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INTRODUCTION



Les hormones stéroides sont synthétisées par différentes glandes endocrines (ovaires,
testicules...) et elles exercent leur action au niveau d'organes cibles. Il existe un certain nombre
de protéines susceptibles de lier ces hormones et de les acheminer vers leur site d'action.

Au niveau plasmatique, l'albumine est la plus concentrée mais présente peu de
spécificité pour les hormones stéroides. La sex-steroid binding protein (SBP), glycoprotéine
d'origine hépatique, présente en revanche une forte affinité de liaison pour les androgeénes et les
oestrogenes chez la plupart des mammiferes (elle est absente chez le rat).

Au niveau testiculaire, il existe une autre protéine d'origine extra-hépatique 1'androgen-
binding protein (ABP). Elle a été isolée au départ dans 1'épididyme mais son origine est
testiculaire grice a la cellule de Sertoli. Cette protéine partage avec la SBP la propriété de lier
avec une grande affinité les androgeénes et les oestrogeénes et présente une forte homologie
structurale et une origine génomique commune avec la SBP.

Ces deux protéines (ABP, SBP), de par leurs propriétés de liaison, ont un rdle dans la
régulation du rapport hormone libre/hormone liée, elles assurent la protection de I'hormone
contre un catabolisme accru et transportent le stéroide vers sa cellule cible.

Des travaux récents laissent 2 penser, de fagon évidente, que ces protéines auraient
d'autres roles physiologiques potentiels qu'il reste a élucider. En effet, il a ét€ montré que la
SBP plasmatique, tout comme la protéine de liaison des glucocorticoides (CBG), se fixent sur
des cellules cibles au niveau de sites récepteurs membranaires spécifiques. Cette liaison serait,
selon certains auteurs, suivie d'une stimulation de l'activité adénylate cyclasique et, selon
d'autres travaux, d'une pénétration du complexe "protéine de liaison-stéroide"dans la cellule
cible par un mécanisme spécifique d'endocytose.

L'ABP testiculaire est également internalisée de fagon spécifique au niveau des cellules
principales épididymaires. Des travaux préliminaires dans notre laboratoire ont montré que cette
endocytose pourrait étre récepteur-dépendante.

L'objectif de ce travail est de montrer que la fixation de I'ABP testiculaire de rat sur la
membrane épididymaire est spécifique et qu’elle s‘accompagne par l'endocytose du complexe
"ABP-stéroide" dans les cellules principales épididymaires et dans les différents stades de
maturation de la lignée germinale testiculaire chez le rat.

Cette étude a nécessité, dans une premilre étape, la semi-purification d'ABP 2 partir de
testicules de rat et le marquage de cette protéine, soit A I'iode 125, soit de fagon spécifique et
covalente par photoaffinité .Cette protéine marquée nous a ensuite permis de chercher a
caractériser un site récepteur spécifique de 'ABP a la fois sur des cellules isolées
androgénosensibles et sur des fractions membranaires concentrées ou solubilisées.



Afin de préciser davantage la spécificité de ce site de liaison membranaire, nous avons
cherché a savoir si une protéine de forte homologie structurale et fonctionnelle provenant d'une
autre espece, la SBP humaine, pouvait étre reconnue par le récepteur de I'ABP de rat. D'autres
protéines non hormonodépendantes ont également été testées. Nous avons ensuite confirmé les
résultats biochimiques obtenus en étudiant la liaison et la cinétique de pénétration de ' ABP de
rat, ou de la SBP humaine, sur différents stades de maturation de la lignée germinale par des
méthodes autoradiographiques.

Dans le but de mieux comprendre le role biologique de cette protéine au cours du
développement, nous avons étudié les caractéristiques de la liaison ABP-récepteur chez le rat
immature et chez le rat adulte.

Enfin, dans une derniére partie, nous nous sommes intéressé a certains facteurs
comme les lipides pouvant moduler cette liaison. En effet, il est maintenant clairement établi que
les acides gras libres, en changeant la conformation des protéines de liaison des stéroides telles
que la SBP ou la CBG sériques, pouvaient inhiber ou potentialiser la liaison protéique a leurs
stéroides. Apres avoir analysé la composition en acides gras libres d'un extrait épididymaire de
rat, nous avons €tudié, a doses physiologiques, l'effet de plusieurs classes d'acides gras sur la
liaison de 'ABP 2 la dihydrotestostérone marquée. Cette étude a été menée dans le but de
préciser si le changement conformationnel de ' ABP, au contact des acides gras libres, pouvait
se répercuter sur la reconnaissance de la protéine par son récepteur.

La caractérisation de cette endocytose par récepteur, au niveau de la cellule principale
épididymaire et de la lignée germinale de rat, confirme les roles physiologiques potentiels joués
par I'androgen-binding protein au niveau cellulaire, de la méme fagon que pour les protéines de
liaison des stéroides sériques.
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CHAPITRE I

STRUCTURE ET FONCTIONS
DU TESTICULE ET DE L'EPIDIDYME



1.1 GENERALITES

L'appareil de reproduction male (figure n°1 ) comprend :

- deux testicules

- des voies excrétrices génitales (épididyme et canal déférent)

- des glandes annexes (vésicules séminales, prostate et glandes bulbo-urétrales)
- le pénis

Le testicule est un organe glandulaire doué d'une double fonction :

- la gamétogénese avec la production de spermatozoides a partir de la lignée germinale :
c'est la fonction exocrine du testicule.

- Une fonction endocrine exprimée par la glande interstitielle. Cette derniére est
constituée d'éléments cellulaires dont les cellules de Leydig. Leur fonction principale est la
production de testostérone nécessaire 2 la spermatogénése et au maintien des caractéres sexuels

secondaires.

1.2 LE TESTICULE

Au cours des premiéres semaines de la vie embryonnaire, les ébauches primitives des
organes génitaux sont appelées "crétes sexuelles”. Les testicules sont constitués de deux lignées
cellulaires : les gonocytes qui engendreront la lignée germinale et les éléments du mésoblaste
qui formeront le tissu interstitiel, la paroi des tubes séminiferes et les cellules de Sertoli.

Au cours du Se mois de la vie intra-utérine, I'ébauche des testicules migre de la cavité
péritonéale vers le canal inguinal. Ils sont alors suspendus dans le scrotum, a l'extrémité du
cordon spermatique, entourés par une enveloppe appelé "tunique vaginale" ou albuginée.

Cette enveloppe est constituée d'une capsule blanche, épaisse et résistante, parcourue
par des vaisseaux sanguins. Cette structure est formée de tissu conjonctif riche en collagene et
en fibres musculaires lisses. Elle s'épaissit et forme un espace triangulaire dans la profondeur
de 'organe "le corps de Highmore" (figure n°2).

Cette structure est perforée par de nombreux canaux constituant le "Rete testis". On
note la présence de cloisons constituant les lobules testiculaires entre 1'albuginée et le corps de
Highmore. Un testicule normal humain renferme 200 & 300 lobules, souvent inter -
communicants. Chaque lobule contient 2 3 3 tubes séminiféres qui sont des structures
flexueuses. Chez 'homme, le nombre total de tubes séminiferes est proche du millier (0,9 m de
long x 3,5 10-4 m de diametre). Les tubes convergent vers le corps de Highmore ol ils se
rejoignent dans le Rete Testis en tube droit.
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Figure n® 1: Structure générale de 'appareil reproducteur male

Canaux efferents

Canal epididymaire

Corps de Highmore

Rele testis /<—\
Cloison é_

i
Albuginée A

\J
b
Rameau {:

Q
Interlobulaire long 3

Rameau Interlobulaire
court

Ramesu superficial Tube seminilére
de l'albuginee

Rameau terminal de la branche
testiculaire de l'ariere spermatique

Figure n® 2 : structure et organisation d'un testicule humain
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Un tissu conjonctif 1dche occupe l'espace existant entre les tubes séminiferes, avec une
vascularisation et une innervation importantes : c'est dans cette structure que l'on trouve les
cellules de Leydig .

La vascularisation de chaque testicule est assurée par deux artéres testiculaires, 3 partir
de l'artére spermatique. Les arteres se divisent dans les différents lobules testiculaires et se
regroupent en veines a la face interne du testicule avec les veines de 1'épididyme : 'ensemble
forme le plexus spermatique antérieur. L'innervation est constituée de deux types de fibres:
fines et épaisses, dérivant des rameaux du plexus spermatique.

1.3 LA LIGNEE GERMINALE

Les cellules de la lignée germinale s'étendent de la membrane basale jusqu'a la lumiére
du tube séminifere. Les stades successifs de maturation des spermatogonies aboutissent a la
formation des spermatozoides : c'est la spermatogénése. Les différents types de cellules
germinales sont successivement les spermatogonies, les spermatocytes et les spermatides
(figure n® 3 ). Au départ les spermatogonies se divisent par mitose en donnant naissance aux
spermatocytes (2n chromosomes). Les spermatocytes se divisent par méiose et aboutissent aux
spermatides (n chromosomes). Enfin, dans une troisi¢me phase, la spermiogenése permet la
différentiation des spermatides en spermatozoides.
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Figure n° 3 : Composition et évolution chronologique des cellules de la lignée germinale
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Les spermatogonies

Les cellules initiales de la spermatogenése sont situées au voisinage de la membrane
basale, entre les cellules de Sertoli. Elles sont peu nombreuses, avec un diamétre de 12 um, un
noyau arrondi riche en chromatine fine et granuleuse. Une vacuole centrale est souvent visible.
La multiplication des cellules germinales, & partir des spermatogonies, est continue au cours de
l'dge adulte chez I'homme. Il existerait plusieurs types de spermatogonies "Ad" (foncées) qui
seraient les cellules souches de réserve et le types "Ap" (péles) et B qui seraient le premier stade

de renouvellement.
Les spermatocytes

Les spermatogonies de type "Ap" et B donnent naissance aux spermatocytes de
premier ordre puis subissent une phase de croissance et deviennent de grandes cellules
ovalaires. Elles entrent alors dans une méiose pour passer chez I'homme de 46 chromosomes
(44 + XY) 4 23 chromosomes (22 + X ou 22 + Y). Au cours de la prophase, la cellule passe
par cinq stades successifs:

- leptoténe
- zygoténe
- pachyteéne (16 jours/homme)
- diploténe
- diacinese

Les trois autres stades de la division cellulaire suivent normalement (métaphase,
anaphase et télophase). On obtient alors des spermatocytes de deuxiéme ordre qui entrent
rapidement dans la deuxiéme division de la méiose.

Des cellules haploides nées de la division des spermatocytes II donnent naissance aux
spermatides.
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Les spermatides

Les spermatides se transforment en spermatozoides au cours de la spermiogéneése. Les
spermatides jeunes sont des cellules de petite taille, ovoides, avec un noyau clair et une ou deux
masses nucléaires. Tout en se rapprochant de la lumiere du tube séminifere, elles s'allongent et
présentent un noyau, orienté selon le grand axe de la cellule, qui se condense progressivement.
On peut distinguer chez I'homme,cing étapes principales de formation des spermatozoides :

- des granules pro-acrosomaux se forment dans l'appareil de Golgi et aboutissent 2 la
formation d'une grande vésicule unique : la vésicule acrosomale. Cette structure devient
homogene et s'étale en capuchon a la surface du noyau. L'espace sous-acrosomal délimite les
membranes de 1'acrosome et du noyau,

- les deux centrioles migrent en formant le centriole proximal le plus proche du noyau
et le centriole distal d'ol va naitre le flagelle,

- le cytoplasme glisse vers le flagelle et le recouvre en partie, tout en expulsant des
fragments de cytoplasme : les corps résiduels qui sont phagocytés par les cellules de Sertoli,

- en méme temps, les mitochondries se regroupent autour du noyau, se disposent en
spirales autour de la portion initiale de la queue qui constitue la piéce intermédiaire,

- une élongation du noyau, ainsi qu'une condensation de la chromatine donnent 2 la
téte du spermatozoide sa forme spécifique.

Les spermatozoides

C'est I'aboutissement de la lignée germinale et ils se disposent a la partie supérieure
des cellules de Sertoli. IIs sont libérés ensuite dans la lumiére des tubes séminiféres au cours de
la spermiation. Ils sont alors transportés par le fluide testiculaire vers les voies spermatiques
intratesticulaires et gagnent les voies génitales excrétrices qui commencent par I'épididyme.
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1.4 L'EPIDIDYME

Les conduits qui transportent les spermatozoides, du testicule jusqu'au méat urinaire,
sont constitués successivement par les voies spermatiques intratesticulaires, les canaux
éfférents, le canal épididymaire, le canal déférent et 'uretre (figure n° 4 ).

Les voies spermatiques intratesticulaires comprennent les tubes droits et le rete testis.
Ce dernier est connecté a la téte de 1'épididyme par une dizaine de canaux traversant
I'albuginée : les canaux éfférents.

La progression des spermatozoides vers la portion proximale de 1'épididyme dépend
de trois facteurs :

- la pression exercée par le fluide du rete testis,

- les courants liquidiens engendrés par le battement ciliaire des cellules épithéliales de
la paroi,

- les contractions péristaltiques de la musculeuse lisse.
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Segment
J‘ initial (=1)

Téte
(2=proximale)
(3=distale)

Corps
(4=proximal)
(5=distal)

Queue
(6=proximale)
(7=moyenne)
4 (8=distale)

Figure n°4 : Schéma général d'un épididyme de rat (d'aprés Turner et coll., 1990)

Figure n® 5 : Schéma de I'ultrastructure des cellules principales de I'épithélium de revétement :
canaux éfférents. CC : cellule ciliée ; CG : cellule glandulaire ;
canal épididymaire. A : téte ; B : corps ; C : queue ; CB : cellule basale.
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Le canal épididymaire est un tube long de plusieurs métres, pelotonné et divisé en trois
segments (figure n° 4 )

- la téte, située au pdle supérieur du testicule,

- la queue, située au pdle inférieur du testicule,

- le corps qui réalise une jonction étroite entre la téte et la queue.

Il existe une zone individualisée "le segment initial" compris entre les canaux éfférents
et la partie proximale.

Le canal épididymaire est bordé par un épithélium prismatique pseudostratifié composé
en majorité par deux types cellulaires : les cellules principales et les cellules basales, reposant
sur une membrane basale (figure n°® 5 ). Il peut exister d'autres types cellulaires chez I'animal et
des lymphocytes sont souvent présents entre les cellules épithéliales. Le nombre de cellules
principales diminue de la partie proximale 2 la zone distale. Les cellules présentent des stéréocils
a leur face apicale. Ces fins prolongements sont plus courts dans la partie caudale.

L'épididyme présente, au niveau de son revétement épithélial, toutes les structures
nécessaires a l'absorption (vésicules de pinocytose, vésicules d'endocytose...).

Les fonctions biologiques de 1'épididyme sont essentiellement de deux types :

- une fonction de transport des spermatozoides (12 jours de transit épididymaire chez
I'nomme) et de stockage au niveau caudal avant éjaculation,

- un role qui semble de plus en plus important dans la maturation des spermatozoides
die 2 la composition du fluide épididymaire.

Il existe, & ce niveau, un certain nombre de réactions de type sécrétion/absorption et la
perméabilité du canal épididyme montre un réle important dans la concentration de molécules de
différentiation ou de facteurs de maturation dont la composition et les fonctions exactes ne sont
pas encore complétement connues.

Les spermatozoides, au cours de leur transport épididymaire, deviennent mobiles et
fécondants, préts a induire le développement embryonnaire.

En conclusion, malgré la connaissance encore incompléte de son role physiologique
exact, 1'épididyme se révele étre un site indispensable 2 la maturation et 2 la fécondité des

spermatozoides.
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1.5 REGULATION DE LA SPERMATOGENESE

La régulation de la fonction testiculaire, au niveau de la spermatogénése, est sous le
contrdle de I'hypophyse et plus particulierement des gonadotrophines. Cependant, malgré
lI'importance de 'hormone folliculo-stimulante (FSH) et de la testostérone, la maturation de
I'épithélium séminifeére nécessite la participation de multiples mécanismes de régulation
paracrine et autocrine. Les interactions cellules a cellules entre lignée germinale, cellules de
Sertoli, cellules de Leydig et cellules péritubulaires, semblent actuellement de plus en plus
importantes pour le déroulement normal de la spermatogénese. Un certain nombre de facteurs
(P-ModS, ABP, transférase...) sécrétés par les cellules testiculaires influencent le déroulement
et la maturation des spermatozoides (Skinner, 1991). La régulation endocrine de la fonction
testiculaire fait 1'objet actuellement de nombreuses investigations et la compréhension de ces
mécanismes permettra, sans aucun doute, d'établir des thérapeutiques nouvelles capables de
corriger un certain nombre de troubles de la fertilité.



CHAPITRE 1II
LA CELLULE DE SERTOLI
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2.1 INTRODUCTION

Au niveau de la partie éxocrine du testicule, les cellules de Sertoli représentent une
partie trés importante de I'épithélium germinal, assurant un rdle sécrétoire majeur et produisant
des protéines et des facteurs nécessaires au développement normal de la lignée germinale. Ces
sécrétions représentent un outil d'investigation trés performant pour I'étude de cette partie du
testicule (tableaun®1).

Les travaux les plus récents sur les cellules de Sertoli indiquent que leurs activités
sécrétoires multiples assurent des fonctions importantes, aussi bien au niveau des tubes
séminiferes que dans l'ensemble du testicule, et certainement méme au - dela !

En 1865, Enrico Sertoli a décrit, pour la premiére fois, 1'existence de cellules
ramifiées dans les tubes séminiferes du testicule humain.

Il parait évident, dés cette époque, que ces cellules sont essentielles au bon

.déroulement de la spermatogénese et toutes les études biochimiques ultérieures ont confirmé
cette hypothese.

L'étude ultrastructurale de cellules de Sertoli (Fawcett, 1975) montre que le noyau de
ces cellules contient assez peu d'hétérochromatine en comparaison avec les autres cellules
somatiques. Cette observation montre qu'une grande partie du géndme est biologiquement actif,
ce qui expliquerait ses multiples fonctions. Il semble que les produits de sécrétion sertolienne
soient excrétés hors de la cellule immédiatement aprés leur syntheése (il existe peu de granules
sécrétoires dans leur cytoplasme).

Un certain nombre d'observations morphologiques pourraient expliquer leurs rdles
physiologiques (figure n°6 ) :

- il existe un grand nombre de lysosomes primaires, de vacuoles autophagiques et
hétérophagiques qui montreraient la participation active des cellules de Sertoli dans la
phagocytose et la digestion des cellules germinales qui dégénérent au cours de leur
développement,

- la présence d'une quantité importante de réticulum endoplasmique lisse suggeére une
synthése de stéroides,

- des altérations morphologiques des cellules de Sertoli, le long des tubes séminiferes,
tendent a prouver leur participation dans la spermatogénese,

- les types de jonctions entre les cellules de Sertoli (tight-jonction) permettent de
maintenir I'intégrité de I'épithélium tubulaire et constituent le composant épithélial de la barriére

sang-testicule.



Principales sécrétions
sertoliennes

. ANDROGEN BINDING PROTEIN

(ABP)

. INHIBINE

. TRANSFERRINE

. CERULEOPLASMINE .

. RETINOL-BINDING PROTEIN
. SOMATOMEDINE/IGF-1

. INTERLEUKINE-1

. LAMININE, COLLAGENES
IV et I, PROTEOGLYCANNES

. 02 MACROGLOBULINE

Fonctions

transport des androgenes

autres ?

agent de régulation

paracrine
transport du fer
transport du cuivre
transport du rétinol
facteur de croissance
et de différenciation

facteur de régulation

composant de la matrice
extracellulaire

inhibiteur de protéase

Références bibliographiques

HANSSON et Coll., 1975

DE JONG et Coll., 1985

SKINNER et Coll., 1980

SKINNER et Coll., 1983

HUGGENVIK et Coll., 1981

HALL et Coll., 1983

KHAN et Coll., 1987

SKINNER et Coll., 1985

CHENG et Coll., 1990

Tableau n® 1 : Liste des principales sécrétions des cellules de Sertoli.
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Ces jonctions complexes divisent 1'épithélium des tubes séminifeéres en deux

compartiments :
- une partie basale contenant les spermatogonies et les spermatocytes jeunes,
- une partie plus interne contenant les stades plus avancés jusqu'aux spermatides.

La partie basale est en relation avec les cellules myoides, le compartiment sanguin et
lymphatique de I'espace interstitiel.

La partie plus interne (ou luminale) est en relation avec le rete testis, les canaux
éfférents et 1'épididyme.

En conclusion, toute substance présente dans le compartiment basal ne peut entrer
dans le compartiment luminal que par l'intermédiaire du cytoplasme des cellules de Sertoli et
vice-versa. Cette structure morphologique particuliere démontre le role clé joué par la cellule de
Sertoli et permet d'entrevoir sa pluralité fonctionnelle.

2.2 LES FONCTIONS SERTOLIENNES

Maintien de la barriére sang - testicule

Les tubes séminiferes composent la partie proximale du syst¢me reproducteur méle
(figure n°® 7). Les conduits formant un lobule (2 ou 3) se terminent par un tube droit dont la
paroi est constituée d'un épithélium simple cubique. La zone de jonction entre les tubes
séminiferes et le tube droit est uniquement constituée par les cellules de Sertoli. Les tubes droits
se jettent dans le rete testis, réseau serré de canalicules de diametre irrégulier également limités
par un €pithélium simple cubique. Le tube séminifere est un épithélium complexe composé de
cellules de Sertoli et de cellules germinales reposant sur une lame basale (figure n® 7).

La présence d'une barriére sang - testicule (Dym et coll., 1970), est mise en évidence
par une composition tres différente entre le fluide des tubes séminiferes et celle retrouvée dans
le sang ou la lymphe testiculaire. (Mufly et coll., 1985).

Le fluide séminal contient plus de protéines que dans le rete testis mais beaucoup
moins que dans le sérum (Dym et coll., 1970). La production du fluide testiculaire chez la
plupart des especes animales correspondant & un rapport de 15 pl / gramme de testicule / heure
(Free et coll., 1979) et elle ne subit pas de variation circadienne, mais subit l'influence de
différentes hormones (Setchell et coll., 1973).
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Spermatozoide

Spermatide

REL

Zygoténe

Jonction serree

Spermatocyte
au stade
A préleptotene

Spermatogonie

Figure n°® 6 : Scﬁéma de l'ultrastructure de la cellule de Sertoli et des deux
compartiments intratubulaires : le compartiment basal (A) et le compartiment central
(B).L'oxygene et les métabolites transitent nécessairement par le cytoplasme sertolien (fleéche)
pour atteindre les cellules germinales situées au-deld des jonctions sérrées. N: noyau; REL:
réticulum endoplasmique, Ly: lysosome, CM: cellule myoide.(D'aprés Fawcett, 1975)



Lumiere du
tube seminifére

Epithélium germinal,
cellules germinales ¢
+ cell. de Sertoli

Membrane propre
du tube <
séminifere
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|_ Spermatides

|_ Compartiment
ad luminal

| Cellule de Sertoli
| _ Spermatocytes

Tight junctions

_—

|__ Compartimant basal
|_ Spermatogonies

. Lame baszle

e ® 2 Fibres collagenes

Cellule myoide

——1— Espace péritubulaire

\Capillaire

et lymphatique

Figure n®7 : Organisation générale du tube séminifére. Relations entre cellules

germinales et cellules de Sertoli (d'apres Fawcett, 1975).
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Il existe une composition inhabituelle en protéines, ions et petites molécules dans le
fluide séminal qui montre que la perméabilité des tubes séminiféres et du rete testis est sélective
(Setchell, 1978). Ce gradient est maintenu grace a la présence de récepteurs spécifiques,
d'influences hormonales et certainement d'autres facteurs restant 2 déterminer. La plupart des
protéines du fluide séminal proviennent des cellules de Sertoli (Mather et coll., 1983) et
permettent de créer un micro-environnement propice au développement de la lignée germinale
en maintenant cette barriére sang - testicule (Mather et coll., 1983). Il est également probable
que I'immunogénicité du sperme est ainsi préservée vis-a-vis des cellules immunocompétentes

du sang circulant.
Sécrétions de protéines, peptides et autres facteurs

L'androgen-binding protein (ABP) a été la premiére protéine spécifique de la sécrétion
sertolienne isolée et caractérisée (Hansson et coll., 1971, Ritzen et coll., 1971, Vernon et coll.,
1974). Les études chez le rat ont montré que 80 % de I'ABP sécrétée est déversée dans la

‘lumiére des tubes séminiferes jusqu'a I'épididyme (Pelliniemi et coll., 1981; Attramadal et coll.,
1981), alors que les 20 % restant s'acheminent vers le compartiment sanguin par la partie basale
de la cellule de Sertoli (Gunsalus et coll., 1980).

Il existe également d'autres protéines sertoliennes qui ne sont pas spécifiques du
testicule et que 1'on retrouve au niveau sérique (tableau n° 1 ). L'existence de ces protéines
sériques dans les tubes séminiferes et le rete testis est connue depuis longtemps, cependant la
preuve de leur origine sertolienne est assez récente (1980 - 1985). Ces observations confirment
le concept selon lequel la cellule de Sertoli peut sécréter la plupart des protéines nécessaires a la
maturation et au développement des cellules germinales.

L'androgen-binding protein (ABP)
La caractérisation de cette glycoprotéine sera développée dans le chapitre III .
Les protéines de transport des métaux
La cellule de Sertoli synthétise les protéines de transport du fer et du cuivre appelées
respectivement transferrine et céruléoplasmine testiculaire (Skinner et coll., 1980 - 1983). La

présence de ces deux protéines dans le fluide séminal suggere le transport du fer et du cuivre
dans les cellules de la lignée germinale au niveau du compartiment adluminal (figure n°® 7 )

(Mather, 1983).
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Si I'on compare la séquence protéique des transferrines testiculaire et sérique, la seule
différence réside en une composition variable en carbohydrates (Skinner et coll., 1983). Ce
résultat suggere une origine génique commune et des modifications post-traductionnelles
spécifiques. On peut noter, a ce niveau, une différence semblable entre ABP testiculaire et
sérique chez le rat (Danzo et coll., 1988). En I'absence de fer, la transferrine n'est pas capable
d'assurer un role de facteur de croissance (Perez - Infante et coll., 1986). Cependant, la cellule
de Sertoli synthétise et secréte de la transferrine dans la lumiére des tubes séminiféres et
transporte le Fe3* pour le développement des cellules germinales (Skinner et coll., 1980). 11
existe également des récepteurs spécifiques de la transferrine sur les spermatocytes (Holmes et
coll., 1983) et certainement sur les spermatides. La transferrine testiculaire peut servir d'index
de fécondité car un taux faible de cette protéine est souvent retrouvé chez les patients atteints
d'oligo ou d'azoospermie (Orlando et coll., 1985).

L'ensemble de ces observations montre que la transferrine, contrairement a 'ABP,
passe dans le canal épididymaire et peut étre mesurée dans le sperme.

Les facteurs de croissance

Un grand nombre de facteurs ayant un pouvoir mitogéne et induisant la synthése
cellulaire de DNA ont ét€ isolés a partir de cultures de cellules testiculaires de souris (Feig et

coll., 1980):

- un fibroblaste growth factor (FGF) a été purifié par chromatographie d'affinité sur
héparine - sépharose (Bohlen et coll., 1985). Ce facteur existe également dans la rétine et le
cerveau et correspond au type "acide" de FGF.

- I'insulin - like growth factor de type 1 (IGF1) représente un modele ot la sécrétion
sertolienne a été identifiée, ainsi que la présence de récepteurs spécifiques, 2 la surface de la
lignée germinale (Vanelli et coll., 1988). '

- les cellules de Sertoli produisent enfin du TGFa et B (transforming growth factor o
et B), (Skinner et coll., 1989a - 1989b), du NGF (nerve growth factor) (Ayer - Le Lievre et

coll., 1988) et la liste est loin d'étre terminée !
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Les hormones

Les protéines et peptides produits par les cellules de Sertoli, et décrits précédemment,
font I'objet de régulations autocrine et paracrine au niveau testiculaire.

Il existe également des hormones sertoliennes qui sont sécrétées dans le courant
sanguin et peuvent agir sur des tissus cibles. La plus importante de ces sécrétions est I'inhibine.

L'existence de sécrétions hydrosolubles d'origine gonadique agissant sur la sécrétion
de FSH a été suspectée depuis longtemps (Mc Cullagh, 1932). Ce n'est qu'en 1985 (Channing
et coll. ) que cette hormone appelée inhibine fut parfaitement caractérisée. Les premiers peptides
appelés inhibine - like ont été isolés par Ramasharma et coll. (1984) et Seidah et coll. (1984) a
partir de fluide séminal humain. Robertson et coll. (1985) ont montré que l'inhibine d'origine
bovine est une protéine de poids moléculaire de 56 000 Da, formée de deux chaines
polypeptidiques de 14 000 et 46 000 Da respectivement, li€e par des ponts disulfures. Plus
récemment, la partie amino-terminale de ces deux sous-unités (appelées o et B inhibine) a été
identifiée par des méthodes de biologie moléculaire (Mason et coll., 1985). Ces auteurs ont
montré qu'il existe une grande homologie entre séquence de l'inhibine B et le TGF .

La syntheése de stéroides par les cellules de Leydig, et plus particulierement de
testostérone, est bien connue (Steinberger et coll., 1970).

