 1983). L'utilisation récente, chez le verrat, d’'un marqueur spécifique du
fonctionnement de la cellule épididymaire, I'antagglutine (Dacheux et al., 1983)
a permis de démontrer la localisation intracellulaire de la biosynthése, des voies
de sécrétion et de transport de cette protéine vers la lumiére épididymaire
(Dacheux et Dacheux, 1987, 1988).

La présente étude a pour but de déterminer I'androgéno-dépendance de cette
protéine. La localisation des sites de synthése et de sécrétion de I'antagglutine,
effectuée tout le long de I'épididyme a été comparée dans trois groupes d’animaux
(1) normaux, (2) castrés et (3) castrés supplémentés a la testostérone.

Matériel et méthodes.

Six verrats adultes: 2 témoins, 2 castrés (120 ] de castration) et 2 castrés
traités a la testostérone (250 mg/animal, trois fois 8 15| d’intervalle) ont été
utilisés dans cette étude. Des échantillons provenant de 9 régions épididymaires
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différentes (Dacheux et Dacheux, 1988) ont été fixés a la glutaraldéhyde,
postfixés ou non au tétroxyde d’'osmium, déshydratés et inclus dans I"Epon.
L'antagglutine a été purifiée a partir du fluide épididymaire caudal collecté par
perfusion chez le verrat intact. Les techniques de purification, de préparation des
anticorps et I'étude de leur spécificité ont été décrites antérieurement (Dacheux
et al., 1983 ; Dacheux et Dacheux, 1987). Deux techniques immunocytochimi-
ques ont été utilisées: (1) la technique de lI'immunoperoxydase sur coupes
semi-fines traitées par la méthode a la biotine-streptavidine (Dacheux et
Dacheux, 1988) et (2) la technique de I'or colloidal pour la détection ultrastruc-
turale {(Dacheux et Dacheux, 1987).

Résultats et discussion.

1) Localisation de I'antagglutine chez les animaux témoins (fig. 1.4).

L'antagglutine a été localisée dans toutes les cellules principales de la téte et
du corps (proximal et médian) de I'épididyme avec une sécrétion importante dans
la lumiére de cet organe. La synthése qui débute dés les premiéres cellules du
segment initial (fig. 1), augmente dans les cellules de la téte et du corps médian
(fig. 4), puis diminue dans le corps distal pour disparaitre dans les cellules
épididymaires de la queue. Parallélement, la sécrétion dans la lumiére (fig. 4)
augmente de la téte a la queue. L'étude ultrastructurale a permis de montrer
I"antagglutine dans les différents compartiments intracellulaires: (1) au niveau
des sites de synthése, (2) durant son séjour dans I'appareil de Golgi, (3) durant
son transport intracellulaire sous forme de vésicules cytoplasmiques distribuées
entre I'appareil de Golgi et I'apex de la cellule et (4) durant sa sécrétion dans la
lumiére de I'épididyme autour et entre les stéréocils (Dacheux et Dacheux, 1987).

FIG. 1-6. — Localisation de 'antagglutine dans le segment initial (fig. 1-3) et dans le corps médian
(fig. 4-6) de I'épididyme de porcs intacts (fig. 1, 4), castrés (fig. 2, 5) et castrés supplémentés a
la testostérone (fig. 3, 6). Chez les témoins (fig. 1, 4), I'antagglutine est localisée dans tous les
appareils de Golgi (G) des cellules principales et dans la lumiére du tube (L), autour et entre les
stéréocils (fléche) tandis que les noyaux (N) et les muscles lisses (M) sont négatifs.

Aprés castration (fig. 2, 5), toutes les cellules principales (E), fortement réduites en hauteur et ne
présentant plus de stéréocils (fléches) apparaissent complétement négatives avec une zone de
Golgi indistincte dans le cytoplasme.

Le traitement a la testostérone est incapable de restaurer, dans le segment initial (fig. 3), la
synthése d’antagglutine. Les cellules principales (E), complétement négatives (fig. 3), ressem-
blent a celles des castrés. Noter seulement la réapparition de courts stéréocils dans la lumiére
(fleches). Dans le corps de I'épididyme (fig. 6), le traitement & la testostérone restaure la sécrétion
de I'antagglutine au niveau de tous les saccules de Golgi (G) et dans la lumiére du tube (L), autour
et entre les stéréocils réapparus (fleches). Toutes les cellules principales présentent, en outre, de
nombreuses vésicules apicales, trés riches en antagglutine (v) qui déversent directement leur
sécrétion dans la lumiére du tube (L). ( x 500).






1254 F. DACHEUX, J.-L. DACHEUX

2) Effets de la castration (fig. 2, b, 8).