L'hypothese selon laquelle les cellules de Sertoli peuvent participer également a la
biosynthése de stéroides a été émise a partir de quelques observations :

- les cellules de Sertoli d'origine tumorale sécrétent des stéroides (Steinberger et Coll.,
1975),

- I'étude ultrastructurale de ces cellules montre qu'elles possédent des organelles
typiques de la stéroidogénese (Fawcett, 1975),

- les cellules sertoliennes isolées possédent de nombreuses enzymes utiles au
métabolisme des stéroides (Welsh et coll., 1978).

Ces cellules peuvent métaboliser la progestérone en testostérone, par exemple
(Tcholakian et coll., 1979), sous le contrdle de la FSH et de fagon différente selon I'dge de la
cellule de Sertoli. Cette sécrétion en fonction de 1'dge semble étre l'inverse de celle exprimée par
les cellules de Leydig (Welsh et coll., 1978).

En conclusion, les cellules de Sertoli participent 2 la production de stéroides qui sont
importants au niveau épididymo-testiculaire. Leur activité "5-c réductase” est importante et

semble contribuer au développement normal de la lignée germinale (Dorrington et coll., 1975).
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2.3 REGULATION DE LA CELLULE DE SERTOLI

Les différents mécanismes de régulation hormonale de 1'épithélium séminifére
dépendent surtout de I'hormone folliculo-stimulante (FSH) et de la testostérone. Cependant, en
dehors de ces deux composés principaux, un certain nombre d'autres substances interviennent
et I'environnement interne du testicule controlé par les fonctions sertoliennes est lui - méme
régulé par un grand nombre de facteurs hormonaux et cellulaires complexes.

Régulation hormonale
L'hormone folliculo - stimulante (FSH)

La FSH administrée a des rats hypophysectomisés induit des changements dans la
morphologie du noyau des cellules de Sertoli (Murphy, 1965). Il existe des récepteurs 2 FSH
sur les cellules de Sertoli représentant le site majeur de fixation de I'hormone dans le testicule.
(Steinberger et coll., 1974).

C'est un récepteur de poids moléculaire 146.000 Da (Branca et coll.,, 1985),
multimérique, de méme nature que le récepteur 2 LH (Dattatreyamurty et coll., 1983). Il active
une voie de type adénylate cyclasique, avec une augmentation de ' AMP cyclique intra-cellulaire
(Kuehl et coll., 1970). La FSH induit la production de RNA (Lamb et coll., 1982) et la
synthése protéique par les cellules de Sertoli (Dorrington et coll., 1975). Cette régulation
sertolienne a2 FSH est de type "down - régulation” (Conti et coll., 1986). Elle agit 2 la fois sur la
production protéique comme, par exemple, la sécrétion d'ABP (Vernon et coll., 1974) sur la
différentiation cellulaire et sur le métabolisme énergétique de la cellule (Hall et coll., 1984, Mita
et coll., 1982) ainsi que sur la division cellulaire en augmentant l'incorporation de thimidine
marquée dans I'ADN des cellules de Sertoli du rat fétal (Orth., 1984).

La testostérone

Un grand nombre d'hormones stéroides sont connues pour leur interaction avec les
cellules de Sertoli car elles posseédent des récepteurs spécifiques aux stéroides. La plus connue
est la testostérone. Il a cependant été montré que les estrogeénes (Nakhla et coll., 1984),
I'hydrocortisone et la progestérone peuvent également moduler le métabolisme de la cellule de
Sertoli notamment en augmentant la sécrétion d'ABP in vitro (Rich et coll., 1983).
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Les cellules de Sertoli possédent des récepteurs aux androgeénes (Sanborn et coll.,
1977) et les effets produits par la testostérone peuvent avoir des actions identiques, ou inverses,
de ceux produits par la FSH. La testostérone engendre un effet global sur l'activité
transcriptionnelle (Lamb et coll., 1981) en augmentant de fagon rapide (15 minutes) l'activité de
la RNA polymérase. Les cellules de Sertoli en culture sécrétent de ' ABP quand le milieu
contient des taux physiologiques de testostérone (Rich et coll., 1983). Les effets, in vivo, sont
plus difficiles a apprécier mais ils semblent varier avec le stade de maturation de la lignée
germinale et le niveau de différentiation du tube séminifere. En réalité, si la cellule de Sertoli est
complétement différenciée, ses fonctions peuvent étre maintenues par la testostérone seule alors
que, dans les stades ultérieurs, la FSH doit principalement €tre activée (Louis et coll., 1979).
Des études poursuivies par Tsutsui et coll. (1980) ont montré que, dans certaines espéces, les
androgeénes peuvent réguler le nombre de récepteurs a2 FSH sur les cellules de Sertoli.

Enfin, il semble que les cellules myoides aient un réle important a jouer dans les
réponses sertoliennes aux androgeénes (Skinner et coll., 1985), ce qui montre la complexité des
mécanismes de régulation de cette lignée cellulaire et établit I'existence d'une intrication étroite

entre régulation hormonale et cellulaire.
Les autres facteurs

Un certain nombre de polypeptides, comme l'insuline, sont connus pour avoir un role
essentiel au niveau de la régulation de la lignée sertolienne.

L'insuline est considérée comme un facteur essentiel au niveau de la croissance et de
la différentiation de ces cellules (Karl et coll., 1980). Son action stimule I'incorporation de poly
RNA (Griswold et coll., 1982) et semble importante A différents niveaux comme au cours de la
sécrétion de transferrine ou d'ABP chez le rat (Karl et coll., 1980). Les IGF I et II sont
également trés actifs sur le métabolisme des cellules de Sertoli (Mita et coll., 1985). Le
glucagon (Eikvar et coll., 1985) et la calcitonine (Naklha et coll., 1986) jouent également un
role dans leur maturation.
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Régulation cellulaire
- Cellules germinales et cellules de Sertoli

L'étude des interactions entre cellules germinales et cellules de Sertoli est définie selon
le stade de développement de la ligne germinale. La succession des différents stades de
maturation de cette lignée nous donne le cycle spermatogénique dont la durée est spécifique
pour chaque espéces (rat = 12 jours). Il existe des interactions différentes, selon le type de
cellule germinale, avec les cellules de Sertoli (Parvinen, 1982). La morphologie nucléaire et
cytoplasmique des cellules de Sertoli a montré des variations importantes également en fonction
du stade du cycle spermatogénique avec lequel elle se trouvait en contact, grice a des études
histochimiques (Hilschler et coll., 1979).

Ces différences peuvent étre étudiées en isolant des segments spécifiques de tubes
séminiferes. Les récepteurs 2 FSH 2 la surface des cellules de Sertoli varient en fonction de la
maturation (Parvinen, 1982). Les sécrétions protéiques sertoliennes, comme 1I'ABP, sont
également variables (Gunsalus et coll., 1981).

Tous ces résultats montrent que la morphologie et les fonctions biologiques des
cellules de Sertoli varient avec I'épithélium germinal et correspondent 2 un microenvironnement
spécifique propre a chaque étape de I'évolution du cycle spermatogénique (Wright et coll.,
1983).

- Cellules myoides et cellules de Sertoli

Les cellules myoides interagissent également avec les cellules de Sertoli et influencent
leurs sécrétions (Skinner et coll., 1985); celles d' ABP et de transferrine sont augmentées.

L'action de la testostérone sur les cellules de Sertoli semble étre indirecte par
l'intermédiaire des cellules myoides (Skinner et coll., 1985).

I semble que la présence de cellules myoides n'influence pas la qualité de sécrétions
sertoliennes mais la module. Elles peuvent, par exemple, augmenter de 3 a 5 fois la sécrétion
d'ABP (Mather et coll., 1983).
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- Cellules de Leydig et cellules de Sertoli

Les interactions entre cellules de Leydig et cellules de Sertoli semblent exister grice a
la présence de "facteurs" capables de moduler I'activité sécrétoire de I'une ou de l'autre des
lignées cellulaires (Sharpe et coll., 1981). Les cellules de Sertoli sécrétent un facteur capable de
stimuler la production de stéroides par les cellules de Leydig, sous le controle de la FSH : cette

substance pourrait étre 1'inhibine.

En conclusion, la régulation des cellules de Sertoli est complexe. Elle se décompose

principalement selon trois voies :

- les régulations hormonales principales (FSH, testostérone),

- les régulations hormonales secondaires (insuline, facteurs de croissance,
vitamines),

- les régulations de type cellulaire avec les lignées germinales, myoides et les cellules
de Leydig.

Cette régulation multifactorielle, qui n'est pas encore complétement élucidée, montre
cependant le rdle clé joué par ces cellules lesquelles représentent un véritable carrefour
métabolique du testicule.



CHAPITRE III

LES PROTEINES DE LIAISON
DES STEROIDES
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GENERALITES

Les hormones stéroides dérivent, pour la plupart, du cholestérol sanguin (figure n® 8)
et sont présentes a tous les niveaux d'évolution. Elles sont synthetisées par un groupe
d'organes appelé "stéroidogene" et se répartissent en quatre groupes principaux :

- les glucocorticoides

- les minéralocorticoides

- les androgenes surrénaliens et testiculaires

- les oestrogenes.

L'activité biologique des hormones stéroides s'exerce au niveau d'organes
spécifiques dits "cibles" dont la localisation est souvent trés éloignée du lieu de synthése de ces
hormones.

Au niveau plasmatique, il existe plusieurs protéines liant les hormones stéroides chez
I'homme et dans de nombreuses espéces animales. Au niveau plasmatique, ces proteines sont
synthétisées essentiellement par le foie et elles différent entre elles par leur affinité, leur capacité
et leur spécificité de liaison ( Tableau n°2).

L'albumine est la plus concentrée au niveau sérique, elle posséde une grande capacité

de liaison pour ces hormones steroides mais une faible affinité (Ka= 104 M-1).
Il existe par contre d'autres protéines de spécificité plus étroite liant les hormones

stéroides avec des affinités plus élevées (Ka=107 2 108 p-1).

Au niveau cellulaire, les hormones stéroides se lient spécifiquement aux récepteurs
membranaires ou cytosoliques des organes cibles. Ces récepteurs ont une affinité 100 a2 1000
fois plus élevée que celle des protéines de liaisons plasmatiques.

L'hormone peut agir sous forme libre au niveau de sa cellule cible et le role biologique
des protéines plasmatiques est de protéger I'hormone contre un catabolisme précoce et d'assurer
son transport jusqu'a l'organe cible.

Depuis les travaux de Partridge et Coll.(1981), il est probable que I'hormone stéroide
liée 2 sa protéine de transport puisse également avoir un role biologique. Ces protéines de
liaison seraient donc directement impliquées dans les mécanismes d'action hormonale en
dirigeant I'hormone liée vers l'organe cible et en facilitant sa pénétration. De nombreux travaux
ont montré la localisation intracellulaire cytoplasmique de diverses protéines de liaison des
stéroides (SBP, CBG...) et la découverte de récepteurs membranaires spécifiques a ces
molécules confirme leur action cellulaire en suggérant fortement I'existence d'un mécanisme

spécifique d'endocytose par récepteur.
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Figure n° 8 : Principales hormones stéroides dérivant du cholestérol




A) LA PROTEINE DE LIAISON SERIQUE DES
ANDROGENES ET DES OESTROGENES :

La Sex-Hormone Binding Globulin (SHBG)
ou Sex-steroid Binding Protein (SBP)
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INTRODUCTION

La sex steroid-binding protein (SBP) ou sex-hormone binding globulin (SHBG)
encore appelée testostérone - estradiol - binding globulin (TeBG) a été découverte chez
I'homme dans le milieu des années soixante (Mercier - Bodard et coll., 1965 ; Rosenbaum et
coll., 1966). Cette glycoprotéine lie spécifiquement la 5 o dihydrotestostérone (5 o - DHT) et
la testostérone (T) avec une haute affinité, ainsi que la 17 B - oestradiol (E2) avec une affinité
plus faible. (Kato et coll., 1968. ; Vermeulen et coll., 1968). La SBP est présente chez un
grand nombre d'espéces comme le chien (Tabei et coll., 1978), le lapin (Mickelson et coll,,
1978) et le hamster (Gustafson et coll., 1989). Elle n'est pas détectée chez la souris (Renoir et
coll., 1980) et le rat (Corvol et coll., 1973). Il est & noter que chez les vertébrés non
mammiferes, elle est présente chez le poussin, les amphibiens et les reptiles mais semble
absente chez les oiseaux (Corvol et coll., 1973).
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Noms

Abréviations

Principales hormones naturelles liées

Corticosteroid binding globulin
Sex steroid - binding globulin
Progesterone binding protein
Androgen - binding - protein
Vitamine D binding protein

o - foetoprotein (murine)

CBG, Transcortine
SBP, TeBG, SHBG
PBP

ABP

DBP

Cortisol, progestérone

(Dihydro) - testostérone, estrogénes
Progestérone

(Dihydro) - testostérone

(1-25) Dihydroxy-cholécalciférol

Estradiol, estrone

Tableaun®2 :

Liste des principales protéines de transport des stéroides
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METHODES DE PURIFICATION

Les premieres études suggéraient la présence de deux SBP différentes dans le sérum
humain : I'une étant spécifique de la testostérone (Pearlman et coll., 1966, Vermeulen et coll.,
1968) et l'autre de la 17f - oestradiol (Rosenbaum et coll., 1966, Van Baelen et coll., 1968).
En fait, les travaux ultérieurs ont montré qu'il n'existait qu'une seule SBP ayant un méme site
de liaison pour les différents stéroides mais une affinité spécifique (Pearlman et coll., 1968).

Au départ, un grand nombre de laboratoires obtenaient seulement des préparations
incompletement purifiées de SBP (Mercier - Bodard et coll., 1970, Rosner et coll., 1969,
Hansson et coll., 1972). La meilleure méthode pour isoler de 1a SBP humaine trés pure est
obtenue par chromatographie d'affinité (Michelson et coll., 1975). Ces techniques ont permis
de caractériser cette protéine chez un grand nombre d'especes, dont 'homme (Petra et coll.,
1980) et le singe macaque (Turner et coll., 1984).

Les méthodes de purification peuvent se diviser en deux groupes :

- les méthodes utilisant comme support d'affinité la DHT ou la T liée A une matrice
insoluble (Petra et coll., 1980),

- les méthodes ayant pour support chromatographique des immunoadsorbants
(Fernlund et coll., 1981).

L'intérét de la premiére méthode est d'obtenir de la SBP biologiquement active, par le
principe méme de sa technique de purification, alors que la seconde peut aboutir a la purification
de SBP inactive vis 2 vis de son stéroide. Il faut noter a ce niveau que les techniques utilisant
des chromatographies 2 caractére hydrophobe, ou de lectine - affinité, ne sont pas considérées
comme biospécifiques car elles ne séparent pas la SBP par son activité biologique de liaison. Il
est donc important, dans ce cas, de vérifier l'activité de liaison spécifique par des méthodes
radio-immunologiques.



38

CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE

Cette protéine differe en fonction de I'espece étudiée comme le montre le tableau n°® 3
. C'est une glycoprotéine dimérique d'un poids moléculaire moyen de 90 000 Da. Petra (1979)
montre le premier le caractére dimérique de la SBP. Plus récemment, la séquence primaire en
acides aminés, chez 'homme et le lapin, démontre la présence d'une seule chaine
polypeptidique et son caractére homodimérique (Walsh et coll., 1986). Il semble donc que la
SBP soit codée par un seul géne chez I'homme et trés vraisemblablement dans 'ensemble des
especes étudiées, géne situé sur le chromosome 11 chez la souris (Joseph et coll., 1991).

La structure dimérique de cette glycoprotéine est stable, méme en condition
dénaturante : elle demande 2,5 mole de guanidine/HCI pour séparer les monomeres (Casali et
coll., 1990). Cette dissociation est réversible aprés élimination de l'agent dénaturant et ne
provoque pas de dommages irréversibles. En effet, les homodimeéres ainsi reconstitués sont
toujours capable de lier la testostérone, ou la 17B-oestradiol, si le stéroide se trouve dans la
solution de reconstitution de la molécule. Ces résultats récents montrent l'importance et 1'action
directe des stéroides au cours de la formation de la structure dimérique de la SBP
biologiquement active (Namkung et coll., 1990). Ils impliqueraient le role important joué par
ces molécules au cours de la biosyntheése de la SBP endogene et dans son processus de

dimérisation.

Homme Singe Lapin
Masse moléculaire (Da) 85 600 85 600 85 800
de la SBP dimérique
Masse moléculaire (Da) 44 000 47 000 43 000
du monomere
Teneur en carbohydrates 14 12 9
(%)
Site de liaison du 0.93 0.64 0.94
stéroide par dimere
Kd - DHT (nM) 0.30 0.90 0.85

Tableau n° 3 : Comparaison de la SBP chez trois espéces différentes.
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SEQUENCE PRIMAIRE ET HOMOLOGIE AVEC L'ABP :

La séquence primaire de la SBP humaine est présentée sur la figure n° 9 et elle est
comparée 2 celle trouvée chez le lapin. La structure monomérique humaine de la protéine est
constituée par un polypeptide de 373 acide aminés contenant des sites de N, de O -
glycosylations et 2 ponts disulfures (Walsh et coll., 1986). Le monomeére humain est plus
glycosylé que chez le lapin mais ils comportent tous les deux un seul résidu tyrosine. La
localisation, chez I'homme, des deux ponts disulfures a été étudiée par analyse peptidique de la
SBP native et ils sont situés différemment chez les deux espéces (Walsh et coll., 1986). Une
séquence particuliére est a noter, chez I'homme et le lapin, de la leucine 248 2 la glycine 291
(figure n° 9, numérotation de la hSBP). Ce segment est hydrophobe, il contient une alternance
inhabituelle de leucine et pourrait étre impliqué dans le site de liaison du stéroide (Petra et coll.,
1988). Cependant, deux travaux récents donnent des domaines différents (Namkung et coll.,
1990, Khan et coll., 1990). Le segment répétitif de leucine pourrait contribuer a la stabilisation
de la forme dimérique. La séquence primaire de la SBP humaine a été ensuite confirmée grice a
l'étude d'ADN complémentaire et au clonage du géne (Gershagen et coll., 1987 ; Hammond et
coll., 1989). Si I'on compare les séquences polypeptidiques de la SBP chez ces deux espéces
(figure n°® 9 ), 79 % de résidus sont identiques et l'utilisation de programmes informatiques de
type ALIGN (Dayhoff et coll., 1983) confirme I'homologie des deux glycoprotéines et leur
origine commune a partir d'un méme géne ancestral (Griffin et coll., 1989).

Actuellement, il est établi que la SBP humaine présente une homologie de séquence
avec 1'ABP de rat. Elles sont codées par le méme géne (Hammond et coll., 1989) et elles
dérivent d'un geéne ancestral commun (Joseph et Coll., 1991).

Il n'existe aucune homologie entre la SBP humaine et les séquences déduites d ADN
complémentaires codant pour un certain nombre de récepteurs des stéroides (Bardin et coll.,
1988). Ce résultat est confirmé par la structure du récepteur aux androgénes et montre
clairement qu'il existe au moins trois familles géniques différentes, pour les protéines de
transport des stéroides, la troisi¢éme étant constituée par la corticostérofd - binding globulin
(CBG) qui n'est pas homologue 2 la SBP (Hammond et coll., 1987). L'alignement des
séquences polypeptidiques de ' ABP de rat et de la SBP humaine, ou de lapin, n'est toutefois
pas suffisant pour affirmer une compléte similitude et demanderait une analyse structurale
tridimensionnelle car un certain nombre de résidus polypeptidiques, situés a des positions
éloignées en structure primaire, peuvent interragir au niveau de la structure spécifique du site de
fixation du stéroide. Si tel est le cas, aucune étude de ce genre n'a encore été réalisée avec la
SBP et les autres récepteurs des stéroides.



Segment probable
responsable de la
liaison du stéroide .

Figure n® 9 : Séquences polypeptidiques de la SBP humaine (hSBP) et de lapin
(pSBP) (d'aprés Griffin et coll., 1989) . Les lignes en traits pleins indiquent les séquences
identiques, les étoiles montrent les sites de N- glycosylation et les losanges les sites de O-

glycosylation.
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Enfin, il semble de plus en plus clair que I'action physiologique de la SBP ne s'arréte
pas aux transports des stéroides (cf roles physiologiques), ce qui expliquerait la faible partie du
domaine polypeptidique impliqué dans ce réle.

Apres la découverte de I'homologie existante entre SBP/ABP, Baker et coll. (1987)
montrent que I'ABP de rat présente également une grande homologie avec la protéine S bovine,
impliquée dans le systtme de la coagulation sanguine, vitamine K dépendante. Elle a été
récemment séquencée (Dahlbick et coll., 1986). La SBP humaine présente également des
homologies au niveau C terminal avec la protéine S bovine (Gershagen et coll., 1987) et
humaine (Que et coll., 1987). Cette homologie avec un cofacteur de la protéine C, conduisant &
une protéine dégradant les facteurs Va et VIIIa de la cascade enzymatique de la coagulation
sanguine, demeure incomprise et des résultats récents montrent que la protéine S humaine
purifiée n'est pas capable de lier la DHT.

Une découverte treés récente (Joseph et coll., 1992) démontre l'existence d'une
homologie importante entre le groupe ABP (rat), SBP (humaine), protéine S (humaine) et deux
protéines de structure des membranes basales, la laminine et la mérosine. Cette homologie de
structure polypeptidique est trés importante au niveau de la partie carboxy - terminale (figure
n°10). Il n'est pas encore siir que cette homologie soit en rapport avec des rdles
physiologiques communs 2 ces deux groupes de protéines. Si tel était le cas, le faible domaine
polypeptidique responsable de la liaison aux androgénes pourrait impliquer I'existence d'autres
rdles physiologiques possibles pour le reste de la séquence, comme par exemple dans la
différentiation et le développement cellulaire, comme pour le cas de la laminine et la mérosine
(Joseph et coll., 1992).
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MICROHETEROGENEITE DE LA SBP

La structure homodimérique de la SBP décrite précédemment pose un probléme
lorsque cette protéine subit une électrophorése sur un gel de polyacrylamide en présence de
SDS (PAGE - SDS). En effet, on observe plusieurs bandes démontrant la microhétérogénéité
de la protéine (Strel ‘chyonok et coll., 1990). Cette caractéristique s'observe également pour
I'ABP (Danzo et coll., 1988). En réalité, c'est la composition en glucides et la formation des
chaines en forme d'antennes qui sont responsables de cette microhétérogénéité, liée a la
différence relative en séquences polypeptidiques primaires a la partie N-terminale, et a la
position différente des ponts disulfures (Walsh et coll., 1986). L'ensemble de ces variations
engendre la présence de monomeres de SBP migrant en PAGE - SDS autour de 44 000 Da avec
de 1égeres différences (Gershagen et coll., 1987). 1l existe également des variations génétiques
chez I'hnomme et prés de 20 % de la population posséde trois bandes de poids moléculaires
supérieurs A 44Kda en PAGE-SDS (Gershagen et coll., 1987). Chaque bande obtenue est
constituée par un ensemble de monomeres que l'on peut visualiser par une électrophorése
bidimensionnelle (Danzo et coll., 1989). La notion de promoteur "lourd et léger" pour la SBP,
ou I'ABP, n'est pas correcte car elle impliquerait que les deux glycoprotéines soient composées
de deux monomeres différents, codés par deux génes différents (Cheng et coll., 1985), ce qui
n'est pas le cas.

En conclusion, il existe trois sites de liaison des chaines glucidiques pour la SBP

humaine et deux chez le lapin.

La microhétérogénéité observée n'est pas due a l'existence d'autres sites de liaison,
mais 2 la différence de composition en carbohydrates au sein d'un méme site. Ces chaines
oligosaccharidiques peuvent subir des transformations, ou des altérations, au cours des
différentes étapes de purification de la protéine.

Le rdle de ces chaines glucidiques n'est pas encore parfaitement connu. Elles ne
semblent pas interférer dans le site de liaison du stéroide comme le montre l'utilisation de N et
de O - glycanases (Danzo et coll., 1989) ot la SBP semble toujours en mesure de lier son
stéroide. Ces expériences demandent a étre confirmées en utilisant une SBP entiérement
déglycosylée, codée par une bactérie. Cette étude est en cours.
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ETUDE DU SITE DE LIAISON DU STEROIDE

La dihydrotestostérone (DHT) est le ligand naturel de la SBP ayant le plus d'affinité
pour la protéine (Kd ~ 0.3 nM). Un certain nombre d'autres structures chimiques stéroides
dérivées ont €té testées vis A vis de leur capacité de fixation sur la SBP, elles donnent des
informations spécifiques sur la topologie du site de fixation du stéroide (Dun et coll.,1980.,
Ferlund et coll., 1990). Ces composés peuvent subir des modifications du cycle A ou D
essentiellement (figure n°11 ), et une substitution en position 17, sans changer l'affinité de
liaison de la SBP. Ces études ont permis la réalisation de colonnes d'affinité utilisées pour la
purification de la SBP (Petra et coll., 1980). Cependant, la base moléculaire de reconnaissance
du site spécifique de liaison par le stéroide est complexe. Les premiers travaux ont montré que
le site de liaison possédait une cavité contenant une ou plusieurs structures accepteuses de
protons 2 l'aide d'estrogénes fluorescents comme le groupe de I'équilenine (Ross et coll.
1982., Orstan et coll.,1986).

Depuis la connaissance de la séquence polypeptique primaire de la molécule, 1'étude du
site de liaison du stéroide devenait possible a partir de digestions enzymatiques spécifiques, en
utilisant différents ligands marqués (Sweet et coll., 1987).

La delta - 6 testostérone, trés utilis€ée pour la purification de ' ABP comme nous le
verrons dans le chapitre suivant, a également été utilisée pour la SBP et semble lier de fagon
spécifique et covalente la méthionine en position 139 de la SBP humaine (Grenot et coll.,
1988).

L'étude de la liaison par affinit€ de la SBP humaine par la DHT homoacétylée
(DHTBr) a donné lieu A deux travaux contradictoires sur le site de liaison du stéroide : une
lysine 134 pour Namkung et coll. (1990) et une histidine 235 pour Khan et coll. (1990). 11
semble qu'une erreur dans la dégradation d'Edman se soit produite lors de la deuxiéme étude.
Un éclaircissement sur ce point serait intéressant pour conclure a ce sujet.
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Si I'on retient le résultat de Namkung, un modele de liaison du stéroide est présenté
sur la figure n°® 11 . Il semble exister une structure "sandwich" des deux sous-unités de la SBP,
plagant le stéroide a l'interface entre les deux monomeres (figure n°® 12 ). Il est possible que
l'azote amino-terminal de la lysine 134 forme une liaison par hydrogeéne grace a son doublet
électronique libre avec I'hydrogeéne de I'hydroxyle du stéroide en 17 (figure n® 11 ). Ces
résultats demandent a étre confirmés. Le mécanisme supposé de liaison du stéroide a pH neutre
implique la compléte non ionisation de la lysine 134, d'oli un faible pK créant au sein du milieu
une faible constante diélectrique, ce qui semble étre le cas (Orstan et coll., 1986). L'alkylation
de la lysine 134 impliquerait donc la perte de I'activité de liaison pour le stéroide de la protéine.
Une étude préliminaire chez le lapin fournit des résultats similaires avec la méme position du
résidu lysine et la présence d'une méthionine serait déterminante (Namkung et coll., résultats
non publiés ). L'utilisation de la diffraction aux rayons X serait utile pour permettre de
comprendre avec certitude le mécanisme responsable de la spécificité de la liaison du stéroide

sur sa protéine de transport.
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CHl

Figure n°11 : Site de liaison le plus probable (lysine 134) de la SBP pour son stéroide
(d'aprés Namkung et coll, 1990).

Figure n° 12 : Structure hypothétique de la SBP représentant le stéroide encastré dans
la structure dimérique de la protéine (d'aprés Petra, 1991).
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BIOLOGIE MOLECULAIRE ET STRUCTURE GENOMIQUE

L'exploration de la structure et des roles physiologiques de la SBP nécessitait
l'utilisation des outils de la biologie moléculaire.

Ces dernieres années, les progres les plus significatifs ont ét€ obtenus a partir du
clonage et du séquengage d'un grand nombre d'ADN complémentaires et de la découverte des
structures du géne de la SBP humaine et de I'ABP de rat.

Gershagen et coll. (1987) ont isolé un clone Agt 11 2 partir d'une banque d'ADN
complémentaires de foie humain grice a l'utilisation d'anticorps anti-SBP humaine. Ce
fragment était composé de 1,1 kilobases (kb) codant pour une séquence de 356 acides aminés.
D'autre études ont confirmé ce résultat avec quelques modifications (Hammond et coll. 1987,
Que et coll, 1987), a partir de deux autres cDNA. Plus récemment, des ARN messagers
(mRNA) de 1,6 kb (Gershagen et coll., 1989) et de 2,5 kb (Hammond et coll., 1989) furent
isolés a la fois aux niveaux hépatique et testiculaire chez I'nomme. Aucun message
transcriptionnel ne fut isolé a partir de cellules cancéreuses de tumeurs du sein (MCF - 7), de
I'endometre (RL 9J-2) ou méme de la prostate (LN-Ca P) (Mercier - Bodard et coll., 1989).

La structure du géne humain codant pour la SBP a été découverte indépendamment par
deux équipes (Gershagen et coll., 1989, Hammond et coll.,1989). Il est constitué de 8 exons
séparés par 7 petits introns . Le premier exon code pour 29 acides aminés et l'exon IV
représente une partie du site de fixation du stéroide (Namkung et coll., 1990). L'analyse par
Southern-Blot montre qu'un seul géne code pour la SBP dans le gendme humain (Hammond et
coll., 1989). Il est situé sur le bras court du chromosome 17 (Berudé et Coll., 1990).

Joseph et coll. (1988) ne différencient pas de promoteur distinct au niveau du géne
codant pour I'ABP chez le rat. En fait, les deux mémes équipes (Gershagen et coll., 1987,
Hammond et coll., 1987) ont montré que I'homologie entre ABP et SBP est confirmée par les
séquences codantes des deux protéines, se différenciant par la suite grice a des modifications
post - transcriptionnelles.
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FACTEURS DE REGULATION

La régulation de la biosynthése de la SBP chez 'homme n'est pas trés bien connue. la
plupart des hypothéses de régulation viennent des variations observées lors de situations
physiologiques particuliéres (grossesse) ou au cours de différentes pathologies (tableau n°4)
L'absence physiologique de SBP sérique chez 'homme n'a jamais été décrite, malgré une étude
sur un million de sujets (Hammond et Coll.,, 1985). L'oestradiol augmente son taux
plasmatique et la testostérone l'abaisse (Schultz et coll., 1985). L'insuline et la prolactine
peuvent inhiber sa production au niveau hépatique (Plymate et Coll., 1988). L'IGF1 et d'autre
facteurs de croissance ont été proposés récemment comme des régulateurs potentiels de sa
synthése (Schoultz et coll.,1989). Une étude plus compléte sur lignée Hep G2 (cellules
hépatiques cancéreuses humaines) montre que le taux d'ARN messagers est augmenté en
présence d'oestrogénes et ce phénomene n'est pas réversible par administration d'anti-
oestrogeénes de type tamoxiféne (Mercier-Bodard et coll, 1989). Des facteurs non hormonaux
semblent également impliqués dans le contrdle de la SBP, son taux est bas chez les obéses et
augmente au cours de la perte de poids (Pugeat et coll., 1988) . A l'inverse, la SBP augmente
au cours de la dénutrition par anorexie mentale et diminue au cours de la reprise de poids
(Estour et coll.,1986). Il semble donc que la SBP soit soumise A une régulation multifactorielle
complexe et encore controversée. Le statut nutritionnel pourrait avoir un role prépondérant dans
ce processus (Pugeat et coll., 1991).

En conclusion, la biologie moléculaire s'est révélée trés utile pour la SBP et offre de
nouvelles perspectives d'étude. Les bases moléculaires d'expression et régulation de la protéine
ne sont pas encore parfaitement connues mais 'utilisation de ces nouveaux outils permettra
certainement de mieux comprendre ces mécanismes.
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AUGMENTATION DIMINUTION
DU TAUX CIRCULANT DE SBP DU TAUX CIRCULANT DE SBP
Hormones thyroidiennes et hyperthyroidie Obésité
Hyperoestrogénie Hirsutisme
Grossesse Hypogonadisme
Phase lutéale du cycle menstruel Hyperprolactinémie
Administration d'oestrogénes Ménopause
Phénytoine Administration de progestogenes
Tamoxiféne Danazol
Stress prolongé Glucocorticoides
Carcinome de la prostate Insuline
Anoréxie mentale IGF 1
Vieillesse
Régime hypoglucidique

Tableau n® 4 : Listes des principales situations physiopathologiques impliquant une variation du

taux circulant de la SBP.
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METHODES DE DOSAGE
METHODES INDIRECTES

Elles sont basées sur la mesure de la SBP aprés saturation par un androgene et 1'on
dose une capacité de liaison. L'androgene le plus utilisé est la DHT, présentant une affinité plus
forte vis a vis de la SBP que la testosterone et elle ne se lie pas a la CBG, contrairement a cette

derniére.

A partir de ce principe, il existe un certain nombre de techniques utilisées :

- 1a dialyse 3 I'équilibre : c'était la méthode de référence avant la mise au point des
méthodes radio-immunologiques (RIA). Elle permet de mesurer la fraction hormonale libre et
liée a la SBP et son coefficient d'affinité pour I'hormone,

- I'électrophorese en gel de polvacrylamide : elle consiste 2 mesurer la radioactivité
d'un stéroide marqué, li€ a la SBP apres séparation des autres protéines sériques sur gel de
polyacrylamide (Corvol et coll., 1971), ‘

- la précipitation au sulfate d'ammonium : 2 une concentration déterminée elle permet
de séparer la SBP des autres protéines sériques et de la quantifier ensuite par saturation 2 l'aide
d'un stéroide marqué (Rosner, 1972),

- lisolement de 1a SBP par la concanavaline A : elle a la propriété d'absorber certaines
glycoprotéines (Nisula et coll., 1978).

METHODES DIRECTES

Lorsque I'on a su isoler la SBP a I'état suffisamment pur, afin d'obtenir des anticorps
spécifiques, les méthodes RIA sont apparues, sachant que la SBP poss¢de deux résidus
tyrosine par monomere susceptibles d'étre iodés. Le premier test RIA a été mis au point par
Mercier et coll (1979). D'autres techniques ont ensuite été décrites (Cheng et coll., 1983.,
Mercier-Bodard et coll., 1985., Khan et coll., 1982).

Des dosages immunoradiométriques (IRMA) utilisant une méthode sandwich avec un
anticorps sur un support solide, et un deuxiéme anticorps marqué, ont nettement abaissé le seuil
de détection (Alexander et coll., 1985).

Actuellement, les dosages immuno-enzymatiques de type "ELISA" (Bordin et coll.,
1982) sont les plus utilisés.
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L'intérét de la mesure de la SBP sérique est qu'elle fait le plus souvent partie d'un
bilan androgénique (hirsutisme, hyperandrogenie). L'index de testostérone libre (ou le rapport
testostérone totale / SBP) est intéressant pour 1'approche biologique des hyperandrogenies (See
et coll., 1988). C'est également un marqueur de l'activité des hormones thyroidiennes
permettant de détecter la survenue d'une hyperthyroidie ou d'une résistance périphérique aux
hormones.

Enfin, la découverte récente de son homologie avec les protéines de structure des
membranes basales des tissus laisse supposer son utilité en tant que marqueur de la
différentiation cellulaire en cancérologie (Pugeat et coll., 1988).
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ROLES PHYSIOLOGIQUES

La SBP est trés souvent appelée "protéine de transport” des androgénes en raison de
son role dans le maintien de 1'équilibre entre stéroides libres et liés & son site de liaison, ou
encore 2 l'albumine. La testosterone (T), et surtout son dérivé actif la dihydrotestostérone
(DHT), se lient tres fortement a la SBP. La concentration sérique en SBP régule I'équilibre de
la fraction libre de DHT (Burke et coll., 1972) et controle la diffusion de 'hormone 2 travers les
vaisseaux sanguins jusqu'a leurs tissus cibles (Vermeulen et coll., 1969). Les différentes
études cliniques confirment cette hypothése : la clearance métabolique de la DHT, chez des
patients présentant un faible taux sérique de SBP, est plus importante que chez des sujets ayant
des valeurs élevées (Bardin et coll., 1967). Une étude chez le singe montre, aprés injection de
SBP purifiée ou d'anticorps anti-SBP, un résultat similaire (Plymate et coll., 1990).

Ce modele explique le réle joué par la SBP dans la régulation de la libération des
stéroides au niveau circulatoire pour qu'ils puissent exercer leur action hormonale au niveau des
tissus cibles.

I1 est désormais certain que les protéines de transport des stéroides (SBG, CBG)
agissent de fagon spécifique dans un certain nombre de tissus et ne servent pas uniquement de
réservoir passif d'hormones stéroides (Rosner, 1990). L'interaction spécifique de ces protéines
avec des récepteurs membranaires sera présentée dans le chapitre V.

Il semble donc que la SBP posséde plus d'un rdle physiologique et la découverte
récente de son homologie de séquence polypeptidique avec des protéines de structure des lames
basales (laminine, mérosine) permet d'entrevoir de nouvelles perspectives dans la physiologie
de la SBP (différentiation et développement cellulaire...). Les études futures utilisant les outils
modernes de la biologie moléculaire pourront certainement permettre de mieux comprendre
I'étendue exacte du réle physiologique joué par la SBP.



B) LA PROTEINE DE LIAISON TESTICULAIRE
DES ANDROGENES :

L'Androgen-Binding Protein (ABP)
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INTRODUCTION

L'androgen-binding protein (ABP) a été isolée pour la premiére fois a partir
d'épididymes de rat (Hansson et coll., 1971, Ritzen et coll., 1971). Ce n'est que deux ans plus
tard que son origine testiculaire fut démontrée (French et coll., 1973). L'ABP représente une
sécrétion majeure des cellules de Sertoli (Hagenas et coll., 1975) et son étude apporte un bon
reflet sur la physiologie sertolienne dans 'appareil reproducteur male (Gunsalus et coll., 1980).
Les récents progreés, accomplis grice a l'essor des nouvelles techniques de biologie
moléculaire, ont montré son étroite homologie avec la SBP sérique (Joseph et coll., 1987).
L'ABP appartient 2 la famille des protéines de transport des stéroides et, plus particuli¢rement,
des androgeénes (dihydrotestosterone - testostérone). Cette propriété est également I'apanage de
la SBP sérique. L'ABP existe chez un grand nombre d'espéces mais c'est le rat qui a été
l'animal de choix en raison de l'absence physiologique de SBP dans cette espéce (pas
d'interférence dans le dosage). Un certain nombre d'études récentes montrent le réle potentiel
joué par I'ABP (et la SBP) au niveau des tissus cibles grice a la présence de récepteurs
spécifiques au niveau membranaire. Enfin, son homologie importante avec des protéines de
structure des membranes basales (laminine, mérosine), de découverte trés récente (Joseph et
coll., 1992), laisse 2 penser que I'ABP (et la SBP) pourraient jouer un rdle dans le
développement et la différentiation cellulaire.
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METHODES DE PURIFICATION

Le rat a été longtemps 1'animal de prédilection pour la purification de I'ABP : cette
espece, en effet, ne contient pas de SBP sérique pouvant interférer avec ' ABP (Corvol et
Coll.,1973).

Actuellement, le développement de méthodes chromatographiques utilisant des lectines
(concanavaline A...) permet de caractériser spécifiquement ABP et SBP dans la plupart des
especes animales étudiées et chez I'homme. (Danzo et coll., 1988, Hsu et coll., 1978, Danzo et
coll., 1990).

Un certain nombre de techniques de purification ont été utilisées depuis sa découverte
(1971) :

- I'électrophorese en gel de polyacrylamide (Ritzen et coll., 1974),

- les méthodes utilisant sa capacité de liaison avec la DHT marquée, aprés
destéroidation (Musto et coll., 1976),

- les tests radio-immunologiques et immuno-enzymatiques (Gunsalus et coll., 1978).

Malgré la pluralité de ces méthodes, I'ABP n'était pas obtenue dans des conditions de
pureté satisfaisante car elle ne représente que 0,02 % de I'ensemble des protéines testiculaires.

En 1977, Musto et coll développent une colonne de chromatographie d'affinité par
couplage de DHT au sépharose. Le rendement est excellent (80 %), l'activité spécifique est de
5000 pmoles/mg de protéine et cette méthode laisse supposer I'existence de la nature dimérique

de la protéine.

En 1980, la méme équipe améliore cette technique qui permet enfin d'obtenir une
protéine pure a 98 %. L'électrophorése de polyacrylamide en présence de SDS (PAGE - SDS)
confirme la présence de deux sous - unités de 41 et 45 Kda (tableau n°5).
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Tableau n® 5 : Principales propriétés physicochimiques de ' ABP chez le rat

Hanson et coll

Ritzen et coll

Tindall et coll

Musto et coll

Taylor et coll

Gueant et coll

Masses
Moléculaires
(Daltons)

DIMERE
MONOMERE

RAYONDE
STOKES
(SVEDBERG)

POINT ISO-
ELECTRIQUE

ACTIVITE
SPECIFIQUE

CONSTANTE
D'AFFINITE
(M)
Méthodes de

purification

Lieude
purification

90 000

4.6

4.6/4.7/5.1

1.25

Gel de
polyacrylamide

EPIDIDYME

87 000

43 000

15 500

0.51/1

Gelde
polyacrylamidew

EPIDIDYME

94 000

47 000
45 000

4.6

Chromatographie
d'affinité

EPIDIDYME

85 000

41 000
43 000

4.65/4.72/5.4
16 500

1

Chromatographie
d'affinité

EPIDIDYME

94 000

48 000
+ 4 000

4.6

1.1

photoaffinité

EPIDIDYME

92 000
50 000

4.1

4.7/4.9/5.3
16 600

0.9

Chromatographie
liquide haute
performance

TESTICULE
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Les deux travaux précédents concernent I'ABP épididymaire de rat qui est 10 fois plus
concentrée que dans le testicule.

Une méthode utilisant également la chromatographie d'affinité a permis la purification
de I'ABP épididymaire de lapin (Cheng et coll., 1982). Cette espéce contient a la fois de la SBP
sérique et de I'ABP épididymaire et testiculaire, d'ou la nécessité de coupler I'étape de
chromatographie d'affinité a3 un deuxi€éme passage sur une colonne de concanavaline A
sépharose qui sépare les deux protéines a partir de leurs résidus différents en carbohydrates.

En 1981, Larrea et coll purifierent I'ABP testiculaire de rat par chromatographie
d'affinité et montrérent qu'il existe des différences avec I'ABP épididymaire. Elles sont
essentiellement dues a la partie glucidique de la protéine (Danzo et coll., 1988).

Les méthodes utilisant la chromatographie d'affinité présentent un triple intérét :

- purification d'une protéine capable de lier son stéroide,

- conservation de ses propriétés immunologiques,

- la masse moléculaire obtenue est proche de 90 Kda pour ' ABP native.

En 1986, Guéant et coll purifient de ' ABP testiculaire de rat par CLHP en 4 étapes.

Cette technique chromatographique a permis d'obtenir les résultats suivants :

- I'ABP testiculaire de rat a été purifié 87 500 fois apreés 4 étapes chromatographiques
avec un faible rendement de 14 %,

- la molécule d'ABP obtenue est pure 3 99 % avec une activité spécifique de
16 500 pmoles/mg de protéine,

- la molécule d'ABP marquée 2a l'iode 125, selon la technique de Markwell (1982), a
permis une estimation de la masse moléculaire (92 600 Da), du rayon de Stokes (4,1 nm), des
points isoélectriques (4,7 ; 4,9 ; 5,3) et du coefficient de sédimentation (4,7 s).

Plus récemment, Barbey et coll (1990) ont purifié de 'ABP épididymaire de taureau en
couplant la chromatographie d'affinité et la CLHP. IIs ont obtenu un bon facteur de purification
(7667) mais avec un faible rendement (9 %).

En conclusion, ' ABP est trés difficile a purifier en raison de sa faible concentration.
Les méthodes couplant l'affinité, le passage sur concanavaline A et la CLHP, permettent
d'obtenir une protéine alliant a la fois un bon degré de pureté, le maintient de son intégrité
protéique et de son immunogénicité.
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CARACTERISATION PHYSICOCHIMIQUE
MICROHETEROGENEITE

L'ABP de rat est une glycoprotéine dimérique d'un poids moléculaire proche de 90
Kda. Elle est formée de deux sous - unités hétérogénes de 41 et 45 Kda (Musto et coll., 1977).
Les deux monomeres sont appelés sous-unités lourde (H) et 1égere (L) et sont représentés dans
un rapport de 3/1 respectivement. (Musto et coll., 1982). La différence entre ces deux
monomeres n'est pas diie a la séquence polypeptidique (Larrea et coll., 1981) mais a une
différence dans la composition en résidus sucrés (Danzo et coll., 1990).

L'ABP retrouvée chez les autres espéces (lapin, homme) semble trés proche des
résultats précédents avec de 1égeres variations de poids moléculaire pouvant s'expliquer par les
différentes techniques utilisées pour sa purification (Danzo et coll., 1973, Hsu et coll., 1978).

La microhétérogénéité retrouvée dans la plupart des travaux concernant I'ABP
s'explique par la différence de glycosylation inter-espeéce et intra-espéce comme, par exemple,
pour I'ABP sérique, épididymaire et testiculaire chez le rat (Danzo et coll., 1988).

La signification de cette hétérogénéité a longtemps €té incomprise. I1 semble
actuellement qu'elle puisse jouer un role dans la reconnaissance des cellules cibles comme cela a
déja été montré dans I'hormone gonadotrophine chorionique (Ryan et coll., 1987).

L'analyse polypeptidique a été étudiée par Tindall et coll (1980), Feldman et coll
(1981). La leucine est 1'acide aminé le plus représenté (19 g/100 g peptide) comme c'est
également le cas pour la SBP, la teneur en acide aminé apolaire étant de 51 % ce qui donne une

hydrophobicité moyenne.

L'étude de I'ABP de rat, avec des glycosydases, indique que la protéine contient de
l'acide sialique, du galactose, du mannose et de la N-acétyl glucosamine avec une moyenne de
20% pour la sous-unité H et de 11% pour la sous-unité L (Danzo et coll, 1991).La
chromatographie sur lectines montre une structure oligosaccharidique complexe avec des
formations tri et tetra antennées. Il semble que ces glucides complexes n'interviennent pas dans
la liaison du stéroide a I' ABP.
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En effet, le marquage de la protéine par photoaffinité est possible sur des protéines
différemment glycosylées (Danzo et coll., 1989). Il n'est toutefois pas impossible que telle ou
telle glycosylation puisse faire varier I'affinité de ' ABP pour son stéroide. Il semble donc que
la différence en carbohydrates puisse étre responsable de rdles physiologiques différents,
notamment entre ABP et SBP, mais également entre ABP testiculaire et épididymaire d'un
méme individu !

Taylor et coll (1980) ont développé une méthode de fixation covalente de la Ag-
testostérone sur I'ABP par photoexcitation (ou photoaffinité). Cette technique a permis de
démontrer que les deux sous-unités H et L peuvent étre radiomarquées (Larrea et coll., 1987) et
possédent donc chacune un site de liaison pour le stéroide.

La microhétérogénéité des deux sous - unités ne montre aucune différence dans
l'activité spécifique de la liaison du stéroide (Schmidt et coll., 1981).

L'ABP est capable de lier la dihydrotestostérone avec une constante d'affinité variant
de 0,5 2 1 nM-! selon la méthode utilisée (French et coll., 1973, Tindall et coll., 1980, Larrea
et coll,, 1981). Elle est également capable de lier la testostérone avec une affinité plus faible et,
de fagon plus générale, le groupe des 178 - hydroxystéroide. (Kirchhoff et coll., 1979).



BIOLOGIE MOLECULAIRE

Un certain nombre de travaux récents de biologie moléculaire sont communs a ' ABP
de rat et 2 la SBP humaine, en raison de leur homologie de séquence (Joseph et coll., 1987) et
de leur origine génomique commune (Hammond et coll., 1989, Gershagen et coll., 1989). La
plupart des résultats de biologie moléculaire sont donc exposés dans le chapitre correspondant
sur la SBP. Des clones de cDNA ont été isolés a partir de testicules de rat et séquencés
(Reventos et coll., 1988). A I'exception d'un seul nucléotide dans le codon (G a la place de A)
produisant les 317 acides-aminés de la protéine, les résultats obtenus sont identiques a ceux
publiés par Joseph et coll (1987). Les résultats plus récents n'ont jamais établi avec certitude la
séquence amino-terminale des deux formes d'ABP (I et II) séparées sur concanavaline A. Il
semble cependant que ces deux formes soient trés proches de la SBP humaine avec 68 %
d'homologie en séquence primaire (Joseph et coll., 1987). La masse moléculaire de I'ABP de
rat est plus légere que celle de la SBP humaine (~ 6 KDa). L'ABP présente, comme la SBP,
une homologie de séquence avec la partie carboxy-terminale des protéines S bovine et humaine
(Becker et coll., 1987) et avec des protéines de structure des membranes basales (Joseph et
coll., 1992). Le site de liaison du stéroide par ' ABP (et 1a SBP) est situé entre le 107¢ et le
130e acide aminé 2 partir de I'extrémité N-terminale (Picardo-L€onard et coll., 1988). Danzo et
coll (1991) ont montré que le site de liaison pour la Ag-testostérone de I'ABP chez le rat était
situé entre le 171 et le 181 acide aminé du précurseur. Aprés digestion trypsique, un peptide
isolé par CLHP donne la séquence suivante : Ile - Ala - Leu - Gly - Gly - Leu - Leu - Leu - Pro
- Thr - Ser. Il semble donc que, contrairement aux études effectuées sur la SBP humaine
(Namkung et coll., 1990), le site de liaison du stéroide a I'ABP soit composé par plusieurs
acides aminés. Cette région est immédiatement adjacente 2 celle contenant la lysine 134 de la
SBP humaine (Namkung et coll., 1990) et la méthionine 139 (Grenot et coll., 1988). Cette
étude confirme que chaque monomere est capable de lier le stéroide alors qu'un seul peptide
majeur est isolé par photoaffinité. Les études par représentation de Scatchard (1949) ne donnent
qu'un seul site de liaison par molécule (Danzo et coll, 1973).

Un ARN messager de 1,7 Kb a été détecté dans les testicules de rat avec un ADN
complémentaire de ' ABP (Reventos et coll., 1988). Il est plus abondant chez le rat de 20 jours
que chez l'adulte et il est indétectable dans les extraits de foie, de rein ou d'épididyme. L'action
directe de la FSH augmente le taux d'ARNm et la testostérone augmente l'effet de la FSH sur le
testicule entier. Sur les cultures de cellules de Sertoli, l'action indirecte de la testostérone sur
I'induction du taux d'ARNm est certainement due a l'action du P Mod-S (Skinner et coll.,
1985). La comparaison de l'organisation des génes de la SBP humaine et de I'ABP de rat
(figure n°® 13) présente une grande conservation et ils différent surtout au niveau de la taille, la
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séquence faisant apparaitre des introns différents entre les exons 5 a2 8 (Hammond, 1990).
L'ADN complémentaire de I'ABP posse¢de une extrémité 5' inhabituellement longue qui n'est
pas homologue a celle de la SBP humaine (Joseph et coll., 1988). Cette différence reste
actuellement inexpliquée. Une étude par Southern-Blot montre que le géne codant pour ' ABP
et la SBP est situé sur le chromosome 11 chez la souris (Joseph et coll., 1991) et sur le
chromosome 17 chez I'homme (Berude et coll., 1990).Une protéine recombinante capable de
lier avec une haute affinité la DHT a été préparée trés récemment par Hagen et coll (1992).
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Figure n°® 13 : Comparaison de I'organisation structurale des génes de ' ABP de rat (1) et de la
SBP humaine (2). Les exons sont numérotés de 1 2 8 et la partie a & c de la SBP
correspond A l'extrémité 5' plus longue que celle du géne de I'ABP. (D'aprés
Hammond, 1990).
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ONTOGENIE - REGULATION HORMONALE

L'ABP, chez le rat, a montré une variation quantitative en fonction de I'dge (Carreau,
1986). La protéine est détectable chez le rat de S jours (RIA), son taux est maximal entre dix et
vingt jours et diminue a 1'dge adulte. L'ABP biologiquement active semble €tre maximale a
vingt jours pour disparaitre aprés quarante jours (Danzo et coll., 1985).

En réalité, il faut tenir compte de l'expression des résultats obtenus et de la méthode
utilisée pour le dosage de la protéine (RIA, capacité de liaison) et (fmole/g de tissu ou par
organe).

Ces variations sont dues 2 la régulation hormonale complexe de I'ABP. En effet,
Danzo et coll (1990) ont montré que les gonadotrophines (FSH) et la testostérone jouent un role
important. Si I'on administre de 1a FSH seule, 1'augmentation de I'ABP est observée chez le rat
de trente jours, mais pas a vingt jours. La testostérone est capable, méme en présence
d'antagoniste, de stimuler la production d'ABP au niveau testiculaire et cela quel que soit I'dge
de I'animal. Ces auteurs concluent que la testostérone est le régulateur principal de la synthése
d'ABP in vivo.

Le dosage radioimmunologique de I'ABP a également été utilisé dans le liquide
amniotique fétal (Gunsalus et coll., 1978). La protéine est détectée au 19° jour de gestation
aussi bien chez le mile que chez la femelle. D'autres lieux de synthése ont été recherchés et il
semble actuellement que I'ABP, en dehors des cellules de Sertoli, soit potentiellement produite
par I'épididyme (Becker et coll., 1984), la prostate (Larriva-Sahd et coll., 1991) ou le cerveau
(Wang et coll., 1990).

La liaison de ' ABP, chez le rat, 2 la concanavaline A permet de séparer deux types
d'ABP (I et II) selon la présence ou l'absence de liaison 2 la lectine (Hansson, 1981). Cheng et
coll (1986) ont montré que I'ABP de type I est préférentiellement secrétée dans la lumiére des
tubes séminiféres alors que le type II se retrouve essentiellement dans le flux sanguin. Ces
résultats montrent que la sécrétion d'ABP dans le sang, chez le rat, est liée 2 la présence d'une
copule glucidique spécifique. Cependant, le mécanisme de régulation métabolique qui conduit &
la présence de 'ABP de type I et II est encore inconnu.

Quelle que soit I'espéce étudiée, ' ABP est synthétisée avant la maturation finale de la
cellule de Sertoli. Sa secrétion au niveau épididyme représente un signe de maturation
testiculaire.

Le premier facteur de régulation de I'ABP semble étre la testostérone, surtout chez le
jeune rat, et la FSH prend le relais chez l'adulte. Cependant, la FSH et la testostérone coopérent
de fagon 2 faciliter le transport de ' ABP vers 1'épididyme.



METHODES DE DOSAGE

L'intérét clinique du dosage de I'ABP sérique ou épididymo-testiculaire reste encore
largement débattu. En effet, un certain nombre de travaux montrent que la valeur de sa
concentration serait un bon reflet de la physiologie des tubes séminiferes (Gunsalus et coll.,
1978) et de la fonction sertolienne (Gunsalus et coll., 1981).

La trés faible concentration de I'ABP dans les différents composants biologiques a
limité le nombre de techniques utilisées pour son dosage. La mise au point de colonnes
d'affinité de DHT-sépharose (Musto et coll., 1977-1980) a permis d'obtenir une protéine
suffisamment pure et antigénique pour immuniser des animaux. Les méthodes développées
dans ce chapitre utilisent donc soit son activité de liaison, soit un anticorps polyclonal anti-
ABP.

Dosage par activité de liaison

L'ABP, comme la plupart des protéines de liaison des stéroides (SBP, CBG, ...),
différe au niveau de sa concentration dans les différents fluides biologiques mais également
dans ses capacités de liaison 2 tel ou tel stéroide; on observe une variation d'affinité pour le
méme stéroide. On caractérise donc des parametres correspondant 2 la capacité de liaison
spécifique de la protéine de transport. Ces constantes sont évaluées de différentes fagons selon
le modele et la méthode mathématique utilisés. La capacité de liaison de la DHT a ' ABP a été
étudiée avec par de nombreuses techniques comme, par exemple, la liaison de la DHT marquée
au tritium (3HDHT) avec une méthode 2 1'équilibre en "batchwise" avec du gel de séphadex G-
25, ou la méthode au charbon-dextran.

L'interprétation de la capacité de liaison de I'ABP 2 son stéroide est étudiée par la
représentation de Scatchard (1949). Cette analyse graphique permet d'établir une relation
linéaire directe entre le stéroide li€ 2 ' ABP en fonction du rapport de la quantité de stéroide li€ /
stéroide libre. La correction graphique de Rosenthal (1967) permet de définir l'existence de
plusieurs sites de liaison. On élimine la liaison non spécifique a la protéine par un excés de
stéroide non marqué. Ces études de Scatchard ont été utilisées dans toutes les publications de ce
mémoire.

Le dosage de I'ABP par capacité de liaison a été également analysé par l'outil
informatique (Munson et coll., 1980). Ce programme permet de mesurer les concentrations en
site de liaison spécifique du stéroide a la protéine de transport, et son affinité, dans des
€chantillons contenant d'autres substances.



65

La quantification de I'ABP par cette méthode présente toutefois des inconvénients en
raison de la présence possible de contaminants dans I'échantillon de dosage pouvant interférer
avec la liaison du stéroide de 'ABP, comme par exemple la présence de stéroides endogenes. 11
faut donc destéroider I'échantillon avant le dosage et tenir compte des limitations de cette
méthode comme, par exemple, le taux de liaison non spécifique qui définit la limite inférieure de
détection de I'ABP.

Dosage par radio-immunologie

Ces méthodes ont pu voir le jour grce a la purification de quantités suffisantes d'ABP
afin d'immuniser des animaux (lapins, souris) pour obtenir des anticorps polyclonaux
(Gunsalus et coll., 1978). Ces tests radio-immunologiques sont faciles chez le rat qui ne
posséde pas de SBP sérique. En effet, chez les espéces contenant 2 la fois SBP et ABP, un
anticorps spécifique de chacune des deux protéines doit étre purifié. Les études de purification
d'anticorps polyclonaux anti-ABP, ou monoclonaux (Kovacs et coll., 1988, Felden, 1988),
montrent que les immunsérums obtenus sont capables de reconnaitre les deux protéines
homologues. La plupart des études de dosage de I'ABP, avec un anticorps anti-ABP
radiomarqué, ont donc été réalisées chez le rat ou 2 partir de cultures primaires de cellules de
Sertoli (Perez-Infante et coll., 1986).