La castration entraine une régression morphologique (fig. 8) de I'épithélium
épididymaire (disparition des stéréocils, diminution de la hauteur des cellules
principales, réduction dramatique de |'appareil de Golgi qui devient inactif et
difficilement décelable dans le cytoplasme), la perte de la spécificité régionale
(disparition des granules denses caractéristiques de la région 11) et I'inhibition de
la synthése et de la sécrétion de l'antagglutine dans tous les segments de
I"épididyme qui apparaissent complétement négatifs (fig. 2, b).

3) Action de la testostérone chez les castrés (fig. 3, 6, 7, 9, 10).

L’injection de testostérone chez les castrés restaure la sécrétion de I'antag-
glutine dans le tube épididymaire. Cependant la réponse est différente selon les
régions de I'épididyme. Nous avons mis en évidence trois zones différentes :

a) Une zone réfractaire aux androgénes exogénes (fig. 3). — Le segment
initial et la téte proximale restent inaffectés par la testostérone et conservent leur
aspect de type « castré ». La sécrétion d'antagglutine n’est pas restaurée dans
cette zone.

b) Une zone typiquement androgéno-dépendante (fig. 6, 7, 9, 10). — Dans
la téte (médiane et distale) et le corps (proximal et médian), la synthése et la
sécrétion d'antagglutine sont restaurées par le traitement aux androgenes. La
reprise de l'activité cellulaire (fig.6) est marquée par (1) la réapparition des
stéréocils dans la lumiere et des granules denses dans la zone Il, (2) I'extension
de la zone supra-nucléaire contenant un appareil de Golgi particulierement
développé et (3) 'apparition d'importantes vésicules apicales (fig. 7). La locali-
sation de 'antagglutine est évidente au niveau de tous les appareils de Golgi et
dans la lumiéere du tube, autour et entre les stéréocils (fig. 6). Toutes les cellules
principales stimulées par la testostérone présentent de nombreuses et larges
vésicules apicales, trés riches en antagglutine qui déversent directement leur
produit de sécrétion dans la lumiére du tube (fig. 9, 10).

FIG. 7.— Portion apicale de cellules épididymaires de porc castré supplémenté a la testostérone. Noter
la présence de nombreuses et larges vésicules apicales (V) se déversant dans la lumiére du corps
médian de I'épididyme, autour et entre les stéréocils (S). ( X 6 000).

FIG. 8. — Zone identique a celle de la figure 7 mais provenant de porc castré n'ayant subi aucun
traitement a la testostérone. Noter la régression morphologique de I'épithélium épididymaire :
disparition des stéréocils, diminution de la hauteur des cellules principales avec réduction
dramatique de l'appareil de Golgi (G) devenu inactif et réduction de la zone supranucléaire.
(x 6000).

FIG. 9, 10. — Chez les animaux castrés traités a la testostérone, la localisation de I'antagglutine
(détectée par la technique de I'or colloidal) est évidente au niveau des nombreuses vésicules
apicales de différente taille (V) (a I'exception des « coated vesicles » figure 9, fleches), et dans la
lumiére du tube (L), autour et entre les stéréocils (S). Noter que les particules d’or a 'intérieur des
vésicules (fig. 10), sont toujours associées au matériel peu dense (fléches), I'abondance variable
disséminée dans la vésicule claire (V). (fig. 9: x 30000 fig. 10: x 58 000).
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c) Une zone potentiellement capable de sécréter I'antagglutine. La testo-
stérone injectée déclenche la synthése et la sécrétion d'antagglutine dans les
cellules du corps distal et de la queue, zones ne produisant pas d’antagglutine
dans les conditions normales. Les cellules principales présentent alors un appareil
de Golgi trés immunoréactif, beaucoup plus développé que celui des témoins et
d'importantes vacuoles apicales déversant |'antagglutine dans la lumiére épidi-
dymaire.

Conclusion.

Cette étude a mis en évidence deux points essentiels : (1) I'antagglutine est
une protéine androgéno-dépendante et (2) les cellules principales des différents
segments épididymaires possédent une régulation différentielle. Dans la téte
(médiane et distale) et le corps de I'épididyme, la sécrétion d’'antagglutine est
essentiellement controlée par la testostérone circulante. Dans les premiéres zones
épididymaires, la sécrétion nécessite la présence de fluide provenant du testicule
(androgénes testiculaires et/ou d’autres composés du fluide testiculaire). Au
contraire, dans la région caudale de I'épididyme qui apparait potentiellement
capable de sécréter I'antagglutine, la sécrétion semble inhibée chez I'animal
normal par certains facteurs qu’il conviendrait d’élucider.

5° Congrés de la Société d’Andrologie
de langue francaise, Paris, décembre 1987.
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