Ce test radio-immunologique permet de détecter 0,1 ng d'ABP avec un faible
coefficient de variation (5 %). Il présente une sensibilité 100 fois supérieure aux méthodes par

capacité de liaison (Gunsalus et coll., 1986).
Dosage par immuno-enzymologie

Le principe de cette méthode non isotopique repose sur la technique "sandwich"
remplacée par l'avidine-biotine 2 la place du second anticorps (Guesdon et coll, 1979). Cette
méthode, développée par Gunsalus et coll (1978), permet de détecter 0,08 ng d'ABP dans
I'échantillon avec un coefficient de variation de 7 %.

En conclusion, le développement d'anticorps monoclonaux ou oligoclonaux aprés
passage sur lectine (concanavaline A ...) de I'ABP permettra dans un avenir proche le
développement de test radio ou immuno-enzymatique trés spécifiques, sensibles et permettant
de doser séparément ABP et SBP.
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ROLES PHYSIOLOGIQUES

Les roles physiologiques de ' ABP, malgré tous les travaux effectués, ne sont pas

encore parfaitement connus.

Il semble qu'au niveau de I'axe testiculo-épididymaire, ' ABP soit importante pour le
pouvoir fécondant des spermatozoides, surtout lors de leur passage épididymaire (Anthony et
coll., 1984).

Les premieres hypothéses décrites par Hansson et coll (1975) indiquent que I'ABP
produite par les cellules de Sertoli, sous l'action de la FSH, favorise une accumulation
d'androgénes dans les tubes séminifeéres permettant a la dihydrotestostérone de pénétrer dans
les cellules cibles. Cette stimulation accroit surtout le transport des androgénes au niveau de la

téte de 1'épididyme.

Il semble que cette glycoprotéine concentre également les androgeénes a proximité de la
lignée germinale, permettant ainsi une régulation de la spermatogéneése (Rommerts et coll.,
1976). Le rdle joué par I'ABP (ou la SBP) dans le transport des androgeénes vers leur site actif,
ainsi que la possibilité de passer A travers les vaisseaux sanguins ou d'autres systémes
membranaires, a été proposé pour la premiere fois par Westphal en 1983 2 partir d'expériences
de perfusions de testostérone radiomarquée, seule ou en présence d'ABP, et d'études de
captage épididymaire du stéroide. Le taux d'ABP augmente significativement la concentration
en testostérone par rapport a son administration sans protéine. Ces premieres études prouvent
l'effet indéniable de 'ABP comme régulateur de la distribution tissulaire d'androgénes.
L'immunolocalisation d'ABP dans les cellules principales de 1'épididyme (Pelliniemi et coll.,
1981 ; Attramadal et coll., 1981) montre, pour la premiére fois, la présence de la protéine 2
l'intérieur d'un tissu. Ce mécanisme est dii  une internalisation spécifique (Gérard et coll.,
1988) grice a la présence de récepteurs épididymaires pour I'ABP (Guéant et coll., 1988) en
quantité beaucoup plus importante au niveau de la partie proximale. Une étude plus compléte de
I'interaction spécifique ABP et récepteurs membranaires sera présentée dans le chapitre V. Des
immunolocalisations spécifiques ont également montré la présence d'ABP dans le tissu
prostatique chez le rat (Larriva-Sahd et coll., 1991). Cette méme équipe a démontré que le
contenu en ABP le long de I'épididyme était trés variable, ce que confirme le role joué par la
protéine dans l'importation hormonale intra-cellulaire, aussi bien dans I'épididyme que dans la
prostate chez le rat. Des études de castration et de ligature montrent que ' ABP n'est plus
retrouvée dans 1'épididyme ce qui confirme la secrétion d'ABP bidirectionnelle par les cellules
de Sertoli (Danzo et coll., 1985). Cette syntheése bidirectionnelle est influencée par la lignée
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germinale (Morris et coll., 1987) ce qui implique une extréme complexité dans la régulation et
dans le(s ) role(s) physiologique(s) joué(s) par cette protéine.

En conclusion, I'ABP est utile a I'afflux de stéroides dans un tissu cible (épididyme).
Cette protéine peut-étre internalisée pour délivrer un message hormonal, ou peut-étre autre
chose? La glycosylation de la protéine, et d'autres facteurs présents dans l'environnement sont
des régulateurs potentiels de ses actions biologiques . Son évaluation donne un bon index de la
fonction sertolienne et récemment on a découvert son homologie avec des protéines de structure
des membranes basales (laminine, mérosine). Enfin, une synthése possible d'ABP par la
prostate chez le rat est proposée (Larriva-Sahd et coll., 1991) comme elle a été démontrée
récemment dans le cerveau (Wang et coll., 1990).

Actuellement, il est donc encore difficile, malgré la vingtaine d'années qui nous sépare
de la découverte de ' ABP (1971), de définir exactement la pluralité de ses réles physiologiques
et de ses fonctions au sein de I'organisme.
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CHAPITRE 1V

MECANISMES SPECIFIQUES DE L'ENDOCYTOSE
PAR RECEPTEUR
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4.1 GENERALITES

Les cellules échangent avec le milieu qui les entoure des petites molécules (ions,
glucides...) et des macromolécules dont la taille peut atteindre le micrometre (bactérie).

L'endocytose et la phagocytose sont les deux voies possibles permettant aux cellules
d'ingérer un certain nombre de grosses molécules présentes dans leur environnement (figure
n°® 15).

Le terme de phagocytose s'applique 2 l'incorporation de macromolécules en
s'attachant a la surface cellulaire. La membrane plasmique de la cellule s'étale a la surface de la
particule cible, émet des prolongements et I'englobe totalement.

Ce mécanisme nécessite la participation d'un certain nombre de microfilaments
(actine...) contrairement au deuxié¢me type d'absortion : I'endocytose.

L'endocytose se divise en deux modes distincts : (figure n°14 )

- la pinocytose qui concerne 1'absorption de particules (le plus souvent liquidiennes)
dans une vésicule dite "d'endocytose” mais de fagon non spécifique et proportionnelle 2 la
concentration particulaire du milieu intra-cellulaire,

- I'endocytose spécifique, ou "récepteur - dépendante”, qui est liée a la présence de
récepteurs spécifiques sur la membrane plasmique de la cellule.

Ce dernier mécanisme intéresse les protéines de transport des stéroides (ABP / SBP)
et constitue donc l'essentiel de cet exposé. Il faut noter, a ce sujet, qu'une méme cellule peut
choisir I'une ou l'autre de ces deux voies selon la capacité offerte a la particule de reconnaitre,
ou non, un récepteur spécifique au niveau membranaire.

L'endocytose récepteur - dépendante (ou récepteur - médiée) est sélective, spécifique,
saturable en fonction du nombre et de I'affinité du ligand (= macromolécule) pour son récepteur

membranaire.
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Figure n® 14 : Les deux types d'endocytose : en phase liquide (A), au hasard et sans direction.
L'endocytose avec récepteur (B) avec des puits recouverts (CP) de clathrine et
des vésicules recouvertes (CV) = vésicule de pinocytose.
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4.2 CLASSIFICATION DES MECANISMES D'ENDOCYTOSE PAR
RECEPTEUR

La plupart des cellules eucaryotes montrent a leur surface des invaginations présentant
une couche dense en microscopie €lectronique du coté cytoplasmique. A l'intérieur de ces
cellules, des vésicules ayant la méme apparence sont présentes a différents niveaux
cytosoliques. Pearse et coll. (1981) ont obtenu une préparation homogene de vésicules et leur
analyse en é€lectrophorese, sur gel de polyacrylamide en présence de SDS, montre une
homogénéité quelle que soit l'origine de la préparation. Ces vésicules sont toutes constituées
par de la clathrine (Keen et coll., 1979).

L'endocytose récepteur-médiée peut étre classée en différents groupes selon la
destinée finale 2 la fois du récepteur et de son ligand (Brown et coll., 1983, Goldstein et coll.,

1985, Mikhailov, 1989).

classe | : le récepteur et son ligand sont dissociés I'un de l'autre, le‘ récepteur est recyclé 2 la
surface cellulaire alors que son ligand est dégradé dans le compartiment lysosomial (insuline).

classe II : le récepteur et son ligand sont recyclés vers la membrane plasmique (transferrine).
classe III: le récepteur et son ligand sont transportés vers le compartiment lysosomial (EGF).
classe IV : le complexe ligand - récepteur est libéré 2 la face opposée d'une cellule polarisée,
c'est la "transcytose"”, le ligand est libéré a I'état inchangé alors que son récepteur peut, selon

les cas, étre dégradé ou recyclé (IgA, IgG...).

L'ensemble de ces processus est résumé sur les figures n® 17-18 et les principaux
exemples sont donnés dans le tableaun® 6 .

Mécanismes moléculaires d'induction de l'endocytose

L'endocytose spécifique d'une protéine va nécessiter une étape de reconnaissance
grice 2 la présence, au niveau membranaire, de la cellule cible d'un récepteur spécifique.

Malgré la grande hétérogénéité structurale et fonctionnelle des récepteurs
membranaires, la phase initiale du déclenchement de l'endocytose spécifique est identique pour

tous les ligands.
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Figure n°15 : Le triskele celtique différe
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Figure n° 16 : Structure des vésicules recouvertes. Les

lignes pointillées représentent le réseau de clathrine,
caractérisé par les facettes hexagonales et pentagonales
assemblées a la surface de la vésicule. Un triskele

constitutif de ce réseau est représenté en trait plein.
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Le complexe ligand - récepteur est ensuite internalisé par l'intermédiaire de puits
membranaires recouverts de clathrine. La clathrine est constituée par I'assemblage de sous -
unités en forme de triskele (figure n° 18-19).

Chaque triskele est composé de trois chaines lourdes de 180 kDa associées 2 3 chaines
légeres de 33 et 36 kDa. Il existe, en plus, des polypeptides d'assemblage destinés a
promouvoir la polymérisation de la clathrine soluble (Keen et coll., 1979; Pauloin, 1991).

Ces puits recouverts de clathrine contiennent une grande variété de récepteurs.
Certains d'entre eux (EGF) sont distribués au hasard sur la surface cellulaire et ne sont engagés
dans des puits recouverts que lorsque le ligand se fixe sur son récepteur (Schlessinger et coll.,
1978). D'autres récepteurs (LDL) sont internalisés, en présence de clathrine, que le site soit
saturé ou non (Brown et coll., 1986). Si I'endocytose spécifique commence a étre bien connue
d'un point de vue descriptif, son fonctionnement au niveau moléculaire reste encore mal
compris. Les mécanismes permettant la reconnaissance des complexes récepteur - ligands
susceptibles d'étre internalisés sont inconnus. Les polypeptides d'assemblages (= adapteurs)
ont été purifiés (Keen et coll., 1979) et il en existe deux groupes HA1 et HA2 (Pearse et coll.,
1984). Le premier, c'est-a-dire HA1, est situé exclusivement au niveau du golgi alors que le
second, c'est A dire HA2, est présent sur la membrane plasmique (Robinson, 1987). Les puits
recouverts sont capables de distinguer parmi les protéines membranaires celles qui doivent étre
internalisées (Brestscher et coll., 1980).

Il semble que ce soit le récepteur lui - méme qui porte I'information nécessaire a son
internalisation (Lazorovits et coll., 1988). Des résultats récents montrent que les différents
récepteurs susceptibles d'étre internalisés possédent sur leur domaine cytoplasmique un site de
reconnaissance 2 HA2 alors que HA1 semble caractériser un domaine différent (Pearse, 1988).
Une protéine de 50 kDa (AP50) associée 2 HA2 est le premier constituant des vésicules
recouvertes dont la phosphorylation a été visualisée (Pauloin et coll., 1982). Ces phénomenes
de phosphorylation - déphosphosphorylation (phosphatases) pourraient jouer un role majeur
dans I'apparition des puits recouverts.

Le complexe ainsi formé subit une internalisation au niveau des invaginations
recouvertes de clathrine donnant lieu A I'apparition de "vésicules recouvertes" (Goldstein et
coll., 1985).

La clathrine forme alors un maillon protéique de structure hexagonale (figure n® 19 ) et
ce systéme se déplace vers les différents organites cellulaires. Ce type de transfert existe au
niveau intra-cellulaire pour le transport des enzymes lysosomiales (Friend et coll., 1986) et il
ne constitue donc pas un mécanisme spécifique de l'endocytose par récepteur.
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Figure n® 17 : Représentation des différentes voies utilisées par les quatre classes de récepteurs
et leurs ligands (d'aprés Brown et coll., 1991). (CURL : compartiment de
coupure entre récepteur et ligand).
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4.3 MECANISMES INTRACELLULAIRES D'ENDOCYTOSE
SPECIFIQUE

L'induction du mécanisme d'endocytose étant activée, le complexe récepteur - ligand
est internalisé sous forme de vésicules recouvertes. Son devenir dans le milieu intracellulaire
dépend de la classe a laquelle il appartient, sachant que certaines molécules peuvent appartenir a
deux classes différentes ou subir un recyclage différent : I'insuline, par exemple, peut 2 la fois
appartenir aux classes I, ITI et IV (figures n° 17-18).

Classe I : le ligand lié 2 son récepteur enchassé dans un puits recouvert de clathrine
est invaginé dans une vésicule recouverte (Fine et coll., 1984). Ces vésicules perdent leurs
molécules de clathrine et fusionnent ensemble pour former un endosome. La séparation du
ligand et de son récepteur se déroule dans des vésicules appelées "CURL" = compartiment pour
le découplage du récepteur et de son ligand (Geuze et coll., 1983). Cette dissociation est
possible grice 2 la baisse du pH 2 l'intérieur de ces compartiments (pH~6). Les récepteurs sont
alors recyclés vers la membrane plasmique alors que les ligands sont dégradés dans le
compartiment lysosomial par des enzymes spécifiques de la cellule. Les récepteurs de classe I
ont une durée de vie assez longue et semblent indispensables aux cellules pour extraire
rapidement les macromolécules du milieu extérieur. L'exemple classique de ce type de
récepteurs est celui des lipoprotéines de faible densité (LDL) qui liberent le cholestérol aux
cellules cibles (Anderson et coll., 1982) ou celui des récepteurs au mannose - 6 - phosphate qui
distribuent les enzymes lysosomiales extra-cellulaires vers les lysosomes. (Lobel et coll.,

1989).
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Figure n° 18 : Les différents rdles joués par les vésicules recouvertes dans le transport
intracellulaire des protéines. Les numéros renvoient aux différentes classes
d'endocytose décrites dans le texte et empruntées par les vésicules recouvertes
(d'aprés Pauloin, 1991).



7

Classe II : Les récepteurs ayant a la fois un recyclage du ligand et de son récepteur
concernent surtout la transferrine. Ces récepteurs servent a libérer le fer de son transporteur a
l'intérieur de la cellule (Hopkins et coll., 1983). L'apotransferrine saturée par les molécules de
fer se lie aux récepteurs a pH neutre, a la surface cellulaire. Ces complexes sont internalisés
dans des puits recouverts et fusionnent en vésicules recouvertes de clathrine (Hanover et coll.,
1984). Apres perte de la molécule de clathrine et fusion avec les CURL, ou plutdt avec un
endosmoe ayant un pH interne voisin de 6.2, l'acidité libeére le fer du complexe (Yamashiro et
coll., 1984) et l'apotransferrine en milieu acide montre une affinité importante par son
récepteur, le complexe reste donc intact et subit ainsi un recyclage grice au passage par
I'appareil de Golgi. A la surface cellulaire, le pH redevient neutre et 1'apotransferrine se
dissocie de son récepteur. Ce mécanisme peut se produire plusieurs fois et le récepteur de la

transferrine présente une demi-vie assez longue.

Classe III : L'internalisation des récepteurs appartenant 2 la classe III aboutit 2 la
dégradation conjointe du ligand et de son récepteur (Carpenter et coll., 1979). L'endocytose de
ce type de récepteur est utilisée pour obtenir un signal transductionnel comme, par exemple,
avec des facteurs de croissance (EGF, PDGF,IGF..), (Heldin et coll., 1982, Geiger et coll.,
1989, Beguinot et coll., 1985). Les récepteurs sont internalisés dans des puits et des vésicules
recouvertes de clathrine comme dans les autres classes. La différence se situe au niveau de leur
passage et de leur fusion avec les CURL ol récepteurs et ligands sont retenus plus longtemps
dans ce compartiment que pour les autres classes.Ils sont ensuite isolés dans les lysosomes ol
ils sont dégradés (Cie-Chanover et coll., 1983).

La demie - vie des récepteurs de classe III est beaucoup plus courte que dans le cas
des deux classes précédentes et elle est trés réduite en présence de son ligand (Keating et coll.,

1987).

Classe IV : L'endocytose de la classe IV s'appelle la "transcytose". Elle est
impliquée pour des macromolécules transportées 2 travers des cellules polarisées (Mostov et
coll., 1985, Van Deurs et coll., 1990). Dans ce type de transport, le complexe ligand -
récepteur fusionne avec des endosomes qui sont ensuite transportés 2 la face opposée de la
cellule polarisée (Bonbel et coll., 1989). Le ligand est libéré intact 2 la face opposée de la
cellule. L'exemple classique de ce type de transport est celui des immunoglobulines de type A
(IgA) ou de type G (IgG) A travers les tissus polarisés (Mostov et coll., 1986). Les récepteurs
aux IgA sont transportés 2 la face basolatérale immédiatement apres leur biosynthese et, aprés
liaison avec I'IgA, le complexe est enchassé dans des endosmoses et véhiculé vers la face

cellulaire apicale.
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Le rdle fonctionnel d'un récepteur et de son ligand est déterminé par la classe
d'endocytose a laquelle il appartient et qui commande le récepteur. Cependant, un grand
nombre de facteurs comme:

- le type de cellule,

- 1a structure du ligand,

- la valence et la concentration du ligand,

- la distribution spatiale des récepteurs d'endocytose
jouent un rdle déterminant dans la voie suivie par le récepteur. L'insuline, par exemple,
possede des récepteurs spécifiques a la surface des adipocytes. Ceux ci peuvent étre recyclés
(classe I) ou dégradés (classe III), (Marshall, 1985), ou méme subir une transcytose (classe IV)
dans les cellules polarisées (King et coll, 1984). Les signaux qui régulent la classe
d'endocytose suivie par les récepteurs ne sont pas connus.
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4.4 FONCTIONS DE L'ENDOCYTOSE PAR RECEPTEUR

La plupart des cellules utilisent 'endocytose récepteur-dépendante pour un certain
nombre de fonctions (tableau n°® 6). Un des roles les plus importants concerne l'ingestion de
nutriments comme le fer, le cholestérol, la vitamine B17 (Golstein et coll., 1985, Willingham et
coll., 1984) ou des facteurs solubles (cytokines) tels que l'interleukine 1,2 ou l'interferon
(Grenfell et coll., 1989 ; Smith et coll., 1985 ; Anderson et coll., 1982). L'endocytose participe
également 2 la clearance métabolique de macromolécules comme les protéines, les enzymes ou
les glycoprotéines présentes dans le milieu extra-cellulaire (Aswell et coll., 1982).

La transcytose permet une forme de transport de certaines molécules a travers des
cellules polarisées (Mostov et coll., 1986), comme le passage des IgA au niveau hépatique
(Kuhn et coll., 1982) et les IgG contenues dans le lait maternel qui sont libérées chez le
nourrisson pour lui assurer une immunisation passive (Mostov et coll., 1985). Les ligands et
leurs récepteurs jouent un réle important dans la transmission du signal transductionnel avec
une augmentation de l'activité de certaines kinases induisant une croissance ou une
différenciation cellulaire (Rosén, 1987). Les ligands ainsi internalisés (insuline) peuvent aller se
localiser sur des récepteurs nucléaires et étre impliqués dans la régulation de la synthése d ARN
cellulaire. L'endocytose prend toute son importance lorsque 1'on s'apergoit que dans le cas
d'absence ou de modifications des récepteurs aux lipoprotéines (LDL),les patients qui en sont
atteints souffrent d'hypercholestérolémie familiale de pronostic grave (Goldstein et coll., 1985).
Beaucoup d'informations ont été accumulées concernant les mécanismes de I'endocytose par
récepteur. Les roles fonctionnels sont encore incomplétement connus et l'origine exacte de la
nature des signaux régulant l'initiation et le déroulement de ce phénomene reste incomprise.
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RECEPTEURS FONCTIONS REFERENCES
Classe I
. Low density lipoproteine (LDL) | Liberation de cholestérol Brown et coll (1986)
. Mannose - 6 - phosphate Transport des enzymes
lysosomiales Lobel et coll (1989)
. Tumor necrosis factor (TNF) Libération du TNF Imamura et coll
(1987)
. Fibronectine Libération de la fibronectine Brestcher (1989)
Classe II
. Transferrine Libération du fer Hopkins et coll
(1983)

Classe III
. Epidermal growth factor (EGF) | Libération de 'EGF (facteur de Beguinot et coll
croissance) (1984)
. Interleukine I (IL1) Libération de I'IL1 (monokine) Grenfell et coll(1989)
. Interleukine II (IL2) Libération de I'lL2 (monokine) Smith et coll (1985)
Classe IV
. Immunoglobuline A (IgA) Transport des anticorps dans Mostov et coll (1986)

l'intestin
. Immunoglobuline G (IgG) Transport des anticorps dans le

foie et le placenta Mostov et coll (1985)

Tableau n° 6 : Liste des principaux exemples d'endocytose par récepteur dans les différentes

classes (d'aprés Brown et coll., 1991).




CHAPITRE V

RECEPTEURS MEMBRANAIRES AUX
PROTEINES DE LIAISON DES STEROIDES
(CBG, SBP, ABP)
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5.1 GENERALITES

Le plasma humain contient deux glycoprotéines capables de lier les stéroides avec une
grande afinité: la CBG liant principalement le cortisol a la progestérone et la SBP qui fixe la
testostérone, la dihydrotestostérone et l'oestradiol (Anderson, 1974 ; Brien, 1981). Ces deux
protéines, en raison de leur capacité de liaison spécifique, ont été trés longtemps considérées
comme des réservoirs passifs d'hormones stéroides liant et délivrant de fagon réversible ces
molécules en fonction des besoins de 1'organisme. Les stéroides libres pouvaient alors diffuser
passivement, en dehors du compartiment plasmatique, et initialiser leur action hormonale au
niveau de leurs tissus cibles. L'ensemble de ce mécanisme ne laissait pas la possibilité a la CBG
et 2 la SBP de jouer d'autres roles physiologiques. Il est désormais acquis que ces molécules,
en dehors de leur role indéniable dans la balance et 1'équilibre hormonal, ont un effet
physiologique propre. En effet, un grand nombre de travaux, datant de ces dix derniéres
années, montrent de fagon certaine leur faculté d'interagir de maniére spécifique avec des
récepteurs membranaires (tableau n° 7) et il semble que la présence, ou l'absence, de stéroides
liés 2 ces protéines puisse moduler leur liaison spécifique au récepteur (Hryb et coll., 1990).

L'axe épididymo-testiculaire, chez I'homme, renferme une protéine ayant les mémes
propriétés de liaison que la SBP humaine : I'ABP. Le rat posséde cette protéine, 2 la fois au
niveau testiculaire mais également au niveau sérique, en raison de l'absence physiologique de
SBP chez cette espece. Quelques travaux ont également montré que I'ABP était capable
d'interagir de fagon spécifique avec des cellules cibles par l'intermédiaire de récepteurs
membranaires spécifiques (Steinberger et coll., 1984 ; Guéant et coll., 1988).



4 crssuaens AV 4 5 LLIOLEL ULD FRINCAFALEDS FUBLICAUIUNS SUR L°INTERACTION SPECIFIQUE "PROTEINE DE TRANSPORT" ET
TISSU CIBLE

PROTEINES DE TRANSPORT

LIAISON SPECIFIQUE
DES STEROIDES

ET/OU INTERNALISATION
ET/O0 IMMUNOLOCALISATION

TISSUS CIBLES REFERENCES

BIBLIOGRAPHIQUES

CBG Liaison spécifique Foie humain Strel’chyonok et coll., 1983
Liaison spécifique Prostate humaine Hryb et coll., 1986
Induction de l’activité Lignée cancéreuse Nakhla et coll., 1988
adenylate-cyclasique humaine (sein)
Liaison spécifique Rate de rat Singer et coll., 1988
SBP Immunolocalisation Nombreux tissus chez Bordin et coll., 1980
le singe
Immunolocalisation Epididyme et testicule Egloff et coll., 1981
humain
Liaison spécifique Endométre humain Strel’chyonok et coll., 1984
Immunolocalisation Lignée cancéreuse Tardivel-Lacombe et coll., 1984
humaine
Liaison spécifique Prostate humaine Hryb et coll., 1985
Liaison spécifique Syncyciotrophoblaste Krupenko et coll., 1990
humain
Accumulation d’adénosine Lignée cancéreuse Nakhla et coll., 1990
37,5’ monophosphate humaine (prostate)
Immunolocalisation Sein normal et Sinnecker et coll., 1990
cancéreux
Internalisation Epididyme de singe Gérard et coll., 1990
Liaison spécifique Adénocarcinome Fortunati et coll., 1991
d’endométre humain
Internalisation Lignée germinale de Gérard et coll., 1991
singe
Endocytose Lignée MCF-7 Porto et coll., 1991
Liaison spécifique Lignée MCF-7 Porto et coll., 1992
ABP Immunolocalisation Appareil reproducteur

Immunolocalisation
Liaison spécifique
Internalisation

Liaison spécifique
Liaison spécifique

male du rat
Appareil reproducteur
midle du rat

Pachyténe spermatocyte

de rat

Epididyme de rat
Epididyme de rat
Lignée germinale
chez le rat

Attramadal et coll., 1981
Pelliniemi et coll., 1981
Steinberger et coll., 1984
Gérard et coll., 1988

Guéant et coll., 1988
Felden et coll., 1992

€8
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5.2 LES RECEPTEURS DE LA CBG

Il s'est écoulé une trentaine d'années entre la découverte de la CBG (Daughaday,
1956) et celle de sa propriété de se lier 2 un récepteur membranaire (Hryb et coll., 1986). En
utilisant de la CBG purifiée et marquée a l'iode 125, il a été montré que cette protéine est
capable de reconnaitre un récepteur membranaire au niveau tissulaire chez I'homme. Au départ,
cette découverte allait dans le sens d'une plus grande pénétration de stéroides dans la cellule
cible (Hryb et coll., 1986). Il semble actuellement que ce mécanisme soit d'un autre type : en
effet, il existe des systémes récepteurs de type "hormonal" comme pour l'insuline ou ' ACTH,
et des récepteurs de type "nutriment"” comme ceux décrits pour la tranferrine ou les
lipoprotéines. Un certain nombre de différences existent entre ces deux types de récepteurs
en fonction de la constante de dissociation et de 1a concentration en ligand:

— le systeme de type "hormonal" demande une concentration de ligand proche de la
constante de dissociation (Kd). Dans ce systéme, la population de récepteurs est partiellement
occupée et l'effet hormonal induit un changement de la concentration en ligands ou en
récepteurs.

— le systéme de type "nutriment" présente une concentration en ligand trés
excédentaire a la constante de dissociation .Il en résulte alors une population de récepteurs trés
saturée par leur ligand. L'internalisation du ligand dépend du taux de récepteurs et non de la
concentration en ligand.

Le modele suivit par la CBG se rapproche du type "hormonal" (Rosen et coll., 1988).
Sa liaison membranaire semble, de plus, capable de stimuler le systtme de second messager
(AMPc) comme cela a été montré dans la lignée MCF-7 (Rosner, 1990).
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5.3 LES RECEPTEURS DE LA SBP

Strel'chyonok et coll (1984) ont été les premiers a proposer la liaison spécifique de la
SBP saturée sur un récepteur membranaire d'endometre humain. Cette nouvelle découverte
laissait supposer que le complexe formé par la SBP, son stéroide et le récepteur membranaire,
permettait d'augmenter le processus de diffusion passive du stéroide dans le milieu intra-
cellulaire. La présence de SBP dans certains tissus a été supposée depuis les travaux de Bordin
et coll (1980). Les anticorps utilisés contre la SBP possédent une immunogénicité croisée avec
I'ABP; la fluorescence observée par immunolocalisation dans certains tissus (testicule,
prostate...) peut refléter la présence d'ABP et / ou de SBP (Kovacs et coll., 1988). Depuis ces
études préliminaires, la liaison membranaire spécifique de la SBP marquée a l'iode 125 a été
retrouvée dans le placenta (Kuprenko et coll, 1990), I'hyperplasie benigne de la prostate (Hryb
et coll.,1985) et une lignée cancéreuse humaine de prostate (LNCaP) (Nakhla et coll., 1990).
Le groupe de Rosner a montré que la liaison était dépendante de la température: maximalea 37
°C et réduite 2 10 % a 4°C. Cette liaison est spécifique pour la SBP et augmente avec le temps
pour atteindre un maximum en six heures. L'activité du récepteur décroit aprés huit heures,
certainement en raison de multiples libérations de protéases d'origine membranaire. Le
récepteur a été solubilisé par du "CHAPS" (Hryb et coll., 1989) et élué sur une colonne de
filtration sur gel en chromatographie : son poids moléculaire est estimé a 167 kda.

Cette méme équipe a montré qu'il existe deux types de sites de liaison membranaire
pour la SBP sur la prostate humaine (Hryb et coll., 1985).

Avvakumov et coll (1986) ont étudié I'influence du stéroide sur la capacité de liaison
de la SBP a I'endomeétre avec différents oestrogénes ou androgenes .
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Figure n° 19 : Modele hypothétique de l'interaction entre stéroides, SBP et récepteur
membranaire 2 la SBP, sur la prostate humaine (d'aprés Hryb et coll., 1990).
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Enfin, ils ont montré que la SBP saturée €était capable de reconnaitre un récepteur
spécifique. Une autre interprétation, plus récente, de l'interaction "SBP-récepteurs
membranaires” a été proposée par Hryb et coll., (1990). Le principe de ce mécanisme est
représenté sur la figure n° 19. Ces auteurs affirment que seule la SBP insaturée est capable de se
lier 2 son récepteur membranaire (prostate) et que le stéroide régule cette liaison. En effet, dans
une seconde étape, le récepteur-membranaire li€ a 1a SBP présente une affinité beaucoup plus
importante pour le stéroide que la SBP seule. L'inhibition exercée par les stéroides sur la liaison
de la SBP a son récepteur est de type non compétitif (Rosner et coll., 1991).

Ce schéma n'est pas retrouvé dans les autres études. En effet, il existe un certain
nombre de points obscurs concernant I'hypothése précédente:

- la constante de dissociation de la SBP insaturée vis-a-vis des membranes de prostate
est plus élevée que celles retrouvées avec la SBP saturée dans les autres études,

- le modele décrit une transition allostérique réversible de la molécule de SBP induite
par les stéroides qui élimine le site de reconnaissance membranaire de la molécule. L'addition
de stéroides A la SBP insaturée liée a son récepteur ne provoque pas la dissociation du
complexe,

- la présence de stéroides endogeénes, au cours des préparations membranaires, est
indéniable et leur action n'est pas prise en compte dans ce modele.

Les résultats retrouvés dans les autres études montrent que la reconnaissance du
récepteur membranaire de la SBP requiert la formation préalable du complexe SBP-stéroide
(Strel'chyonok et coll., 1990 ; Fortunati et coll., 1991-1992 ; Guéant et coll., 1988).

La découverte importante de l'interaction spécifique de la SBP avec un récepteur
membranaire permettra certainement, dans un avenir proche, de mieux comprendre le role
physiologique de cette protéine avec ses tissus cibles.
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5.4 LES RECEPTEURS DE L'ABP

L'androgen-binding protein a été localisée dans certaines cellules du testicule et de
'épididyme chez le rat par des techniques d'immunohistochimie (Attramadal et coll., 1981 ;
Pelliniemi et coll., 1981). En effet, il existe une concentration importante d'ABP entre le rete
testis et la téte de 1'épididyme (60 a 260 nM) qui diminue trés fortement dans la partie caudale
épididymaire (25 nM). Les concentrations d'androgenes (T et DHT) dans I'épididyme suivent
le méme gradient de concentration. Ces résultats permettent de supposer que ' ABP est une
protéine nécessaire au maintient d'une concentration importante d'androgénes dans la partie
proximale de 1'épididyme (Turner et coll., 1991). Le passage de ' ABP dans les cellules
principales de 1'épididyme est un processus d'endocytose spécifique par récepteur, (Guéant et
coll., 1988 ; Gérard et coll.,1988 a-b). Le marquage a I'iode 125 de I'ABP permet de conclure
a sa présence au niveau intracellulaire mais ne donne pas de renseignements sur son caracteére
saturé ou insaturé. La méthode de purification de la proteine utilisée au cours de ces travaux
s'oriente vers une insaturation de I'ABP, en raison de I'acidité du milieu au cours de la derniére
étape (phase inverse). L'utilisation d'un marquage covalent de 'ABP permettrait de verifier
l'internalisation de la protéine saturée. Anthony et coll (1984) ont montré que la présence
intraluminale d'ABP serait associée & une bonne fertilité du liquide spermatique. Il n'est
toujours pas possible de conclure a l'importance de la présence d'ABP ou de DHT dans le
maintient fonctionnel de 1'épithélium épididymaire. Il semble donc que la caractérisation de
récepteurs spécifiques pour 1'ABP, au niveau épididymaire, puisse faire avancer la
compréhension de tous ces mécanismes.

Pour la lignée germinale, seuls Steinberger et coll (1984) ont montré I'existence de
sites de liaison pour 'ABP au niveau des pachytenes spermatocytes chez le rat. Cette étude est
trés incompléte et ne permet pas de conclure quant-a la spécificité de la liaison ou 2
l'internalisation du complexe.Enfin, la présence de sites de liaison au niveau des différents
stades de maturation de la lignée germinale n'a pas été étudiée.

En conclusion, la CBG et la SBP au niveau sérique chez I'homme possédent des sites
de liaison spécifiques dans un certain nombre de tissus cibles. Leur fonction et la régulation de
leur expression restent encore 2 élucider. L'ABP au niveau de I'axe reproducteur méle chez le
rat semble également posséder des récepteurs épididymaires et testiculaires. L'intérét biologique
reste, lui aussi, totalement incompris.
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Au cours de ce travail, nous allons semi-purifier par chromatographie liquide haute
performance de ' ABP testiculaire de rat et marquer la protéine de fagon spécifique et covalente
par un stéroide radioactif.

Nous étudierons ensuite sa liaison au niveau d'un site récepteur membranaire de la
cellule principale épididymaire et dans les différents stades de maturation de la lignée germinale

de rat.
La SBP humaine, protéine sérique de forte homologie structurale et de parenté
génomique commune avec I'ABP de rat, sera préparée dans les mémes conditions.

La spécificité de ce récepteur membranaire sera étudiée en utilisant de la SBP humaine
de fagon a examiner si la grande similitude fonctionnelle et structurale de ces deux protéines
peut engendrer une reconnaissance croisée du site récepteur . '

Nous utiliserons également des méthodes autoradiographiques afin d'étudier la
cinétique de pénétration de ces deux protéines dans les différents compartiments cellulaires de la
lignée germinale de rat et, de fagon préliminaire, chez I'homme.

Enfin, la modulation de ce processus sera envisagée par la liaison de la protéine 2 son
récepteur en fonction de I'dge de 1'animal et, grace a I'étude du role des acides gras libres sur la
liaison de I'ABP épididymaire a la dihydrotestostérone, pour examiner la répercussion de leurs
actions biologiques sur la reconnaissance de I'ABP par son site de liaison membranaire.

L'ensemble de ces expériences nous permettra de formuler des hypothéses sur le role
joué par I'ABP au niveau cellulaire.
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I. MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1. ANIMAUX

Nous avons utilisé des rats Wistar adultes (40 a 60 jours) d'un poids moyen compris
entre 230 et 280 grammes et des rats immatures (15 jours) d'un poids moyen de 100 grammes.

I.2. SERUMS DE FEMMES GESTANTES

Les sérums de femmes enceintes, au troisi¢eme trimestre de leur grossesse, ont été
recueillis  la maternité régionale de Nancy. Apres rétraction du caillot, le sang est centrifugé et
les sérums sont mélangés et stockés a -20°C.

1.3. TESTICULES HUMAINS

Nous avons utilisé des fragments testiculaires aprés biopsies prélevées dans le service

du docteur Larcher.
1.4. PREPARATION DE L'EXTRAIT TESTICULAIRE

Cette méthode est la premicére étape de purification de 1'androgen-binding protein 2
partir du testicule de rat. Les testicules sont donc prélevés, apres sacrifice de 'animal 2 1'éther,
le plus rapidement possible pour éviter toute dénaturation protéique. L'ensemble des étapes
ultérieures se déroule sur bain de glace.

Les testicules sont dégraissés et séparés avec soin de 1'épididyme. Ils sont ensuite
plongés dans un tampon contenant 20 mM de tris-HCI (pH 7,4) avec 10% de glycérol ( V/V).
Ce mélange est homogénéisé avec un broyeur 2 des vitesses croissantes. L'homogénat final est
centrifugé 2 17.000 g pendant deux heures 4 +4°C. Une précipitation sélective est alors réalisée
avec 0,36 g/ml de sulfate d'ammonium ajouté au surnageant pendant douze heures, a 4°C, et
centrifugé A nouveau dans les mémes conditions que précédemment. Le surnageant est ensuite
régénéré par une dialyse contre vingt fois son volume en tampon tris-glycérol décrit
précédemment et I'échantillon final est concentré dix fois dans une cellule Amicon. Le mélange
final , appelé "extrait testiculaire" , sera utilisé dans les étapes ultérieures de chromatographie.
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1.5. PREPARATION DE L'EXTRAIT EPIDIDYMAIRE

Les épididymes de rat adulte (40 a 60 jours) sont prélevés et séparés avec soin des
testicules. Ils sont ensuite dégraissés et la préparation de 1'extrait épididymaire suit le méme
protocole que celui précédemment décrit.

1.6. CELLULES EPIDIDYMAIRES ISOLEES

La préparation de cellules principales épididymaires est réalisée au laboratoire
d'histologie-embryologie I (Pr Grignon) par B. Leheup. Les épididymes de rats "wistar "
immatures, ou adultes, sont séparés en trois parties: la téte, le corps et la queue. Chaque
segment €pididymaire est fragmenté et incubé successivement avec différentes solutions
enzymatiques: collagénase-dispase, soja-bean trypsine inhibiteur, Dnase de type I dans un
tampon phosphate (pH 7,35) pendant vingt minutes, & 37°C, sous agitation. La capsule
épididymaire est ensuite retirée a 1'aide de forceps. Les fragments obtenus subissent les mémes
incubations enzymatiques une deuxié¢me fois. Une dissociation plus compléte des fragments
épididymaires est obtenue grice a un passage multiple a travers une seringue . A la fin de cette
deuxieéme partie, une troisiéme incubation est réalisée pendant 45 minutes pour obtenir une
dissociation cellulaire complete. La solution finale est filtrée et les cellules épididymaires isolées
sont suspendues dans un milieu sans calcium avant d'étre comptées sur un hématimetre. Elle
sera finalement ajustée dans une solution finale & 106 cellules /ml.

1.7. CELLULES GERMINALES ISOLEES

La préparation de cellules germinales de rats "wistar" est réalisée au laboratoire
d'histologie-embryologie II (Pr Gérard) par A. Gérard. Les testicules sont isolés et coupés en
morceaux. Les tubes séminiféres sont alors prélevés sous loupe binoculaire et placés dans un
milieu RPMI 1640 (pH 7). Les cellules appartenant aux différents stades de maturation de la
lignée germinale sont libérées du tissu intesticiel par un broyage mécanique lent (Potter), et
filtrées a travers du coton cardé pour éliminer les débris tissulaires. Le mélange est ensuite
centrifugé 2 1000 g pendant dix minutes. Le culot obtenu est suspendu dans le méme milieu
frais et les cellules sont observées et comptées sous microscope a contraste de phase. Un test de
viabilité au bleu trypan nous donne une survie supérieure a 95%. Cette méthode d'isolation est
non dénaturante car les cellules germinales sont trés fragiles. Un exemple de la composition des
suspensions cellulaires obtenues par cette méthode est le suivant:
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SPERMATOGONIES 6%

SPERMATOCYTES PRIMAIRES ET SECONDAIRES  34%
SPERMATIDES RONDES 25%

SPERMATIDES ALLONGEES  21%

SPERMATOZOIDES 3%

AUTRES (Corps cellulaires; érythrocytes; cellules de Leydig; cellules de
Sertoli...) 11%

Ces cellules sont quantifiées selon leur stade de maturation, par microscopie optique.

Elles sont ajustées dans une solution finale 2 106 cellules/ml.

1.8. PREPARATION DE FRACTIONS ENRICHIES EN
MEMBRANES PLASMIQUES

Le protocole d'enrichissement utilisé est identique pour les cellules principales
épididymaires ou les cellules de la lignée germinale. La solution calibrée A 106 cellules/ml
obtenue précédemment est broyée 2 vitesses croissantes dans un tampon tris-HCl (20 mM) pH
7,4 sur bain de glace. Une solution contenant des antiprotéases (leupeptine, pepstatine...), des
antibiotiques (bacitracine) et des antiseptiques est ajoutée dans le milieu réactionnel, pour éviter
toute dénaturation protéique , dés le début de la rupture cellulaire par broyage et libération des
enzymes cellulaires. L'homogénat ainsi obtenu est centrifugé dix minutes a2 1000 g dans le
tampon précédent contenant 1 mM de CaClj et de MgCly. Le surnageant obtenu est centrifugé
2 27.000 g dans le méme tampon contenant 300 mM de mannitol. Le culot obtenu (Culot 1) est
a nouveau centrifugé dans les mémes conditions, sans mannitol.

Enfin, le dernier culot (culot 2) correspond a la préparation enrichie en membranes
plasmiques.

Ce protocole est schématisé par la figure n°20. Au cours des différentes étapes de la
manipulation, l'activité enzymatique de la 5'-nucléotidase est mesurée et un contrdle en

microscopie optique est réalisé.



96

Cellules (épithéliales épididymaires ou germinales)

(106 cellules/ml)
homogénéisation du culot cellulaire 3 fois
5 min, & +4°C, a vitesses croissantes
dans le tampon (A)
Homogénat
centrifugation 10 min 2 1 000 g (+4°C)
dans le tampon (A)
Surnageant
centrifugation 30 min 227 000 g (+4°C)
dans le tampon (A) + 300 mM de
mannitol
Culot 1
centrifugation 30 min & 27 000 g (+4°C)
dans le tampon (A) sans mannitol
Culot 2
= préparation enrichie

en fractions membranaires

Figure n°20: Protocole d'enrichissement en membranes plasmiques de cellules principales
épididymaires (Publication III) ou de cellules germinales (Publication IV).

Tampon (A) : - 20 mM tris - HC1 pH 7,4
- 0,4 mM PMSF
- 0,1% aprotinine (V/V)
- 0,01% de bacitracine (V/V)
- 1 mM CaCl; et MgClp
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I1.9. EXTRAITS MEMBRANAIRES SOLUBILISES

La préparation d'extrait membranaire solubilisé est réalisée selon deux protocoles
différents:

- a partit de I'épididyme entier ou de ses segments (téte, corps, queue),

- 2 partir de la solution membranaire précédente.

1.9.1. EXTRAITS MEMBRANAIRES SOLUBILISES A PARTIR DE
L'EPIDIDYME

La préparation solubilisée est réalisée a partir des différents segments épididymaires
(téte, corps, queue) de rats wistars immatures (15 jours). Ces fragments viennent d'une
centaine d'épididymes et sont homogénéisés séparément par segments dans un tampon tris-Hcl
(20 mM), pH 7,4 contenant 1,5 mM d'EDTA et 10% de glycerol (V/V). Ce mélange est ensuite
centrifugé a 17000 g pendant deux heures & 4°C. Le culot est lavé trois fois dans le méme
tampon. Il est alors incubé en présence de 0,01% de triton X-100 (V/V), 0,4 mM de PMSF et
0,3 mM d'azide de sodium. Le mélange obtenu est passé dans un générateur d'ultra-sons et
incubé quarante-huit heures a 4°C. Apres ultra-centrifugation 2 100 000 g pendant une heure, 2
4°C, le surnageant est appelé "extrait protéique membranaire", aliquoté a -80°C avant d'étre
utilisé au cours des étapes ultérieures.

1.9.2. EXTRAITS MEMBRANAIRES SOLUBILISES A PARTIR DES
FRACTIONS MEMBRANAIRES

Le culot 2 précédent, contenant les membranes plasmiques des cellules épididymaires
ou germinales, est incubé en présence d'un tampon tris-HCI (20 mM) pH 7,4 contenant 1% de
triton X-100 (V/V), 1 mM de CaCl; et 1 mM de MgClz pendant deux heures, 3 +4°C. Aprés
centrifugation 2 15 000 g pendant quinze minutes, a 4°C, le culot est dissous dans le méme
tampon, sans triton X-100, avant d'étre utilisé pour les étapes ultérieures.
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1.10 PREPARATION DE FRACTIONS ENRICHIES EN NOYAUX

Deux testicules de rat adulte (60j) sont isolés et une suspension de cellules germinales
est obtenue selon le protocole décrit précédemment. Le culot cellulaire est recueilli aprés
centrifugation douce (1000 g pendant dix minutes) et les cellules germinales sont comptées sur
un hématimetre.On homogénéise la suspension cellulaire avec 15 ml d'acide citrique a 5%.

( cette solution réduit la fragilité nucléaire) dans un potter. Le mélange est centrifugé 5 minutes,
a 2500 g, et le culot resuspendu dans 5 ml d'acide citrique. L'homogénat obtenu est déposé sur
une couche de sucrose 0,88 M dans de l'acide citrique.Le tube est & nouveau centrifugé
5 minutes a 5000 g, sur un rotor angulaire. Les couches supérieures sont éliminées par
aspiration et le culot contient la suspension de noyaux. Elle est mélangée dans un tampon tris-
HCI (10 mM), contenant 10 mM de NaCl et 25 mM d'EDTA (pH 7,4). La suspension est
centrifugée 2 minutes a 2500 g, et subit trois lavages succesifs dans les mémes conditions,
jusqu'a un pH voisin de la neutralité. Elle est enfin resuspendue dans le méme tampon ot I'on
ajoute 0,02 M d'azide de sodium pour la conservation. On aliquote enfin le mélange de noyaux
et il est congelé 2 -20°C. Une observation en microscopie optique est réalisée avant la
congélation.
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II. TECHNIQUES

A. METHODES BIOCHIMIQUES

2.1. SEMI-PURIFICATION DES PROTEINES

L'extrait testiculaire ou épididymaire, décrit dans le chapitre précédent, est le point de

départ pour l'obtention des protéines.
.CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (CLHP)

Les extraits précédents sont injectés successivement sur deux types de colonnes en CLHP.
1°) Chromatographie sur diol 200:

L'échantillon est injecté sur une colonne analytique (250 mm x 7 mm LD.) ou
préparative (250 mm x 25 mm L.D.) de type diol 200 qui permet une séparation des molécules
en fonction de leur degré d'hydrophobicité et de leur taille (gel-filtration). L'ABP de rat ou la
SBP humaine sont deux protéines fortement hydrophobes. La phase mobile utilisée est un
tampon tris-Hcl (20 mM) pH 7,4, contenant 10% de glycerol (V/V) et 5 % d'éthyléne-glycol
(V/V) & un débit de 1 ml/min ou de 10 ml/min pour la colonne analytique ou préparative.

L'ensemble des fractions éluées est analysé par prélévement d'un aliquot (150 pl) donc
l'activité de liaison 2 la dihydro-testostérone tricitée ou la Ag.testostérone est évaluée. Les

fractions contenant ' ABP,ou la SBP, sont concentrées sur une cellule d'ultrafiltration (Amicon)

avant la deuxi¢me étape chromatographique.
2°) Chromatographie sur supérose 6B.

La fraction concentrée précédente est élevée sur une colonne de gel-filtration de type
supérose 6B (300 mm x 10 mm LD.). La phase mobile utilisée est un tampon tris-HCI (20
mM) pH 7,4 contenant 0,15 M de NaCl, 1 mM de CaCl; et | mM de MgCly. La colonne est
calibrée avec du bleu dextran, de I'eau trictée et un mélange de protéines de poids moléculaires

parfaitement déterminés.
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2.2. Pré-purification du récepteur membranaire de I'ABP.
1°) A partir de I'extrait membranaire solubilisé épididymaire

Des quantités croissantes d'ABP iodée, ou marquée par photoaffinité, sont incubées en
présence de 0,4 ml d'extrait épididymaire solubilisé (1.9.1.). Le mélange est complété 2 1 ml 2
l'aide d'un tampon tris-HCI (20 mM) pH 7,4, contenant 10% de glycérol (V/V), 10 mM de
CaCl2, 0,4 mM de PMSF et 0,05% de triton X-100 (V/V). 1l est incubé une nuit, 3 4°C, sous
agitation, avant d'étre injecté sur une colonne de supérose 6B du méme type que celle décrite
précédemment. La phase mobile utilisée est un tampon tris-HCl (20 mM) pH 7,4 contenant
0,15 M de NaCl, 0,4 mM de PMSF et 0,01% de triton X-100 (V/V), a un débit de 1,2 ml/min.
Le méme protocole est réalisé en présence de 10 mM d'EDTA 2 la place du CaClj pour étudier
I' action du calcium sur la liaison de ' ABP 2 l'extrait membranaire épididymaire solubilisé. La
fraction radioactive obtenue dans le volume mort de la colonne précédente (au niveau du bleu
dextran) est collectée et analysée en ultra-centrifugation sur gradient de saccharose (5 2 35%) a
180.000 g avec des protéines standards, de coefficient de sédimentation connu (thyroglobuline,
catalase et sérum albumine bovine).

2°) A partir de I'extrait membranaire solubilisé de fractions membranaires

On incube des quantités croissantes d'ABP de rat ou de SBP humaine, en présence
d'extraits solubilisés de membranes ou de cellules épididymaires, ou germinales (1.9.2.),
pendant une heure 2 4°C. La liaison non spécifique est évaluée par une pré-incubation de
l'extrait avec un excés d'ABP ou de SBP non marquée.L'importance du calcium dans la liaison
membranaire est étudiée en remplagant le CaCly du milieu par 20 mM d'EDTA. L'échantillon
est ensuite élué sur une colonne de supérose 6B, dans les mémes conditions que précédemment
(1:9.2.);

2.3. Marquage par photoaffinité de I'ABP de rat et de la SBP humaine.

Cette étape se déroule sur 'extrait testiculaire de rat obtenu précédemment (1.4.) pour le
marquage de 'ABP ou sur le sérum de femmes enceintes ( 1.2.) pour la SBP.
Le marquage par photoaffinité est spécifique et covalent. Il a ét€ mis au point par Taylor et Coll.
(1980) pour I'ABP et, plus récemment, par Grenot et Coll. (1988) pour la SBP sérique. Les
protéines sont repérées dans le milieu grace a la photoexcitation en ultra-violet (345nm) qui
libére une double liaison de la Ag-testostérone (17 B hydroxy-oxo 3 androstanediéne 4,6)-

trictiée.
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Ainsi 10 ml d'extrait testiculaire ou de sérum de femmes enceintes sont placés dans un
tube en pyrex transparent aux longueurs d'ondes ultra-violettes. On ajoute au milieu 1nanomole
de Ag-testostérone tritiée et on illumine par une lampe émettant 2 345 nm pendant 4 a 6 périodes
de quinze minutes, espacées de dix minutes de repos, sous agitation magnétique, ventilation et
en chambre froide (4°C) pour limiter toute dénaturation protéique provoquée par échauffement.
Cette longueur d'onde est éloignée de I'absorption du cytosol testiculaire (271 mm) et de la
zone de filtration du pyrex (350 nm) pour permettre la photoexcitation. A la fin de cette
exposition, 1'échantillon est centrifugé & 1500 g pendant quinze minutes et le surnageant
contenant la protéine marquée est injecté sur la premiére colonne chromatographique (diol 200).

2.4. Marquage de I'ABP de rat a l'iode 125.

Le marquage 2 l'iode 125 de I'ABP est réalisé a partir de la méthode de purification
complete de la molécule (Gueant et Coll., 1986). Ce marquage radioactif dérive de la méthode
décrite par Marckwell (1982). Deux iodobeads sont lavés dans un tampon tris-HCI (20 mM)
contenant 0,5 M de NaCl (pH 7,4) et incubés pendant cinq minutes avec 0,1 mCi d'iode 125
dans 0,2 ml du tampon précédent. On ajoute ensuite 20 pg d'ABP purifiée. Aprés quinze
minutes d'incubation, le mélange est élué sur une colonne de séphadex G-25 pour éliminer

l'iode 125 non fixé et les résidus protéiques non marqués.

B. ETUDES DE "BINDING"

2.5. ETUDE DE LA LIAISON DU STEROIDE SUR LA PROTEINE

2.5.1. Etude de la liaison de la dihydrotestostérone a I'ABP
épididymaire de rat

Nous avons étudié la liaison du stéroide (3HDHT) 2 I'ABP épididymaire, préparé
selon le protocole précédemment décrit, en utilisant la méthode de Pearlmann et Crepy (1967).
Cette méthode est basée sur le principe de la dialyse a I'équilibre en présence d'une suspension
de gel séphadex G 25 jouant le role d'une membrane semi-perméable. Elle nous a permis de
mesurer les différents parametres de liaison.
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La suspension de gel séphadex G-25 est répartie dans une série de tubes: 0,2 g de gel
dans un volume final de 2 ml en tampon phosphate 0,06 M pH 7,4. Ce mélange est laissé a
gonfler deux heures a température ambiante avant toute manipulation ultérieure. Le ligand libre
(U) se répartit ainsi entre le volume externe du gel et le volume interne alors que le ligand 1i€ a la
protéine (B) reste dans le volume externe. L'équilibre de dialyse est atteint en une heure, a
température ambiante, sous agitation douce.

Le pourcentage de ligand li€ 2 la protéine et le rapport B/U sont obtenus en calculant :

- la radioactivité totale dans chaque tube, grice A une série de quatre tubes sans
sephadex.

- le coefficient de partage du ligand (K') est déterminé pour chaque expérience par une
série de quatre tubes avec séphadex mais sans protéine.

—> K' = x/a-x ol a est la radioactivité totale ajoutée dans le tube et x la radioactivité

mesurée dans le volume externe du tube sans protéine.

Cette technique permet de calculer la constante d'association (Ka) et le nombre de sites
de liaison par molécule de protéine, en utilisant la représentation graphique de Scatchard (1949)
avec la correction de Rosenthal (1967) pour éliminer la liaison non spécifique.

Lorsque ces études de liaison étaient réalisées en présence d'acides gras libres (AGL),
ceux-ci étaient déposés au fond du tube et évaporés a sec, sous azote. Ils étaient alors repris par
1 ml de tampon phosphate une goutte d'éthanol, bouchés et placés sous agitation une nuit, a
4°C. Le gel de séphadex (0,2 g) est ajouté le lendemain et laissé 2 gonfler deux heures avant
d'ajouter la protéine et le ligand. Les stéroides endogenes présents dans l'extrait épididymaire
sont éliminés par l'action de charbon activé (Norit) A la concentration de 5%, une heure, 2 20°C,
avant toute manipulation.

Les études en présence d'AGL ont été réalisées a I'aide de deux concentrations
protéiques différentes d'extrait épididymaire afin de calculer, grace a la représentation graphique
de Dixon, les constantes d'inhibition (Ki) des AGL sur la liaison de la DHT 2 la protéine.
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2.5.2. Etude de la capacité de liaison de la dihydrotestostérone a 1'ABP
testiculaire par CLHP.

Les échantillons sont préparés a partir de 400 pl dans un volume total de 500 ml de
tampon tris-HCI (20 mM) , pH 7,4 pendant 18 heures, a 4°C, sous agitation rotative. Les
quantités de dihydrotestostérone ajoutées varient de 11 a2 176 pmoles par échantillon. Ce
mélange est injecté sur une colonne analytique diol 200, du méme type que celle décrite
précédemment, mais avec un débit de 1 ml/min. Cette technique permet de séparer la DHT liée a
I'ABP testiculaire du stéroide libre. L'utilisation des méthodes graphiques de Scatchard (1949)
nous donne les parametres de liaison de ' ABP.

2.6. ETUDE DE LA LIAISON MEMBRANAIRE DES PROTEINES DE
LIAISON DES STEROIDES

Ces études ont été réalisées a la fois sur cellules isolées, préparations enrichies en
membrane plasmique, extraits protéiques membranaires solubilisés A partir de cellules
principales épididymaires et de cellules de la lignée germinale. Le protocole réalisé suit un
déroulement logique, identique pour les deux modeles cellulaires.

Les étapes utilisées sont successivement:

- une cinétique d'association-dissociation,

- une étude de liaison en fonction de la température, du pH, de la présence de calcium
ou d'enzymes ou encore de poisons cellulaires,

- une représentation graphique de Scatchard (1949) avec une correction de Rosenthal
(1967) pour caractériser les parameétres de liaison,

- une épreuve de spécificité de la liaison avec différentes protéines,

- une étude par CLHP de la liaison en mini-colonne de gel-filtration.

Nous allons étudier successivement toutes ces étapes.
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2.6.1. Cinétique d'association-dissociation

L'étude cinétique de la liaison de ' ABP marquée par photoaffinité avec son récepteur
membranaire a été réalisée en incubant une quantité déterminée de protéine marquée par
photoaffinité avec 10 millions de cellules (ou 1'équivalent en fractions membranaires soit 2,5
mg de protéine) dans un volume final de 10 ml (tampon tris-HCI, pH 7,4). Ce mélange est
placé a 4°C, sous agitation et 1 ml de la suspension est prélevé a des temps d'incubation allant
de 2 2 120 minutes. L'aliquot prélevé est immédiatement centrifugé, le culot est lavé deux fois
avec le tampon précédent et centrifugé & nouveau pour éliminer ' ABP non liée a la membrane
cellulaire. Le dernier culot est alors compté en scintillation 3 par addition de 3 ml de liquide
scintillant.

Une seconde étude est effectuée de la méme fagon, mais aprés quinze minutes
d'incubation, une quantité trés excédendaire d'ABP non radioactive est ajoutée au milieu pour
étudier la réversibilité de la liaison a 4°C.

Cette étude cinétique est réalisée sur cellules entiéres et fractions membranaires.

2.6.2. Etude physicochimique de la liaison protéique

Nous avons étudié la liaison membranaire de ' ABP de rat ou de la SBP humaine en

faisant varier différentes conditions physicochimiques:

. une étude cinétique d'association identique a celle précédemment décrite a été
effectuée en parallele, A deux températures 4°C et 34°C,

. une étude sur l'action du pH dans la liaison membranaire a été réalisée en incubant la
protéine et les fractions membranaires pendant deux heures 2 4°C en présence de différentes
solutions tampons:

- 0,02 M tris-HCI pH 8,

- 0,1 M phosphate de sodium pH 7 et 6,

- 0,05 M acérate de sodium pH 5 et 4,

- 0,02 M citrate de sodium pH 3 et 2.

Le pH final du milieu réactionnel est ajusté, avant l'incubation, au pH du tampon
correspondant.

. L'importance du calcium dans la liaison est évaluée en présence, ou en absence, de
10 2 20 mM d'EDTA dans la solution tampon.

. L'action de la trypsine (10 mg/ml), de la chaleur (60°C) et de différentes substances

médicamenteuses (streptozotocine, chloroquine...) est étudiée.
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2.6.3. Estimation des parameétres de liaison membranaire

L'ABP de rat ou la SBP humaine, marquées par photoaffinité en concentration
croissante, sont incubées en présence de 106 cellules par tube (ou I'équivalent en fractions
membranaires), en double, pendant une heure, a 4°C.Le volume final de l'incubat est fixé a
1 ml avec du tampon tris-HCI (20 mM) pH 7,4, contenant 0,15 M de NaCl., 1 mM de CaClp
et 1 mM de MgClj (et des antibiotiques pour les fractions membranaires).

La radioactivité du surnageant est mesurée en scintillation . La représentation de
Scatchard (1949) avec la correction de Rosenthal (1967) sont utilisées pour étudier les
parametres de liaison (Ka, nombre de site/cellule , nombre de site/mg de protéine...).

La méme expérience est réalisée en présence d'un exces d'ABP froide, préincubée une
heure auparavant avec le matériel cellulaire pour évaluer la liaison non spécifique. Le mélange
est ensuite centrifugé pendant 15 minutes a 20 000 g pour les fractions membranaires et a 2500
g pour les cellules entiéres. On élimine le surnageant et le culot est & nouveau lavé avec du
tampon frais deux ou trois fois.

2.6.4. Spécificité de la liaison

La liaison spécifique de ' ABP de rat avec les cellules isolées, ou les fractions
membranaires, est étudiée par préincubation de 100 cellules (ou I'équivalent) avec des solutions
protéiques contenant 0,1 nmole de lactotransférrine humaine, serotransférrine, asialofétuine,
fétuine et sérum albumine bovine. Chaque solution protéique est incubée avec le matériel
biologique pendant une heure, 2 4°C, dans un tube différent. On ajoute ensuite une pmole
d'ABP marquée par photoaffinité dans chaque tube. On incube & nouveau la solution dans les
mémes conditions et on compte le culot cellulaire aprés centrifugation et deux lavages. On
étudie la reconnaissance croisée du site récepteur par préincubation de l'extrait cellulaire avec de
la SBP humaine non marquée ou, inversement, avec de ' ABP de rat froide, avant d'ajouter de
la SBP marquée.

Les résultats sont exprimés en pourcentage maximum d'inhibition de la liaison
membranaire par rapport 3 un échantillon incubé dans les mémes conditions avec de ' ABP

radioactive.
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2.6.5. Etude de la liaison de l'extrait membranaire solubilisé par
CLHP.

L'extrait membranaire solubilisé par du triton X-100 (0,5 ml) est incubé pendant une
heure, a 4°C, avec de ' ABP ou de la SBP marquée ( 1,5 pmole). A la fin de cette période, le
mélange est injecté sur une mini-colonne de gel-filtration (0,46 cm x 20 cm) remplit de supérose
6B. Les fractions éluées sont collectées et analysées en scintillation 8.

Cette méthode nous a également permis d'étudier la spécificité de la liaison (par
préincubation de l'extrait solubilisé avec de ' ABP ou de la SBP non radioactive), I'action du
calcium (en ajoutant de I'EDTA dans le mélange réactionnel) ou encore l'effet du pH (en
ajustant le pH du milieu 2 5 au lieu de 7,4).

C. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES

2.7. ETUDE DE LA LIAISON ET DE LA CINETIQUE DE
PENETRATION CELLULAIRE DE LA PROTEINE MARQUEE PAR
AUTORADIOGRAPHIE.

Ces techniques histologiques ont €été réalisées dans le laboratoire d'histologie-
embryologie II (Pr Gérard) sur différents stades de maturation de la lignée germinale de rat et,
de fagon préliminaire, chez I'homme.

Les cellules de la lignée germinale sont préparées, selon la méthode décrite
précédemment, A partir des tubes séminiferes isolés: 106 cellules (homme) ou 4.106 cellules
(rat) sont incubées dans 150 W1 de milieu MEM + HAM Fj2 (50%, V/V), a 34°C, sous
agitation, avec de I'ABP de rat (0,25 pg) ou de la SBP humaine (30 ng), pendant une durée
allant de 10 a 30 minutes selon les clichés. Un contrdle de la spécificité du mécanisme, ou de la
dépendance au calcium, est réalisé avec une préincubation des cellules 30 minutes avec de
I'ABP non marquée, a + 4°C, ou en présence d'EDTA.
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Les cellules sont alors fixées avec 2,5% de glutaraldéhyde dans un tampon cacodylate
0,1 M (pH 7,2), a + 4°C, pendant trois heures puis fixées dans de l'acide osmique (2%)
pendant une heure, lavées dans le tampon cacodylate précédent et incluses dans de I'Epon. Des
coupes (80 nm) sont recouvertes de 1'émulsion L4 (Ilford) et sont révélées aprés 3 mois
d'exposition a l'abri de la lumiére (+4°C), soit avec du Microdol-x (Kodak) soit avec un
révélateur "grain fin" (Agfa). Elles sont enfin observées avec un microscope équipé d'un
systeme de mesure (Philips) permettant la localisation des grains d'argent correspondant 2 la
source radioactive. Les images sont analysées qualitativement et quantitativement. Une étude
statistique utilisant le test de Student est destinée 2 comparer le nombre de grains d'argent par
unité de surface en fonction du stade de la cellule germinale.

2.8. ETUDE DE LA PENETRATION EPIDIDYMAIRE PAR
MICROINJECTIONS INTRALUMINALES D'ABP

Des petits fragments d'épididymes de rat, appartenant 2 la partie proximale ou caudale,
sont placés dans un milieu de survie (HANKS 199.) & température ambiante. Des
microinjections d'’ABP iodée (20 a 40 ng), ou marquée par photoaffinité (18 2 36 ng), sont
effectuées au niveau de la lumiere du tube épididymaire sous controle microscopique.

Une étude cinétique est effectuée en incubant le traceur, 2 4°C, durant des périodes
allant de 2 2 75 minutes. Un contrdle de la spécificité de la liaison est effectué par une injection
préalable d'ABP non marquée 5 minutes avant la protéine radioactive.

L'action de I'EDTA est également étudiée en I'ajoutant dans le milieu injecté. On
évalue aussi l'effet de deux poisons cellulaires: la cycloheximide et la chloroquine injectées
séparément 15 2 120 minutes avec le traceur.

Aprés ces microinjections, un protocole de révélation, identique 2 celui décrit
précédemment, est réalisé pour obtenir des clichés. Une étude statistique du nombre de grains
d'argent par unité de surface cellulaire est également effectuée.
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D. DOSAGE DES ACIDES GRAS LIBRES
EPIDIDYMAIRES

Cette méthode est réalisée dans le laboratoire de biochimie du Pr Nunez (Inserm
U224).

Un volume de I'extrait épididymaire et du sérum de rat adulte (60 jours) est extrait par
un mélange de cyclohexane/acétate d'éthyle (V/V) et chromatographié sur une colonne de
séphadex LH 20. Les AGL contenus dans la premiére fraction sont analysés qualitativement et
quantitativement par chromatographie en phase gazeuse. Aprés dérivation méthylique et
chauffage, le mélange réactionnel est extrait trois fois par 1 ml d'hexane. Il est ensuite évaporé a
sec, repris dans 0,1 ml d'hexane et injecté sur une colonne capillaire méthyl/silicone, avec une
programmation de température de 5°C/min de 175°C a 250°C.

Les concentrations en AGL sont mesurées par rapport a un €étalon interne : l'acide
heptadécanoique (C17:0).

Une analyse enzymatique globale de la teneur quantitative en AGL a été effectuée par
le test WAKO lorsque I'analyse qualitative de chaque classe d'AGL n'était pas nécessaire.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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I. SEMI-PURIFICATION DE L'ABP TESTICULAIRE ET
MARQUAGE PAR PHOTOAFFINITE (PUBLICATION I)

1.1. But de I'étude

L'ABP testiculaire de rat a été purifiée dans notre laboratoire a partir de quatre étapes
en CLHP (Guéant et Coll., 1986). Cette méthode permettait d'obtenir une protéine de trés
grande pureté (99%) avec un faible rendement (14%) di principalement aux conditions
dénaturantes de la derniére étape chromatographique (phase inverse).

Nous avons donc développé une méthode de semi-purification de 'ABP en utilisant
uniquement les deux premiéres étapes chromatographiques, et cela dans un double but :

- mesurer la capacité de liaison de la protéine avec des quantités croissantes de DHT
tritiée,

- pré-purifier de I'ABP marquée par photoaffinité afin d'étudier, par la suite, son
activité de liaison membranaire. La publication I fait référence essentiellement a la premiére
étape (mesure de la capacité de liaison) et nous avons modifié le marqﬁagc de la protéine
(photoaffinité) pour la seconde étape (étude de la liaison membranaire).

1.2. Résultats

Le profil chromatographique de l'extrait testiculaire incubé avec des concentrations
croissantes de DHT tritiée nous donne deux pics chromatographiques majeurs (figure n°1). Le
premier (10-11 minutes) correspond a de I'ABP caractérisée, lors de la deuxieéme étape, en gel
filtration (supérose 6B) qui nous montre que la protéine obtenue est un mélange de monomere
(45 kda) et de dimere (90 Kda).

Le deuxi¢me pic est constitué par I'hormone libre (18 min). L'étude par représentation
de Scatchard (1949) indique que cette méthode permet d'évaluer les parametres de liaison de
I'ABP testiculaire a la DHT triti€e .En effet, une capacité de liaison de 16 nmole/l (Kd = 71,4
nmole) est retrouvée lorsque I'extrait testiculaire est traité par le chlorydrate de guanidine . Elle
est de 7,8 nmole/l (Kd = 35,7 nmole) dans le cas contraire (figure n°2).
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Cette méthode a ensuite été utilisée dans un but de semi-purification de I'ABP
testiculaire en marquant l'extrait testiculaire de départ par photoaffinité. La premiére étape
préparative chromatographique nous donne un profil présentant deux pics se chevauchant 2 six
minutes et a dix minutes (figure n°3). Les fractions correspondantes ont été collectées et
concentrées avant d'étre déposées sur une colonne de gel-filtration. Le chromatogramme obtenu
(figure n°21) nous montre trois pics majeurs. Le pic & dix-neuf minutes (au niveau du bleu
dextran) correspond a des aggrégats protéiques de haut poids moléculaire. Le dernier pic (45
min) représente une liaison non spécifique, peut-étre due a une dénaturation de I'ABP au cours
de la préparation. Seul le pic majeur a 34-36 minutes correspond au poids moléculaire de ' ABP
(90 Kd). Ces fractions concentrées nous donne deux bandes majeures en condition
dénaturantes (SDS) a 52500 Da et 46000 Da (figure n°21). Les valeurs obtenues sont proches
de celles retrouvées dans les autres études (Musto et Coll. 1977-1980).

1.3. Discussion

Dans un premier temps, nous avons évalué la capacité de liaison stéroidienne de 'ABP
testiculaire par CLHP.

La plupart des autres travaux ont étudié la capacité de liaison de I'ABP épididymaire,
en concentration beaucoup plus importante (Tindall et Coll., 1974; Taylor et Coll., 1980; Musto
et Coll., 1980). Le testicule représente le lieu de synthése de la protéine et il était intéressant
d'étudier la capacité de liaison de I'ABP testiculaire. Les différences structurales entre ABP
testiculaire et épididymaire étant essentiellement dues 2 la partie glucidique de la protéine, les
résultats obtenus dans notre étude confirment que la composition de la copule glucidique
n'intervient pas dans la liaison du stéroide 2 la protéine (Danzo et Coll., 1991). Le marquage
covalent de la protéine, par photoaffinité, apporte une bonne stabilité a celle ci permettant de la
détecter au cours des étapes chromatographiques. Nous avons étendu les résultats de la
publication I afin de mieux pré-purifier la protéine en ajoutant une étape de gel-filtration.
L'élimination de chlorydrate de guanidine dans la préparation de I'extrait testiculaire permet de
diminuer la dénaturation protéique. Cette étape semble interférer sur la reconnaissance de I'ABP
par les sites de liaisons membranaires €étudiés ultérieurement.

La réduction du nombre d'étapes chromatographiques, par rapport A notre premiére
étude, nous permet d'obtenir une protéine suffisamment pure, marquée de fagon spécifique et
covalente, pour étudier son action au niveau membranaire.

Nos résultats sont trés proches de ceux trouvés par Larrea et Coll. (1981), aussi bien
sur l'activité spécifique de la protéine que sur son degré de pureté (45%).
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Androgen-binding protein (ABP ) was first discovered in rat epididymis. This
glycoprotein is synthesized by Sertoli cells from rat testis. Most of it is released
into the lumen of the tubules. The function and the fate of ABP in seminiferous
tubules and in epididymis remain uncertain. We have recently purified this
protein from rat testis and demonstrated that it is internalized by the principal
cells of the caput of epididymis, using electron microscopy radioautography
[1]. The purification as well as the study of the metabolism of ABP requires a
reliable method for determination of its binding capacity in biological fluids
and tissue extracts. Various methods have been used to quantitate ABP. The
electrophoretic methods of Corvol et al. [2] and Ritzen et al. [3] determine
the dihydrotestosterone (DHT') binding capacity of ABP from f-counting of

03780347 /90/%03.50 © 1990 Elsevier Science Publishers B.V.



slices corresponding to bound and free [*H]DHT. Other methods, such as ra- 114
dioimmunoassay and radioisotope dilution assay with dextran-coated char--
coal, are less reliable [4,5]. Recently, another method was described which
uses ion exchange on mini-columns [6].

This paper describes the use of high-performance liquid chromatography
(HPLC) to determine the [°H]DHT binding capacity of ABP from tissular

extracts.
EXPERIMENTAL

Chemicals and reagents

5a-Dihydro-[1,2,5,6,7-°H ] testosterone (180 Ci/nmol) was obtained from
the Radiochemical Centre (Amersham, U.K.) and 4gs-testosterone (174-4,6-
hydroxy-[1,2-*H] (N)-androstanedien-3-one) (48.6 Ci/mmol) was obtained
from NEN Research Products (Boston, MA, U.S.A.).

Scintran® (for scintillation counting) was from BDH (Poole, U.K.) and
glycerol and guanidine hydrochloride from Merck (Darmstadt, F.R.G.). All
other reagents were obtained as described previously [7].

Preparation of tissue extracts .

Testes were obtained from 250-g adult Wistar rats. Organs were decapsu-
lated and homogenized in ice-cold 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) containing
10% (v/v) glycerol (TG buffer) with a tissue ratio of 1:2, using a Polytron
homogenizer. The suspension was centrifuged at 105 000 g for 1 hat 4°C. ABP
was precipitated from the supernatant by slowly adding ammonium sulphate
to a final concentration of 0.36 g/ml. The mixture was incubated overnight at
4°C under rotative agitation, and it was centrifuged at 17 000 g for 2 h at 4°C.
The pellet was dissolved in buffer and centrifuged again. The supernatant was
used as a testis extract for the determination of the DHT binding capacity of
ABP. One part of this sample was dialysed against 20 volumes of TG buffer.
The other part was dialysed in an additional step, against 5 M guanidine hy-
drochloride, in order to remove the endogenous androgens, which could satu-
rate ABP in the tissue extract, according to a procedure previously described
[8]. The sample was then renaturated against 20 volumes of TG buffer.

High-performance size exclusion chromatography

The injected samples were prepared by incubating 400 ul of tissue extract
with ["H]DHT in a total volume of 500 ul of TG buffer for 18 h at 4°C under
rotative agitation. The experiment was repeated under the same conditions
with the amount of ["H]DHT increased from 11 to 176 pmol. The binding
capacity of ABP and its dissociation constant (K,) for ["H]DHT were deter-
mined using a Scatchard plot [9].

The HPLC analysis was performed using a two-pump gradient system
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(Waters Assoc., Milford, MA, U.S.A.). The injector was a Rheodyne 655-0890
valve fitted with a 1-ml loop. The separation of bound and free tritiated an-
drogens was performed on a Diol 200 (7 um, 250 mm X7 mm I[.D.) column
(Merck). The mobile phase was T'G buffer containing 10% (v/v) ethylenegly-
col, and the flow-rate was 1.0 ml/min. The eluted tritiated androgens were
collected in 1-ml fractions using a Frac-100 fraction collector (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). Tritiated androgens were quantified by liquid scintillation
spectrometry (Packard Model 5780), using 5 ml Scintran for 50 ul of each
fraction, with a counting efficiency of 30%.

Gel permeation fast protein liquid chromatography (FPLC)

The fractions of ABP-[*H |testosterone eluted from the Diol 200 column
were pooled and poured onto a Superose 6™ column (30 cm X 1.0 cm L.D.).
The column was eluted with TG buffer at a flow-rate of 0.5 ml/min using an
FPLC system (Pharmacia) with two P-2500 pumps. The fractions were col-
lected and treated as described above for liquid scintillation spectrometry. The
column was calibrated using tritiated water, dextran blue 2000 and standard

proteins, as described previously [10].

Electrophoresis
Disc polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was used for determination

of bound and free tritiated androgens according to the method of Corvol et al.
[2]. A 50-ul volume of tissue extract was incubated with [*"H]DHT (0.5 uCi,
2.7 pmol) for 2 h. A dense solution (saccharose at saturation) and a drop of
bromophenol blue were added. A 50-ul aliquot of this mixture was poured onto
the top of the gel. Migration was performed at 4°C, at 1 mA per gel. The gel
was cut, and each slice was incubated with 1 ml of toluene and 4 ml of Scintran
prior to liquid scintillation spectrometry. Analysis of the protein content of the
tissue extract and of the fractions of ["H]DHT-ABP collected from the Diol
200 column were performed in sodium dodecyl sulphate (SDS) PAGE using
an automated Phast System™™ (Pharmacia). The polyacrylamide gradient was
8-25%,and 2.5% SDS and 5.0% f-mercaptoethanol were added to each sample.
The sample was heated at 100°C for 5 min and poured onto the gel after the
addition of bromophenol blue. Reference proteins for molecular mass estima-
tion were phosphorylase b, bovine serum albumin, ovalbumin, carbonic an-
hydrase, trypsin inhibitor and «-lactalbumin.

Photoaffinity labelling
A 10-ml volume of the dialysed testicular extract were incubated overnight

with 1 nmol J;["H ]Jtestosterone at 4°C under rotative agitation. After expo-
sure to UV light (345 nm) for four 15-min periods under controlled tempera-
ture, the sample was ready for injection, in order to separate the covalently
bound .1;["H |testosterone from the remaining free ;[ 'H Jtestosterone. The
separation was performed on a preparative Diol 200 column (10 um, 250
mm X 25 mm [.D.) at a flow-rate of 10.0 ml/min.
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RESULTS AND DISCUSSION

An example of an HPLC elution profile of [*H]DHT from the Diol 200
column is given in Fig. 1. When [*H]DHT was incubated with the tissue ex-
tract, [*"H]DHT bound to ABP was eluted in two peaks with retention times
0of 6.8 0.6 and 10.6 0.7 min (Fig. 1). The retention times of these peaks did
not change when samples of different concentrations were injected. The minor
peak was the first to be eluted and it could correspond to a specific binding of
DHT to a carrier protein rather than to absorption of [*’H]DHT on albumin,
because it disappeared when [*H]DHT was incubated with the tissue extract
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Fig. 1. Chromatogram (Diol 200 column, 250 mm X7 mm L.D.) obtained with ['H]DHT incu-
bated with 400 gl of rat testicular evtosol extract (@ ). ["H|DHT bound to ABP and free ['"H|DHT
are eluted at 10.6 and 18.1 min. respectively. A control analysis is shown (Q) for the injection of
["H |DHT alone. in which no peak for ["H |DHT appears at 10-11 min. The same elution profile
was ubtained when 400 @l of rat testicular eyvtosol extract were incubated with labelled and un-

labelled DHT in a molar ratio of 1:200,
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in excess of non-labelled DHT (Fig. 1). Its DHT binding capacity was esti-
mated to ca. 0.13 pmol/mg of protein, and its Ky ca. 47.6 nM.

When a part of the second peak of bound [*H]DHT eluted from the Diol
200 column was injected on to a Superose 6 gel permeation column, it was
eluted as a main peak corresponding to an estimated relative molecular mass
of 45 000. A minor peak corresponding to an estimated molecular mass of 95 000
was also observed. It was therefore concluded that the peak of bound [*H|DHT
which was eluted with a retention time of 10-11 min from the Diol 200 column
corresponded mainly to a monomer of ABP. The dissociation of dimeric ABP
was not complete, since a minor peak corresponding to the dimer was observed
in Superose 6 gel permeation. The dissociation may be the result of unspecific
interaction of the protein with the solid phase of the column. The retardation
of elution could be also due to an interaction of ABP with the matrix.

Free [*H]DHT was eluted from the Diol 200 column with a retention time
of 18.1+0.9 min. The between-run coefficients of variation of the retention
times of bound and free [*H ] DHT were estimated as 6.5 and 4.8%, respectively
(n=10). When [*H]DHT and tissue extract were successively injected and
filtered through the Diol 200 column, no radioactivity was removed in the sec-
ond analysis. This was carried out to verify that no ["H]DHT remained ad-
sorbed on the column after each analysis.

The Scatchard plot demonstrated that ['H]DHT was specifically bound to
ABP with a binding capacity of 3.3 pmol/mg of protein, using the guanidine
hydrochloride dialysed testis extract (Fig. 2). This result was higher than the
binding capacity of 2.6 pmol/mg estimated with the method of Corvol et al.
(2]. In fact, the method of Corvol et al. [2] is known to underestimate the
DHT binding capacity [3]. The ["H]DHT binding capacity of ABP was esti-
mated to be 0.54 pmol/mg in the non-treated testis extract. A similar result
has been obtained by Larrea et al. [11] for the specific activity of ABP in rat
testis extract treated by ammonium sulphate precipitation, using a radioiso-
topic dilution assay with dextran-coated charcoal.

The enhancement of ABP specific activity in testis extract after dialysis
with guanidine hydrochloride can be explained by the desaturation of ABP
(8]. Guanidine hydrochloride dialysis has a mild effect on the binding site of
ABP after renaturation of the extract since the K, was double that determined
with the untreated extract: K;, was estimated to be 71.4 and 35.7 nM for ABP
from the testis cytosol extract treated with guanidine hydrochloride and from
the untreated extract, respectively. These values are ten-fold higher than those
obtained by other techniques [5,6 ], but the tissue extract was different because
it was obtained after ammonium sulphate precipitation of the ABP fraction.
One may assume that such a procedure modifies the affinity of DHT for ABP,
either by denaturation of ABP or by enhancement of the ionic strength of the
medium; a part of dimeric ABP is dissociated and eluted as a monomer in our
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Fig. 2. Scatchard plot of dialysed (——) and non-dialysed (- - -) cytosol extract from rat testis

incubated with increasing amounts of [*H|DHT.

HPLC method (Fig. 1). Another explanation for the low K|, of the ABP-DHT
complex could be that DHT has a lower affinity for monomeric ABP than for
the dimer.

A Diol 200 column (with a preparative column) was also used to separate
4;-testosterone bound the ABP from free 4,-testosterone after photoaffinity
labelling of ABP from tissue extract. Two peaks of bound J,-testosterone were
eluted with retention times of 6 and 10 min (Fig. 3). When free 4,-testosterone
alone was injected under these conditions it was eluted with a retention time
of 18 min. When a part of the fractions corresponding to the peaks 1 and 2
(Fig. 3) were injected on a Superose 6 gel permeation column, they were eluted
in positions corresponding to estimated relative molecular masses (M,) of
95 000 and 49 000, respectively. Peaks 1 and 2 therefore corresponded to the
monomer and the dimer of photoaffinity-labelled ABP.

The photoaffinity labelling of ABP in crude tissue extracts has been previ-
ously described by Taylor et al. [12]. These authors used dialysis to separate
free from bound _;-testosterone. The Diol chromatography is more rapid and
easier to perform.

SDS-PAGE of the fraction of monomeric 4;-testosterone-ABP eluted from
the Diol 200 column showed that proteins and peptides were simultaneously
present in the fractions (Fig. 4); two protein bands (46 800 and 52 500) had
M, values close to that of the monomers of ABP [7,11]. Using the Diol 200
column, ABP was well separated from albumin, which had a retention time of
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Fig. 3. Chromatogram (preparative Diol 200 column, 250 mm X 25 mm [.D.) obtained with tes-
tosterone incubated with 3 ml of rat testicular cytosol extract. Photoaffinity labelling was per-
formed as described in the text. The preparative column was eluted at a flow-rate of 10 ml/min.
The photoaffinity-labelled ABP was eluted as both dimer and monomer, with respective retention
times of 6 and 10 min. Absorbance detection (ABS, ——) was performed at 280 nm (1.0 a.u.l.s.).

Fig. 4. SDS electrophoresis of the fraction of ["H|DHT-ABP complex collected from Diol 200
chromatography. T'wo protein bands have M, values (46 800 and 52 500) close to that of a mono-
mer of ABP. The presence of abundant contaminating peptides was noticed. M, values were es-
timated using phosphorylase b, albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor and
a-lactalbumin as reference molecules (right lane). Their M, (10~") values are indicated by arrows.

ca. 6.6 min, even though its M, is close to that of albumin. From calibration of
the Diol 200 column with standard molecules, it was also observed that ABP
was eluted in a position corresponding to that of glucagon [13].

In conclusion, we have improved a rapid and reliable HPLC method for sep-
arating the free androgens from androgens bound to ABP in tissue extracts.
This method has been used to measure the binding capacity of ABP and to
prepare semi-purified photolabelled ABP from rat testis extract.
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II. CARACTERISATION D'UN RECEPTEUR MEMBRANAIRE
DE L'ABP DE RAT AU NIVEAU EPIDIDYMAIRE
(PUBLICATION II)

2.1. But de 1'étude

Des résultats préliminaires avaient montré, en 1988, dans notre laboratoire (Gueant et
coll.), que I'ABP pouvait reconnaitre des sites de liaison membranaire avant d'étre internalisée
de fagon spécifique dans les cellules principales de 1'épididyme de rat (Gérard et Coll., 1988 a-
b).

Afin de montrer la présence d'un récepteur membranaire spécifique de I'ABP au niveau
épididymaire, nous avons étudié la liaison de cette protéine iodée, ou marquée par photoaffinité,
sur I'épididyme de rat immature (15 jours) par trois voies différentes: '

- sur un extrait protéique membranaire solubilisé,

- par une étude sur cellules entiéres isolées,

- grice 2 une cinétique de microinjections et de pénétration de la protéine par un suivi
autoradiographique.

2.2. Résultats

2.2.1 Liaison de I'ABP avec l'extrait membranaire solubilisé

Le profil d'élution de I'ABP marquée par photoaffinité, et incubée avec des extraits
membranaires solubilisés par du triton X-100, de la téte de 'épididyme de rat nous donne un
pic & 19 min. correspondant 2 une masse moléculaire de I'ordre de 2000 Kda, (figure 1a). Le
complexe est bien séparé de I'ABP marquée seule (32 min). Ce pic, obtenu sans extrait
membranaire, correspond 2 une masse moléculaire de 90 KDa qui est celle de 1a molécule
d'ABP native. Ces expériences ont donné des résultats similaires avec de I'ABP marquée a
l'iode 125, cependant la stabilité au cours du temps est beaucoup moins bonne.
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La présence d'EDTA (10 mM) ou l'excés d'ABP froide inhibent fortement la
formation du pic récepteur (19 min) de 50 % et 80 % respectivement. La liaison de 'ABP a
I'extrait membranaire est donc spécifique et la présence de calcium dans le milieu réactionnel est
nécessaire 2 la liaison. La figure 1b nous montre une courbe de saturation d'extrait membranaire
solubilisé en présence de quantités croissantes d'’ABP iodée. Nous avons ainsi évalué la
capacité de fixation de I'extrait membranaire & 7,9 pmole/mg de protéine au niveau de la téte de
I'épididyme. La méme expérience, réalisée avec le corps et la queue de l'organe, nous donne
une nette diminution de la liaison (5 et 10 fois). Le pic récepteur de I'ABP est séparé par
ultracentrifugation sur gradient de saccharose, et correspond 2 des coefficients de sédimentation
de 18,4 S et 9 S. (figure 2a).

Enfin, une étude de la liaison de ' ABP iodée avec son récepteur épididymaire a été
réalisée en fonction du pH et présente une fixation maximale pour un pH compris entre 6 et 8

(figure 2b).
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Masse moléculaire (Kda)
Coefficients de sédimentation (S)
Activité du récepteur (téte / queue)
pH optimum

Calcium dépendant

Constantes d'affinités (Ka) (10-° M)
Nombre de sites / cellules
Inhibiteurs

Maximum de liaison

Réversibilité

Spécificité

Endocytose par récepteur

2000
18,4 et9
10 fois supérieure
628
oui
679 et2,8
1600 /7700
EDTA / Trypsine / chaleur / cycloheximide
20 min. (+4°C)
oui
oui

oui

Tableau n°8 : Caractérisation physicochimique du récepteur épididymaire
de I'ABP chez le rat de 15 jours
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2.2.2 Liaison de I'ABP avec les cellules épididymaires isolées

L'étude de la liaison de ' ABP marquée par photoaffinité sur les cellules épithéliales
épididymaires se déroule a 4°C et la courbe de cinétique d'association montre un maximum de
liaison en 40 min. (figure 4a). Cette liaison est saturable et réversible comme le montre la
dissociation du complexe aprés ajout d'un exceés d'ABP froide. La représentation de Scatchard
(1949), et la correction de Rosenthal (1967), démontrent la présence de deux sites de liaison
avec des constantes d'association respectives de 67,9 et 2,8 nM-1 (figure 3). L'ensemble de ces
résultats est résumé dans le tableau n° 8 . Le nombre de sites de liaison de faible affinité est cinq
fois plus élevé que ceux de forte affinité. La fixation membranaire de I'ABP est calcium-
dépendante comme le montre I'action de I'EDTA (66 % de diminution) .Elle est spécifique car
la préincubation de l'extrait avec différentes protéines n'altére pas sensiblement la liaison

membranaire A 'ABP.

2.2.3 Etude autoradiographique aprés microinjections d'ABP dans la
lumiére épididymaire

L'ABP marquée est retrouvée au niveau des cellules principales de 1'épididyme. La
prédominance du traceur (ABP) est située dans la zone apicale apreés 3 2 5 minutes d'injection
d'ABP iodée. Le nombre de grains d'argent (~ 20 /um d'épididyme) est deux 2 trois fois plus
faible au niveau de la queue épididymaire par rapport 2 la partie proximale. Le traitement des
animaux avec de la cycloheximide, deux heures avant l'injection d'ABP marquée, diminue
significativement le nombre de grains radioactifs retrouvés dans I'épithélium (table 2). Un effet
inhibiteur est également observé avec l'injection d'ABP froide ou de 'EDTA.

Une étude de saturation est réalisée en fonction du temps d'incubation (figure 4b). La
détection d'ABP marquée dans I'épithélium épididymaire est trés rapide (2 min) et montre une
saturation 2 partir de 20 min.

L'effet de la chloroquine présente dans le milieu, trente minutes avant l'injection de la
protéine, induit une augmentation significative du nombre de grains radioactifs retenus par
rapport a la préparation témoin ( table 3). La densité du marqueur est de 2,5 et 4,5 fois aprés 10
et 20 minutes d'incubation, respectivement.
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2.3. Discussion

Cette étude montre une liaison spécifique, suivie d'une pénétration intra-cellulaire de
'ABP au niveau des cellules principales de 1'épididyme de rat immature (15 jours). La gel-
filtration de l'extrait membranaire reconnaissant la protéine nous donne un aggrégat de haut
poids moléculaire (2000 Kda) qui nécessite une purification ultérieure. En effet, ce résultat est
dix fois supérieur a celui trouvé par Hryb et Coll. (1989) au cours de la purification du
récepteur de la SBP au niveau des membranes prostatiques humaines (167 Kda). La nature
protéique du récepteur est fortement suggérée par l'action des protéases (trypsine) et sa
sensibilité A la chaleur. Le récepteur épididymaire étudié sur cellules isolées est spécifique,
saturable, réversible et la liaison est calcium-dépendante. L'utilisation d'un marquage covalent
de I'ABP diminue de fagon trés importante les interactions non spécifiques et le choix de la
température du milieu d'incubation ( 4°C) ne permet pas I'endocytose du complexe sur cellules
isolées.

L'étude des microinjections, et sa révélation par autoradiographie, nous montre la
pénétration de I'ABP dans la cellule principale épididymaire. L'action de la chloroquine nous
apporte quelques éléments de réponse sur le type d'endocytose pouvant étre utilisée par ' ABP:

- il existerait une libération de ' ABP et de son récepteur a pH acide, ce qui orienterait
le procesus vers un recyclage possible du récepteur,

- l'action de la chloroquine, qui diffuse dans le milieu intra-cellulaire et augmente le pH
du milieu, provoque une accumulation significative du traceur,

- la présence d'ABP dans le compartiment acide de la cellule induit une libération du
stéroide , comme cela a été montré avec de I' ABP iodée liée A de 1a DHT tritiée (Guéant et Coll.,

1988).

En conclusion, ce travail permet de confirmer et de caractériser les paramétres
biochimiques et la cinétique de 1'endocytose par récepteur de ' ABP sur les cellules principales

épididymaires.

Par contre, nous n'avons aucun argument concernant le devenir intra-cellulaire de
I'ABP, si ce n'est son action possible au niveau de la membrane nucléaire (cf. discussion

générale).
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\BSTRACT

Ve have studied the binding of ['*'I-iodo]androgen-
inding protein (ABP) and of ['11]A-testosterone
hotoaltinity-labelled ABP o receptors in the plasma
wmbrane of rat epididymal cells in three wayvs: ABP
mding to a Triton N-100-solubilized membrane
stract, ABP binding to isolated epithelial cells in
uspension and autoradiography of segments of dis-
ceted epididvmides after in-vitro intraluminal injec-
on of labelled ABP. The binding of iodinated ABP o
e receptor was similar to that o photoattinity-
thelled ABP el tiltration, The ABP-recepror
smples was cluted from Superose 0 gels as an
seregate, with a molecular mass of 2000 kDa. Tt was
sparated o two peaks by sucrose gradient ultracen-
1fugation, with respectve sedimentation coefficients
[ 18.4 and 9.0s. The activity of the receptor (ABP-
ding capacity‘mg protein) was tenfold higher in
1w caput than in the cauda. The binding of ABP to the
ceptor was pl dependent, being almost abolished at

pl <4. The binding at 4°C of photoalfinitv-labelled
ABP to epithelial cells corresponded to two types of
binding sites. The numbers of high-altinuy and low-
affinity sites per cell were 1600 and 7700 respectively;
the association constants of these sites were 67.9 and
2.8 litres/nat respectively. The binding was decreased
by treatment of the cells with trypsin or incubation in
the presence of EDTA. The binding i vitro of
labelled ABP to the epididymis epithelium reached a
maximum after about 20min at +°C. In the autoradio-
graphic study the tracer was found o be closely
assoctited with coated pits, coated vesicles, endosomes
and pale multivesicular bodies. Treatment of rats with
cveloheximide significantly reduced the uptake of the
tracer. Perfusion v vitro of epididymides with chloro-
quine produced a fourfold mnerease ol the tracer in
endosomes and multivesicular bodies.

Jowrnal of Molecular Endocrinology (1991) 7, 113-122

NTRODUCTION

1 the rat tesus, androgen-binding protein (ABP) 1s
‘nthesized by Sertoli cells and secreted mostly into
ie tubular lumen, ABP is present in seminal Huid
lansson, Ritzen, French & Navieh, 1973) and is
so detectable in principal cells of the epididymis,
angimmunohistochemstry (Feldman,  Lea,
struszet al. 1981 Pelliniemi, Dym, Gunsalus et al.
IS1). Lacation of efferent ductules affects the
meentraston ol ABP i the proximal epididymis,
wreesting that the protem s taken up by the cells
rench & Rizen, 19750, Tlis hyvpothesis has been
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recently confirmed by our group, who observed
uptake of 1wdinated ABP by principal cells of the
cpididymis, using electron microscopy autoradi-
ography (Gérard, Khanfri, Guéant ¢f al. 1988). It
remains to be determined whether this uptake is
receptor mediated. A preliminary study showed the
binding of 1odinated ABP to a Triton N-100 extract
of plasma membranes from rat epididvmis epi-
thehim (Gudéant, Frémont, Khanfri er al. 1988).

In the present work we studied the binding of
wodnrated and  photoaftfinitv-labelled ABP 1o the
plasma membrane of eprdidvmal cells i three wavs:
J physicochenmcal study ol ABP bindine to g soluble
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embrane extract, incubation with isolated cells in
ispension, and autoradiography of the epithelium
“dissected epididvmides segments injected in vitro
ith labelled ABP.

ATERIALS AND METHODS

1emicals

iemicals were obtained as described by Frémont,
iéant, Felden et al. (1990) and Gérard, Egloff,
‘rard et al. (1990).

rification and labelling of ABP

‘P was obtained from homogenized rat testis and
rified by high-performance liquid chromatogra-
v (HPLC) as described elsewhere (Guéant,
anfri, Gérard et al. 1986). The purified molecule
siodinated as described by Guéant et al. (1986).
e specific activity was of the order of 0.2 mCi/mg
itein, The physicochemical properties of the
inated  molecule showed the absence of any
wlicant denaturation when determined by Super-
O gel filtration, sucrose density ultracentrifuga-
1 or column isoclectrofocusing (Guéant et al.
0). The photoalfinitv-labelled ABP was prepared
leseribed by Frémont ef al. (1990) according to
method of Tavlor, Smith & Danzo (1980). Ten
ilitres of the tesucular extract were incubated
h Tamol [H]A-testosterone (173-[1,2-"H(N)]-
Iroxvandrosta-4,0-dien-3-one; 48.0 Ci.'nmol)
rnight at 4°C, under rotary agitation. \fter
osure to u.v, hight for four consecutive periods of
nin, the sample was injected into a preparative
LC column (Diol Lichroprep 200; 25X 2.5 ¢m).
scolumn was eluted with 20 my Tris—=HCl buffer
[ 7.4) containing 5% (v/v) ethvleneglveol at a
s rate of 10ml ‘min. The peak of bound ["H]A,-
osterone was cluted with a retention time of
. The corresponding fraction was stored in
uots at =80°C. Each aliquot was filtered by fast
tein liquid chromatography Superose 6 gel fl-
ion prior to use. The gel filtration column
1X530em) was eluted with 20mym Tris-HCI
fer containing 10% (v v) glveerol and 0.15 m
“lat a flow rate of 1.2ml/min. The column was
orated with dextran blue 2000 and tritiated water
eseribed by Frémont e al. (1990). The peak of
erie photoaffinity-labelled ABP was cluted with
tention time of 32 min corresponding to an 3/ ol
00, Tt was collected and stored - aliquots, at
FC, before usge. Dime-red illunimation was used
ne the HPLC solauon of photoattinny-labelled

Lotoavord any photolyss,
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Preparation of membrane protein extract from
rat epididymis

One-hundred epididymides from 200g Wistar rats
were cut into three parts corresponding to the caput,
the corpus and the cauda. They were homogenized
on ice in 20 mMm Tris—=HCI buffer (pH 7.4) comntain-
ing 1.5my EDTA and 10% (v/v) glvcerol and
centrifuged at 17000 g for 2 h at 4°C. The pellet was
washed three times with 20 myt Tris—HCI buffer
(pH 7.4) containing 10% glycerol (TG buffer), by
centrifugation. The pellet was incubated with four-
fold its volume of TG buffer containing 0.05% (v/v)
Triton X-100, 0.4 ma phenylmethvlsulphonyvl fluor-
ide (PMSF) and 0.3mwm NaNj, sonicated and
incubated for 48h at 4°C. After centrifugation at
100000 g for 1 h at 4°C, the supernatant was used as
the protein membrane extract and stored in aliquots

at —80°C.

Biochemical study of the binding of iodinated
ABP to the membrane protein extract

Increasing amounts (0.3-10 pmol) of the 1odinated
or photolabelled ABP were incubated with 0.4 ml
membrane protein extract and with TG buffer
containing 10 ma CaCl,, 0.4 my PMSFEF and 0.05%
(v/v) Triton X-100 in a total volume of 1 ml. The
incubation was performed overnight at 4°C under
rotary agitation. The sample was poured onto a
Superose 6 column (1.6X30c¢m), cluted with TG
buffer containing 0,15 3 NaCl, I my CaCl. 0.4 mum
PMSE and 0.01% Triton NX-100 at a flow rate of
[.2ml/min. The same experiment was repeated
with the use of [0 ma EDT\, instead of 1 mat CaCls,
in order to inhibit the calctum-dependent binding of
ABP to the membrane protein extract. The column
was calibrated as described previously, using thyro-
globulin, immunoglobulin G and intrinsic factor as
reference proteins (Guéant, Jokinen, Schohn ¢t al.
1989).

The radioactive peak which eluted in the position
of dextran blue was collected and analysed by
sucrose  density  ultracentrifugation.  In  another
series of experiments, the effect of pH on the
binding of iodinated ABP to the soluble receptor was
studied. The membrane protein extract (0.4 ml) was
incubated with 2 pmol (30 ul) 1odinated ABP and
0.45 ml various buffer solutions (0.02 3 Tris-HCI
buffer, ptf 8.0, 0.1z sodium phosphate buffer, pH
7, O0.1s sodium phosphate buffer, pH 0, 0.05 M
sodium acetate bulfer, pH 3, 0.03 w acetate buffer,
pll 4, 0,02 entrate=HCI buffer, pH 3 and 0.02m
citrate=HCT buffer, pll 2). The pI of the incubation
mixture wias adpusted o that of the corresponding
buffer. Ner overnight incubation at +°C under
rotary agitation, the sample was studied by centrifu-
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ation (180000 g) through 5-35% (w/v) gradients of
ucrose for 16 h. Thyroglobulin, catalase and bovine
erum albumin, of known sedimentation coef-
cients, were used for reference.

solation of epididymal epithelial cells

Vistar rats were killed at 15 days of age. The caput
sididvmis was dissected and trimmed from associ-
ed fat. Small fragments were subsequently incu-
ated in a solution of collagenase dispase (500 mg/1),
vbean trypsin inhibitor (100 mg/l) and D).ase
vpe I; 30mg/l) in 0.1:m phosphate buffer (pH
33) for a period of 20 min at 37°C, while shaking.
he epididymal capsule was then torn out using fine
rceps. The fragments were subsequently incu-
ited for a second period in the same enzyme
lution. The progressive dissociation of the epidi-
‘mal tubular fragments from the surrounding
terstitial tissue was obtained by passing it through
2ml syringe several times. At the end of this
zond period, the epididvmal tube fragments were
ally incubated in the enzyme solution for 30-
min until full cellular dissociation. This was
tmized by several passages through an 18-gauge
edle. The enzyvme solution was then filtered and
sasolated cells were pelleted down and resus-
nded in calcium-lree buffer solution before being
anted in a haemocvtometer.

nding of the labelled ABP with isolated
ididymal cells

wing of photoaffinty-Labelled ABP to the isolated
Is was studied by incubating mcreasing amounts
125-1.0pmol) of labelled ABP with 10" cells/
t-tube in TG bulfer (pIl 7.4) containing 0,12
Cl, I'mym CaCl, and Imy MeCls. Incubation
ume was | ml The test-tubes were shaken at 4°C

[h. The cells were centrifuged at 300 g for
min and washed three times with the incubation
ffer. The radioactivity of the pellet was measured
er sonication and addition of 3ml scinullation
aid. Non- ~=pucitic binding was determined to be
roxtmately 12% by duplicating the experiment in
presence of non-labelled ABP (100 times the
wentration of labelled ABP). Specific binding
s caleulated by subtraction of non-specitic bind-
from total binding of the tracer to the cell pellet.
ccond series was prepared in the same conditions,
ept that 3 my EDTA was added to the incubation
dium instead of divalent cations. N third series
s prepared by meubating the cells with 0.1 nmol
nan lactotransferrin,  serotransterrin,  astalofe-
w, fetuine and bovine serum albumin before
ling 0.5 pmaol photoattinny-labelled ABP. The
c-course of the uptake of Labelled ABP to the cell
penston was studied by omenbatne 13 107 cells

with 7.5 pmol photoaffinity-labelled ABP at 4°C.
The incubation volume was 15 ml. Aliquots (1 ml) of
the shaken suspension were removed after various
incubation times (2-120min). Bound ABP was
estimated by measuring the radioactivity of the
pellets as described above. The same experiment
was repeated in the same way, except that non-
labelled ABP (100 times the amount of labelled
ABP) was added to the incubation mixture after
10 min of incubation of cells with the tracer, in order
to study the dissociation of labelled ABP.

In-vitro uptake of labelled ABP by epididymis
segments

After ether anaesthesia, small fragments of rat
epididymis were dissected from the proximal caput
or the cauda (zone 2 or 5, as defined by Reid &
Cleland (1957)) and placed in culture medium
(Hanks' 199; Seromed, Biopro, Strasbourg, France)
at room temperature. An operating microscope
(Zeiss) and a Leitz micromanipulator were used for
the microinjections as previously described (Gérard
et al. 1988). Each mlcrn:n]eumn corresponded to
20-40 ng (+-8nCi) for [l" [-iodo] ABP and to 18-
36 ng (1-2nCi) for ['H]A,-testosterone. A volume
of 0.5-1 ul tracer was carefully infused for [ min into
the epididymis lumen and maintained for different
incubation times. The kinetie study was performed
at 4°C for 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40 and 75 min. In this
study, 20-40ng 1odinated ABP (4-8nCi) were
injected per test in the proximal caput frazments.,

The protocol for inhibition of the uptake of
iodinated ABP by unlabelled ABP consisted of two
steps with proximal caput fragments: injection of
unlabelled ABP for 5nmun into the lumen, and a
subsequent injection of labelled ABP in the frag-
ments at 4°C for 3min. The effect of EDTA was
tested by washing the epididymal fragments with
20ma Tris=HCI buffer containing 10%  (viv)
glhveerol, 10us EDTA and 0,125y NaCl for 13 nun
before injection of 1ul ["**-iodo] ABP diluted in the
same buffer. The effect of evcloheximide was tested
by 1.p. injection of 0.53mg cyveloheximide kg 2h
before the micromjection of labelled ABP in the
lumen of dissected epididymis tubules. The effect of
chloroquine was tested by perfusing 0.2 my of the
drug in 0.1y sodium phosphate buffer (pH 7.4)
0.15 M NaCl into the lumen of epididvmides 30 min
before injection of the tracer.

Tissue processing for electron microscope
autoradiography

[njected tubules were tixed for 2h at 47C with 2.5%
(v v) glutaraldehyde buffered with 0.1y sodium
cacodvlate (pll 7.2), posttised for Th with 2%
ostmium tetrontde e the same butfer, dehvdrated

Fosctrttetd oot Vhiole o teianr Fongibes o vy 100y



J.-L. GUEANT and others

129

Receptor-mediated endocytosis of ABP

and embedded in epon. Three or four blocks were
made in each experiment. These sections were
processed for autoradiographic studies as described
previously (Gérard et al. 1988). The autoradio-
graphs were exposed for 2 or 3 months, and
developed in Microdol-X (Kodak, Rochester, NY,
U.S.A.) and examined in a Siemens 102 A trans-
nission electron microscope.

\utoradiographic analysis

Localization of silver grains was performed using
1ther direct analysis on the transmission electron
nicroscope screen (analvsis of the whole epithelium)
»r micrographs (distribution over cytoplasmic or-
anelles by the resolution boundary method) (Sal-
eter, McHenry & Salpeter 1978); in the latter,
tlver grains were assigned to each organelle if they
‘ere over it, or within one half distance of it. The
alf distance used here was 90nm for 1251 and
+3nm for "H. The scoring of the silver grains
verlaving the whole epithelium was made directly
a the microscope screen at a magnification of
6000 (Gérard ¢t al. 1988). The grain number was
bulated on consecutive fields of epithelium. The
ngth of the epithelium was measured with the use
“calibrated beads. For cach experimental condition
ime, interval or drugs), a length of 1000-3000 um
as analvsed including three or four different
ocks. The number of grains was expressed as the
can number of grains 100 wm length of epithelium
cach block, and the deviation for cach ume was
leulated from the sets of data collected. The grain
wnts were staustically compared using Student’s £-
T'he time-course of grain numbers was assessed
caleulating the correlation coefticient between the
an number and the log ume from 2-20 min, A
we-way analysis of vartancee followed by Student’s ¢-
stwas used for the statstucal assessment of the
fferences between the time groups.

:SULTS

nding of labelled ABP to soluble membrane
tract

portion of the 1odinated ABP or of the photoafti-
v-labelled ABP which was incubated with mem-
ane protein extract, was cluted as an aggregate in
perose O gel fltraton (Fig. la). The molecular

ssoof this agerecate was esumated  at about
JOKDa. Incubation in the presence of 10 ma
YI'N or a 20-fold excess of non-labelled ABP

ibited the formation of the agerecate peak by 30
I SO% respecuvely. The formauon of ABP-
eptor complex was studied alter meubanon of the
mbrane protemn extract with imceresing amounts
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FIGURE [a] Elution profile from Superose 6 wel

h]irnum nf ['H] A, testosterone—androgen-binding pro-
tein (ABP) incubated with the Triton X-100-<olubilized
receptor from the rat caput epididyvmis. The ABP-
receptor complex wis eluted with a retenton ume of

19 min, corresponding to a molecular mass of the order
of 2x 10" Da: the free labelled ABP was eluted with a
retention time of 32nun (O). In the absence of receptor
extract, the photoaftinity-Labelled ABP was eluted in a
single peak, with a retention time of 32min (@), corre-
sponding to a molecular mass of 90 KkDa. The same
clution profiles were obtained with ['**-iodo] ABP (data
not shown). The elution positions of dextran blue 2000
(DB), thyroglobulin (1), 1eG (2), intrinsic factor (3)
and tritiated water (FH, 20) are indicated by arrows, (h)
Binding of ['"**I-iodo] ABP 1o the Triton N-1on receptor
extract (0.4 ml), prepared from caput epididvnns, as a
function of ABP concentration. T'he bound and free
ABP were cleared by Superose 6 gel fliration,

of 1odinated ABP. A\ typical hyperbolic curve was
observed, showing a saturation of the binding
capacity of the extract (Fig. 1h). The binding
capacity of the ABP receptor was estimated as
7.9 pmol mg protemn in the extract from the ¢ caput,
lt wis respectively ten- and hvelfold higher in the
caput and the corpus extract than i the extract of
the cauda. The ABP-receptor fraction was separated
mto two peaks by sucrose densiy ultracentrifuga-
ton, correspondimye to sedimentation coetticients ol
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18.4 and 9.0s respectively (Fig. 2a). The binding of
iodinated ABP was dependent upon pH and was
maximal at a pH equal to or higher than 6; it was
nearly abolished at pH 3.0 (Fig. 2b).

Binding of labelled ABP to isolated cells

The binding at 4°C of photoaffinity-labelled ABP to
a cell suspension was studied by Scatchard analysis
(Scatchard, 1949; Rosenthal, 1967). It corre-
sponded to two types of binding sites with respective
association coefficients of 67.9 and 2.8 litres/nm
(Table 1 and Fig. 3). The number of low-affinity
binding sites was about five times higher than the
number of high-affinity binding sites. After treat-
ment of the cells with trypsin (10 mg/1), the number
of low-affinity binding sites was reduced from 7700
to 3700 and the high-affinity binding sites disap-
peared. Incubation of the cells with EDTA resulted
in a 66% decrease in the number of binding sites
(3200 sites/cell) (Table 1). No inhibition of the
binding of labelled ABP to the cells was observed
when the cells were preincubated with lactotransfer-
rin, serotransferrin, bovine serum albumin, asialofe-
wuine or fetuine. The binding of photoaffinity-
abelled ABP to the cell suspension reached a
naximum in less than 40 min at 4°C. The binding of
he tracer to the cell suspension was reversible at
t°C. Complete dissociation of the tracer was ob-
werved in about 100 min, when a 100-fold excess of
wn-labelled ABP was added to the suspension of
rells premceubated with labelled ABP (Fig. +).

\utoradiography of dissected epididymis after
n-vitro injection of labelled ABP

Che label oceurred only in principal cells of the
prdidymis. Autoradiographs showed the predomi-
ance of tracer over the apical cyvtoplasm of the
rincipal cells 3-3min after injection of iodinated
\BP into the epididvmis lumen. The number of
rains per 100um length of epithelium was esti-
nated at 20.12=0.04 for the caput epididymis. It
vas 2.3 times lower in the epithelium of the cauda.
“he half-distance analysis showed a close relation-
hip between the tracer and the membrane of
ndosomes and muluvesicular bodies. The same
esults  were obtained when the  photoaffinity-
ibelled ABP was injected instead of iodinated ABP
Fig. 3). Treatment of the animals with eyvelohexi-
nde for 2h before injection of the labelled ABP
eniheantly reduced the number of grains over the
pithclium (Table 2). An inhibitory effect was
bserved when the tracer was injected in the pres-
nee of unlabelled ABP or in the presence of EDTA
[able 2).

U ptake <aturation ot the tracer by principal cells
as observed by autoradiography when the number
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FIGURE 2. (a) Sucrose density gradient ultracentrifuga-
tion of the rat ['#*I-iodo]androgen-binding protein
(ABP) receptor peak collected from Superose 6 gel
Altration. Ultracentrifugation was run either i 0.02 3
Tris=HCI buffer (pH 8.0) (O) or in 0,02 a1 citrate=HCl
buffer (pll 3.0) (@). Thyroglobulin, cataluse and bovine
serum albumin, of known sedimentation coefficients,
were used as reference proteins (M), The sucrose gradi-
ent was 5-35% (w/v). Centrifugation was at 180000 g
for 16 h. .\t pH 8, the receptor-ABP complex was
resolved in two peaks corresponding to sedimentation
cocfticients of 18.4 and 9.05. The receptor was dis-
soctated from ABP at pH 3.0. (6) Binding of 2 pmol
['**I-i0do] ABP to Triton X-100 receptor extract (0.4 ml)
as a funcuon of pll. The receptor-ABP complex was
separated from free ABP using sucrose density gradient
ultracentrifugation as deseribed above, Each deternn-
nation 15 the mean of duplicate expermments,
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TasLE 1. Effect of trypsin and EDTA on the association constant and number of binding
sites for photoaffinity-labelled androgen-binding protein (ABP) of isolated rat epididvmal

cells
Association Number of
Correlation constant binding sites
n* (r) (litres/nmol) per cell
Treatment
Soyvbean trypsin 10 67.9t 1600+
inhibitor 2.8 7700
Trypsin 5 0.98 3.4 3700
EDTA 5 0.99 27.2 3200

*The n values refer to the number of test-tubes used for the Scatchard plot. Binding was studied with 10” cells per
test-tube incubated with photoaffinity-labelled ABP ([*H]A,-testosterone-ABP) for 1 h at 4°C.
+'The binding sites and ussociation constant of this non-linear Scatchard plot were calculated using the graphic

analvsis of Rosenthal (1967).
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tk 3. (a) Binding of [*H]A,-testosterone-androgen-
nge protein (ABP) to solated rat epididymal cells as
ction of ABP concentration. The cells (10°/tube)
imcubated with labelled ABP for | hat 4°C, centri-
and washed before counung, Incubation was per-
i 0,023 Tris=HCT buffer contuning 0,128
e CaCleand o MeCls, (0) Scatchard
sis ol the experiment deseribed above,

ot Wolecudar Loedvw pinusdnesy 101

of grains overlying the cells was studied in relation to
incubation time. In the proximal epididymis, scor-
ing of silver grains at each time-interval showed a
rapid labelling within 2min, a progressive increase
up to 20 min and a stabilization for longer intervals
(Fig. 4). The number of grains was positively
correlated with the log time up to 20 min (coefficient
of correlation=0.94). The variance analysis of the
different scores demonstrated a significant differ-
ence between the experimental times 2, 7, 10 and
20 min but no significant difference for the longer
incubation times. Silver grains were localized mainly
over coated pits and coated vesicles and over
uncoated endosomes of principal cells at 2 and 3 min
(Fig. 6). Alter 10 min, additional grains were ob-
served over pale multivesicular bodies. By this time,
numerous grains were also found on the Golgt area,
espectally over the trans-retcular saccules (Fig. 0).
Some gramns were located on the nuclear membrane
and on the periphery of the nucleus, but very few
grains were observed in basal evtoplasm. The effect
of chloroquine was studied by perfusing pieces of
epididymis i vitro in the presence of the drug
dissolved in sodium phosphate buffer. Compared
with controls, chloroquine induced a 2.5-fold and a
4.5-fold increase in grains overlving endosomes and
multivesicular bodies after 10 and 20 min of incu-
bation respectively (Table 3).

DISCUSSION

The binding of labelled ABP to the soluble mem-
brane extract was saturable and could be inhibited in
the presence of non-labelled ABP. The solubilized
receptor-labelled ABP formed a high molecular
ageregate inoeel Oltration and was cleared motwo
ohigomers i sucrose density ultracentrifucanon, as
observed for other Triton-solubilized receptors such
as mtrinsie factor receptor (Gueant ef al. 19589).
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SURE 4, (@) Kincties of binding of photoaffinity-

swelled androgen-binding protein (ABP) to a suspension
rat epididyvmal cells at 4°C (O). Maximum binding

s observed after 40 nun of incubation. In a second

aes, i 100-fald excess of non-labelled ABP was added
er 1O min of incubation of the tracer with the cell
spension (@) complete dissoctation of the tracer was
served inabout 100 min. Each point is the mean from
plicate experiments. (h)Kinctics of the uptake of ['#*]-
lo] ABP-dihyvdrotestosterone complex by the head epi-
Ivmal epithelium of rats after intraluminal microinjec-
n of the tracer. Results are expressed as the mean
mber of silver grains=s.p. (n=13) per epithelial

igth (100 um). About 1300 um were analysed for each
w-point. Differences were statistically compared using
ariance analysis followed by Student’s f-test: from 2
20 min, values are significantly different. No signifi-

it difference was observed between the values ob-

ned with incubation times exceeding 20 min.

gh- and low-affinity sites were found in the cell
spension. The binding sites had a proteic nature
ce they were abolished., in part, after treatment of
seells with trypsin, After trypsin treatment, only
clow-affinity type of binding site remained (Table
This could mean that the two affinity types of
iding sites correspond rather to two populations
the same receptor (newly svothesized and re-
Jed receptor) than to two ditferent receptors.

Froere 5. Autoradiographie source g pale muluvesicu-
lar bodyv (MVB; detined as a large endosome of

923 =380 nm i diameter) located in the apraal evtoplasm
ol a rat principal cell 153 mun after the incralunmal
imjection of 1 nCi [‘]l]-_\.,-tusmslcrunc-trin;:lvd andro-
gen-binding protem (ABP: 0.5l 1S ng ABP). Silver
grams were closely associated with the membrane of the
organclle. The scetion was exposed for 3 months at 4°C.
E. endosome: scale bar=0.2 um.

This phenomenon has also been observed Tor other
receptors such as pepude receptors of epithehal cells
(Brovart, Dupont, Laburthe & Rosselin, 1981;
Laburthe, Bréant & Rouver-Fessand, 1984). The
autoradiographie analyvsis of epididvins mjected
with labelled ABP showed a decrease in the uptake of
the tracer after treatment with evelohesmnde, an
imhibitor of protem syvathesis. These tindies, and
tredatment lll. 1}IL' TIIL‘IIIhrllllL‘
extractwith proteases abohshed the indme capacny
For Libelled NBI (Gueant er al. 1955), proved that
the ABP receptor. The
1}

atoradiocraphy analv<is showed thae the bindimg

the observation that
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anLE 2. Autoradiography of the in-vitro uptake of ['#I-iodo]androgen-binding protein (ABP)-dihvdrotestosterone
omplex by the head epididymal epithelium of rats under various experimental conditions

Number of grains per 100 pm length of epithelium

+°C 20°C
Control Non-labelled ABP EDTA Cveloheximide
cants.n. +.0x1.8 23.2£8.2%¢ 3.2+1.41t 12.9%6.211 17.4£3.61
‘ts of scoring 25 36 27 29 46

£<0),0001 compared with value at 4°C (Student’s ¢-test).
<0.003, +1<0.0001 compared with the control value at 20°C (Student’s t-test).
subation time was 3 min for each experiment. Each determination corresponds to 3800 pm of analysed epithelium.

: @ R Pt

a oo, St tio % L S TR
e el e (G E LA O
RO% ! ,‘.,3_:_.: f"_.'i ' 'b%}ﬁ* v

f—‘ﬁ-‘uﬂ-. {,f: o AR
.OD"A: ] \ g g
._4;5'_.‘“\)1%!..{ } b
June _'éf;‘(;: ﬂ ;

o

S P

D)

wE O Gery Toternalization of 40 | [aodoandrogen-binding protein (XBP; 0.5 ul; 20 ng ABP) 2nun atter -

vintralumnal pgection mothe ear epadidvims, Silver grians were frequently associted with coated vesicles (V)

2 located mothe vers apeal evtoplasie ob princrpal cells Ssectons were exposed for 2 months av 4 ¢ 1,
Fedv ol e Foyoendosome s MV B ooy esteoabar bads s <cale bar=0_ 2w, (O) Nccumubation of ~stlver 2rams i

- y 1 rlos =
Croderr e ot pemcread cedl 20 ateer the murdbunnnal ppecton ot 4 aCe [ Taodo ] N\BEP o0 3 al: 2000 ABP).
e were toind vver the ateral saccules e the trans Goler network (1GN ) D Sections were exposed for 2 arantlis at

= .1]1 Lot ‘.'l.’ll

YT SR L 3 S S L% Jeer )



Receptor-mediated endocytosis of ABP

134

J--L. GUEa~T and others

rasLe 3. Effect of chloroquine on the localization of
labelled androgen-binding protein (ABP) over multivesi-
:ular bodies of rat epididvmal cells. Values are
neans*s.p. estimated from four determinations, corre-
sponding to 1500 grains counted; only the grains within
[ half distance of the organelle were counted

Number of grains per MVB

Control Chloroquine
ncubation time
vith labelled
BP (min) .
) 2.20£0.72 5.60%1.36
0 1.52£0.67 6.80%1.40

hloroquine (0.2 mat in 0.1 a1 sodium phosphate buffer/0.15 M NaCl)

as perfused into the lumen of epididymal tubes 30 min before injection
["**I-iodo] ABP-dihvdrotestosterone complex (20 ng ABP; 4 nCi). The
ntrol experiment was performed in the same way but in the absence of
loroquine.

te was located on the apical plasma membrane of
rincipal cells. In the presence of EDTA, the
nding of labelled ABP to the receptor was signifi-
mtly reduced. This was observed with the soluble
embrane extract, as well as with the cell suspen-
on and also with the autoradiographice study of the
ithelium.
The data obtained with the soluble membrane
aracts and with the autoradiographie study of the
put and cauda of eprdidymis showed, 1 both
ses, a significantly higher concentration of recep-
rosites in the caput than in the cauda. This could
plain the decrcasing concentration of ABP ob-
rved in evtosol extracts of rat eprdidymis from the
put to the cauda (Hansson et al. 1975).
The receptor could bind to the saturated ABP
we saturable binding of ABP-A,-testosterone
hotoaffinity-lubelled ABP) was observed when it
1s studied with a soluble membrane extract, a cell
spension or by autoradiography (Table 1 and
s 1, 3, 4 and 3). This means that androgens can
internalized by eprdidvmal cells via a receptor-
sdiated endoceyvtosis of ABP. Such a receptor-
nding phenomenon has also recently been ob-
rved in other steroid carrier protemns such as
rusol-binding globulin and sex steroid-binding
otein (Siiteri, Murai., Hammond et al. 1982;
rel'chvonok & Avvakunov, 1983; Hryb, Khan &
wsner, 1983). Targer tissues such as deerdual
dometrium, liver and prostatic cells have been
re particularly studied (Strel'chyonok & Avvaku-
v, 1983 Strel'chvonok, Avvakunov & Survilo,
S+: Hrevb, Khan, Komas & Rosner, 1956: Hsu,
wert & Kuhn, 1980 Hreyb, Khan, Ronas &
sner, 1989), [t reninns to determine whether the
eptor of rat eprdidyimis s specitic Tor the steroid

carrier protein only, or whether it binds to several
proteins. Djakiew, Byers & Dysu (1984) have ob-
served that endocytosis to «-macroglobulin and
endocytosis of transferrin are also mediated by a
receptor in rat caput epididymal cells. In our study,
the uptake of ABP by epididvmal cells was not
inhibited by an excess of transferrin. This suggests
that the receptor for ABP and that for transferrin are
different.

The fate of ABP in the apical compartment of
epididymis also supports a receptor-mediated endo-
cytosis, since the tracer was found over the mem-
brane of endosomes and multivesicular bodies. The
binding of ABP to the solubilized receptor was pH
dependent, suggesting that ABP could dissociate
from the receptor in the acidic compartment of
principal cells. Chloroquine is known to alter the
proton pump system and to increase the pH of
endosomes and lysosomes (de Duve, Debarsky &
Poole, 1974). This could explain the significant
increase in the number of grains over the membrane
of endosomes and multivesicular bodies after incu-
bation of epididymis fragments in the presence of
chloroquine (Table 3). In additon, analysis of the
autoradiography data showed that ABP accumulated
in the muluvesicular bodies as a function of the delay
time (Table 3).

[n conclusion, the present study has demonstrated
that endocvtosis of ABP in epididvmal cells s
receptor mediated. Tt is a new example illustrating
the hypothesis that internalizaton of steroid hor-
mones in target eells can involve a receptor-mediated
endoceytosts of the sterond=carrier protemn complex.
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III. RECONNAISSANCE CROISEE DU RECEPTEUR AUX
PROTEINES DE LIAISON DES ANDROGENES (ABP, SBP) A
DEUX STADES DE DEVELOPPEMENT DU RAT

(PUBLICATION III).

3.1. But de l'étude

Les résultats précédents ont montré l'internalisation récepteur-médiée de ' ABP dans
les cellules principales de 1'épididyme de rat immature (15 jours).

Dans ce travail nous avons, dans un premier temps, évalué l'influence de différents
facteurs physico-chimiques sur la liaison de ' ABP 2 son site de liaison épididymaire. Dans un
deuxiéme temps, nous avons étudié l'activité réceptrice chez 1'animal adulte (60 jours) en la
comparant 2 celle du rat immature (15 jours). Enfin, la trés forte homologie structurale et
'origine génomique commune entre I' ABP de rat et la SBP humaine nous a conduit a étudier la
reconnaissance croisée de ces deux protéines liant les androgenes par le récepteur épididymaire.

3.2. Résultats

La cinétique d'association de ' ABP sur les membranes épididymaires a été étudiée a
partir de fractions enrichies en membrane plasmique. Elle montre un maximum de liaison en
trente minutes, 3 4°C, chez le rat immature (figure n°1). L'effet de la température sur la liaison
membranaire de la protéine a montré une plus grande rapidité de fixation 2 4°C par rapport 2
34°C (figure n°2). Toutes les études ultérieures seront donc effectuées pendant une heure, 2
4°C. La figure 1 confirme la réversibilité de la liaison et son déplacement par un excés d' ABP
non marquée. La liaison est maximale a un pH compris entre 6 et 8 et elle décroit trés fortement
en dessous de pH 5 (figure n°3). L'analyse par la représentation de Scatchard (figure n°4A)
nous confirme l'existence de deux sites de liaison membranaire, chez le rat immature, pour
I'ABP avec des Ka de 18,2 nM-! et 1,6 nM-1, respectivement (soit 2,2 101! sites/mg de
protéine et 5,4 101! sites/mg de protéine). L'évaluation de la liaison non spécifique, au cours de
cette étude, est de 15%. L'action de I'EDTA dans le milieu réactionnel, ou de la trypsine, réduit
la liaison membranaire spécifique de 65% et 42%, respectivement (figure n°SA).La liaison
protéique sur les cellules épididymaires entiéres est réduite, par I'action de la streptozotocine, de
39% (figure n°5B). La figure n°22 nous montre la faible activité réceptrice retrouvée dans la
partie caudale épididymaire par rapport a l'extrémité proximale, grace 2 une représentation de
Scatchard sur des préparations enrichies en membrane plasmique des deux segments

épididymaires.
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L'étude, en fonction de deux stades de développement chez le rat, indique que la
liaison protéique membranaire est presque deux fois plus faible chez I'animal de 40 jours que
chez celui agé de 15 jours (figure n°4B). Il n'existe plus qu'un seul type de site de liaison chez
le rat adulte (Ka = 3,7 nM-! et 4,5 101! sites/mg de protéine).

La SBP humaine, purifiée selon le protocole décrit précedemment pour I'ABP
(publication I) & partir de sérums de femmes gestantes, a été étudiée sur les mémes préparations
membranaires d'épididymes de rat immature (15 jours).

Ces études nous montrent que la SBP est capable de se lier de fagon spécifique sur le
récepteur membranaire (figure n°4C) avec une constante d'association de 2,6 nM-1 (soit 3,8

1011 sites/mg de protéine).

Elle est, de plus, capable de déplacer la liaison épididymaire de I' ABP si elle est
ajoutée en exces dans le milieu réactionnel (figure n°6). Le déplacement est spécifique puisque
les autres protéines étudiées (lactotransférrine, serotransférrine ...) ne le permettent pas (figure
n°6). !
Enfin, dans une derniére partie nous avons étudié la liaison de I'ABP et de la SBP sur
un extrait membranaire solubilisé par du triton X-100 et injecté sur une mini-colonne de gel-
filtration. Les résultats obtenus au niveau du volume mort de la colonne (bleu dextran) nous
confirment par cette technique:

- I'existence d'un site récepteur,

- la spécificité de la liaison,

- I'importance de la présence de calcium et d'un pH compris entre 6 et 8 dans le milieu
réactionnel,

- enfin, la reconnaissance croisée des deux protéines par le site récepteur épididymaire.
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Figure n° 22 : Représentation de Scatchard (1949) sur la liaison de I'ABP en présence de
fractions enrichies en membranes d'épididyme de rat (15 j.) de la téte
(proximale) et de la queue (caudale).
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3.3. Discussion

Les résultats obtenus confirment la présence d'un site de liaison spécifique de ' ABP
au niveau de fractions membranaires d'épididymes de rat. La caractérisation de la liaison est
proche de celle trouvée avec les cellules entiéres (publication II) et les différences observées sur
les parametres de liaison sont essentiellement dues a la méthode de préparation du matériel
biologique. La plus grande rapidité de liaison, a 4°C, est en contradiction avec les résultats
présentés par Rosner (1990) sur les membranes de prostate humaine avec la SBP, mais sont
retrouvés pour la vitamine D3 vis-2-vis de son récepteur testiculaire (Habib et Coll., 1990).

Cette étude montre , pour la premiere fois, que le récepteur épididymaire de I'ABP est
exprimé différemment chez les rats de 15 jours et de 40 jours respectivement. Danzo et Coll.
(1985), ont trouvé une concentration épididymaire en protéine supérieure a 40 jours par rapport
au rat immature. La diminution de l'activité réceptrice, retrouvée a 40 jours, peut s'expliquer
par une plus grande saturation du site de liaison due a la plus grande concentration d'ABP
retrouvée a cet dge.Ce résultat pourrait associer l'expression du récepteur a une "down-
régulation”. La présence d'un seul type de site de liaison a 1'dge de 40 jours est en faveur d'une
telle hypothese. Il est également possible que les deux types de sites retrouvés a 15 jours n'aient
pas la méme fonction biologique?

La reconnaissance croisée du site de liaison membranaire par I'ABP de rat et la SBP
humaine confirme I'hypothé&se du réle joué par I'homologie structurale inter-espéce retrouvée

pour les deux protéines .

En conclusion, quelle que soit la méthode utilisée, il existe un site de liaison spécifique
pour I'ABP de rat, reconnaissant également la SBP humaine au niveau de la membrane
plasmique de la cellule principale épididymaire. Son activité de liaison est plus élevée a 15 jours
qu'a 40 jours chez le rat.
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THE PLASMA MEMBRANE OF EPIDIDYMAL EPITHELIAL
CELLS HAS A SPECIFIC RECEPTOR WHICH BINDS TO
ANDROGEN-BINDING PROTEIN AND SEX
STEROID-BINDING PROTEIN
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and J. L. GUEANT'*
!Laboratoire de Biochimie Nutritionnelle et INSERM U 308, Faculté de Médecine and ?Laboratoire
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Summary—The binding of [*H]A,-testosterone photoaffinity-labelled rat androgen-binding
protein (rABP) has been studied in an enriched fraction of plasma membranes of epithelial
epididymal cells in immature (15 days) and adult rats (40 days). The binding was maximal in
<30 min and more rapid at 4°C than at 34°C. It was calcium and pH dependent. Scatchard
plots of the binding data gave curvilinear plots with two types of binding sites corresponding
toa K, of 18.2nM~"and X,,,, of 1.6 nM~' (2.2 x 10" sites/mg protein and 5.4 x 10" sites/mg
protein, respectively). In adult rats, only one type of binding site was found, with a K, of
3.7nM~" (4.5 x 10" sites/mg protein). The number of receptors was 5-fold lower in the cauda
than in the caput of the epididymis. The pretreatment of the isolated intact cells with
streptozotocin induced a 45% reduction of the binding. Only unlabelled rABP and hSBP
(human sex steroid-binding protein) but not other proteins (lactotransferrin, serotransferrin,
asialofetuine, fetuine and bovine serum albumin) competed with the labelled ligand to bind
plasma membranes. The membrane fraction was solubilized by triton X-100. Its incubation
with labelled rABP and hSBP provoked the elution of the tracer as an aggregate into the void
volume fraction of superose 6B mini-gel filtration columns. Structural homology between
hSBP and rABP could be responsible for the common behaviour of the steroid-carrier
molecules for the ABP receptor of rat epididymal epithelial cells.

INTRODUCTION rat ABP and labelled human SBP has been
o i ; ’ observed by autoradiography respectively in
Rat androgen-binding protein (rABP) is syn- i = iy
thesized in the testis by Sertoli cells. A transient ;p;ifgn.['?:}thd'al cells of the rat[10] and
synthesis has also been demonstrated in fetal I az ts't dy. we have d trated in oit
liver [1]. ABP production by the testis proceeded h o RS ru 1 WSV COMOUSIAnG. s Birg
from undetectable levels in 10-day-old rats to NiaL anLt=FIlizR N ofABP rcccptpr.-mcd.latcd
reach 80-90 j1g/testis in 30-day-old rats (2], The in isolated epithelial cells of rat epididymis [9].
cxtracc[lulariBP may play a role in the im'ralu- The present work confirms this hypothesis by
minal transport of androgens in the male repro- studying the binding of labelled rABP and hSBP
p to an enriched fraction of plasma membranes

ductive tract and in the sexual differentiation [3]. AT g :
A single gene encodes ABP and SBP (sex ifdmajg;:hi;:[ epididymal ‘eells of dmputure

steroid-binding protein) and the coding region

of the gene has been cloned and character-

ized [4-6]. Recent evidence suggests that rABP EXPERIMENTAL
and human SBP (hSBP) interact with target cells
via membrane receptors (7, 8]. For example,
ABP binding to a receptor has been demon- Mannitol, phenyl methyl sulphonyl fluoride
strated in rat epididymal epithelial cells[9). (PMSF) and soya-bean trypsin inhibitor (SBTI)
The receptor-mediated endocytosis of labelled were all purchased from Sigma (St Louis, MO,
U.S.A.). Collagenase dispase, DNase (Type I)

*To whom correspondence should be addressed. were supplied by Boehringer Mannheim

Chemicals and reagents
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(Indianapolis, IN, U.S.A.). All other reagents
were obtained as described previously [9, 12].

Purification and photoaffinity labelling of rABP

The testes were removed from 200-250g
adult Wistar rats; rABP was purified by HPLC
as described in detail previously[12, 13]. The
photoaffinity-labelled rABP was prepared as
described previously [12] according to Taylor et
al. [14]. Testicular extract (10 ml) was incubated
with 1 nmolAs [*H]testosterone ([1.2-H]178-
hydroxy-4,6-androstadien-3-one: 48.6 Ci/mmol,
New England Nuclear Corp., Boston, MA,
U.S.A.) overnight at 4°C, under rotary agita-
tion. The sample was photolysed in a reactor
using a uw.v. light (345nm), for four 15min
periods under controlled temperature and was
injected in preparative HPLC (column Diol
Lichroprep 200, 25 x 2.5cm) to separate the
covalently bound A, [*H]testosterone from the
remaining frece. The peak of photoaffinity-
labelled rABP was eluted with a retention
time of 7min and was stored in aliquots at
—80°C. Each aliquot was-filtered by fast protein
liquid chromatography superose 6 gel filtration
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) prior to use.
The peak of dimeric photoaffinity-labelled ABP
was eluted with a retention time of 32 min
corresponding to a M, of 90kDa. It was
collected and stored at —80°C, in aliquots,
before use.

Purification and photoaffinity labelling of hSBP

The hSBP has been purified from human
late-pregnancy serum using a modification of
the method described previously [15]. Four steps
were performed, including ammonium sulphate
precipitation, carboxymethyl cellulose chroma-
tography, DEAE-cellulose chromatography
and gel filtration. Purity of hSBP was checked
by polyacrylamide gel electrophoresis. Quanti-
tative estimation of hSBP was performed by
electroimmunodiffusion using a polyclonal rab-
bit anti-hSBP serum [11]. The photoaffinity lab-
elling of hSBP was performed as described
above for rABP[11].

Iodination of hSBP and of rABP was pre-
pared as described previously for rABP[13]
according to Marckwell [16]. Two iodobeads
were washed in Tris—-HCI| buffer (20 mmol/l
Tris, 150 mmol/l NaCl, pH 7.4), and incubated
for 5min with 0.1 mCi '*I in 0.2 ml Tris-HCI
buffer. Then, 20 ug of purified protein was
added. After 15 min, the iodinated molecule was
poured onto a Sephadex G-25 column
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(2.5 x 10cm, Pharmacia) and eluted in the
presence of dextran blue 2000.

Isolation of epididymal epithelial cells and
preparation of membrane fractions

Epididymal cells were isolated from testes of
2- and 6-week-old Wistar rats as described in
detail previously [9], using collagenase dispase
(500 mg/l) and DNase (type I) for cellular
dissociation.

The plasma membrane-enriched preparations
were obtained from isolated epididymal epi-
thelial cells. About 10 x 10° cells/ml were dis-
rupted in ice-cold buffer (20 mM Tris—=HCI/I,
pH 7.4 containing 0.4 mM PMSF, 0.1% aprot-
inin, 0.01% bacitracin, 1 mM CaCl, and 1 mM
MgCl,), with a mixer (ultraturax IKA®), three
times for 5min at 4°C. The homogenate was
centrifuged for 10 min at 1000 g and the pellet
was discarded. The supernatant was further
centrifuged for 30 min at 27,000 g for 30 min at
4°C. The pellet was resuspended in the Tris—-HCI
buffer described above in the presence of
300 mM mannitol and centrifuged for a second
period in the same conditions. The pellet was
homogenized in the Tris-HCI buffer described
above and was stored at —80°C, in aliquots
before use. Protein concentration was measured
according to the method of Lowry[17] using
bovine serum albumin as standard. Compared
to the initial homogenized tissue, the specific
activity of S'nucleotidase (a standard marker for
plasma membranes) vs protein concentration
was increased 5 times in the plasma membrane
fraction. The enriched fractions were also
controlled by electron microscopy.

Binding of labelled rABP and of labelled hSBP to
the membrane fractions

General protocol. Photoaffinity-labelled rABP
and hSBP binding to membrane fractions was
studied by incubating increasing amounts (0.05
to 2.5 pmol) of labelled rABP or hSBP with
membrane fraction aliquots corresponding to
10° cells per test tube, in duplicate and in the
presence or absence of a 100-fold excess of
unlabelled rABP. After | h incubation at 4°C
while shaking, separation of bound from free
ligand was achieved by centrifugation at
20,000 g for 15 min at 4°C. The supernatant was
discarded and the pellet washed 3 times in
20mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) containing
0.15M NaCl, |mM CaCl,, |mM MgCl,
0.01% bacitracin and | nM benzamidine/l. The
radioactivity of the supernatant and of the pellet
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was measured by addition of 3 ml of scintil-
lation liquid (Scintran®) to 50 u1 aliquots. The
data were analysed using Scatchard plots of
the specific binding (difference between total
binding and non-specific binding).

Kinetics of association—dissociation

The time-course of the uptake of labelled
rABP by plasma enriched membrane prep-
arations was studied by incubating 2.5 mg pro-
tein material (aliquots corresponding to
10 x 10° cells) with 100 fmol of photoaffinity-
labelled rABP, in triplicate, in a final volume of
10ml. 1 ml aliquots of the suspension were
collected after shaking at incubation times rang-
ing from 2 to 120 min, at 4 and at 34°C. The
bound ABP was separated from free form by
centrifugation and washing of the pellet as
described above. A second experiment was
performed in the same way except that a 100-
fold excess of unlabelled rABP was added
15 min after incubating the membrane fractions
with the tracer at 4°C, in order to study the
dissociation of labelled rABP.

Inhibition of rABP binding to plasma membrane
Sfractions

The binding of rABP to plasma cell mem-
branes was studied in the presence of either
15mM EDTA or of trypsin (10 mg/ml). Specifi-
city of the binding was studied by incubating
the membrane fraction for | h at 4°C with
0.1 nmol of human lactotransferrin, serotrans-
ferrin, asialofetuin, fetuin and bovine serum
albumin prior to the addition of 1pmol of
labelled rABP. The binding was also studied
as a function of pH. The membrane fraction
aliquots were incubated with labelled rABP for
2 h in the presence of various buffer solutions
(0.02 M Tris-HCI buffer pH 8.0; 0.1 M sodium
phosphate buffer pH7; 0.1 M sodium phos-
phate buffer pH 6; 0.05 M sodium acetate buffer
pHS: 0.05M acetate buffer pH4; 0.02M
citrate-HCI buffer pH3; 0.02M citrate-HCI
buffer pH 2). The pH of the incubation mixture
was adjusted to the pH of the corresponding
buffer.

Effect of streptozotocin

Intact epididymal epithelial cells (from 15-
day-old rats) were exposed for 2 h at 4°C with
10 ug/ml of streptozotocin (Sigma). rABP
labelled binding was then performed at different
concentrations (0.5 to 1.4 pmol).

Gel filtration of Triton X-100 solubilized rABP
and hSBP receptor

Membrane fractions of epididymal epithelial
cells were extracted with 20 ml Tris-HCI buffer
(pH 7.4) containing 1% Triton X-100, 1 mM
MgCl,, 1 mM CacCl, and 0.4 mM PMSF and
0.1% aprotinin. 0.5 ml of membrane fractions
was incubated 1h with 1.5pmol of labelled
rABP or hSBP. The same protocol was repeated
at pHS instead of pH7.5 and also in the
presence of 15mM EDTA instead of CaCl,.
The samples were poured onto a superose 6B
mini-gel filtration column 0.46 x 20 cm (Merck,
Germany). The eluate was collected in 0.2 ml
fractions using a Frac-100 fraction collector
(Pharmacia). The non-specific binding was stud-
ied by preincubating the membrane extract with
a 100-fold excess of unlabelled rABP.

RESULTS

The kinetics of specific binding reached a
maximum after 20-30 min of incubation of
labelled rABP with the plasma membrane-en-
riched fraction of epididymal epithelial cells
from 2-week-old rats, at 4°C (Fig. 1). Bound
labelled rABP was displaced by an excess of
radioinert rABP, demonstrating that the uptake
was reversible (Fig. 1). The kinetics of the
binding of labelled rABP was more rapid at 4
than at 34°C (Fig. 2). All subsequent incu-
bations were therefore performed at 4°C for | h.
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Fig. |. Time course of association ([J) and dissociation ()
of labelled rABP to membrane fractions of epididymal
epithelial cells (15 days) at 4°C. Maximum binding was
observed after 30 min of incubation. The dissociation was
studied by adding a 100-fold excess of non-labelled rABP
after 15min incubation of the tracer with the membrane
fractions. The results are expressed as the percentage of
maximum binding of labelled rABP (mean = SD of tripli-
cate incubation).
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Fig. 2. Effect of time and temperature on specific binding.
Membrane fractions of epididymal epithelial cells from
15-day-old rats were incubated with 100 fmol of labelled
rABP, in triplicate, at 4 (Q) and 34°C (@). The kinetics of
the binding was lower at 34 than at 4°C. The specific binding
was determined as described in Experimental (each value

represents the mean + SD of different experiments).
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The binding of labelled rABP was pH-depen-
dent and was maximal of pH 6-8 with a sharp
decline at a more acidic pH (Fig. 3).

Scatchard analysis [18] of the binding to
membrane fractions was performed with rABP
and hSBP at 15 and 40 days old. We found
curvilinear plots for immature rats, indicating a
double class of binding sites, with
K., =182nM"! and K,, =1.6nM"' and a
number of binding sites of 2.2 x 10" and
5.4 x 10" sites/mg protein, respectively [Fig.
4(A)). With ageing, labelled rABP binding sites
in 40-day-old rats showed a single class of
binding sites with a K, of 3.7nM~' and
4.5 x 10" sites/mg protein [Fig. 4(B)]. The level
of non-specific binding ranged between 10 and
20%. Under the same experimental conditions,
the binding of hSBP was plotted with a X,,, of
2.6nM-" and 3.8 x 10" sites/mg [Fig. 4(C)).
The number or rABP binding sites of membrane
fractions from immature rats (15 days) was
higher than that obtained with fractions from
mature rats (40 days).
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Fig. 3. Effect of pH on the binding of 100 fmol of labelled

rABP to membrane fractions of epididymal epithelial cells

from 15-day-old rats. Specific binding was pH dependent
and maximal at pH 6-8.
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EDTA and trypsin pretreatment [Fig. 5(A)]
abolished the specific binding (65 and 42%,
respectively), indicating that labelled rABP
bound to a membrane protein and that the
binding was calcium-dependent.

We noted a 38.7 +2.4% inhibition of the
binding after preincubation of the intact epi-
thelial cells with streptozotocin [Fig. 5(B)]. The
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Fig. 4. Saturation curves of photoaffinity-labelled rABP to
epididymal cell membrane fractions from (A) 15-day-old
rats, (B) 40-day-old rats and of photoaffinity-labelled hSBP
(C) to membrane fractions of immature rats (15 days).
Binding was studied by incubating 0.05 to 2.5 pmol of
labelled rABP or hSBP with membrane fraction aliquots
(corresponding to 10° cells per test tube) for 1 h at 4°C.
Affinity constants (K,,) estimated from Scatchard plots
were: 18.2and 1.6 nM ' for plot A, 3.7nM ! for plot B and
2.6 nM~! for plot C. The curvilinear scatchard plot A was
calculated using the graphic analysis of Rosenthal [23].
Non-specific binding was determined to be approx. 15% by
duplicating experiments in the presence of a 100-fold excess
of cold rABP. The data are shown as the mean of triplicated
separale experiments, using a different membrane extract.
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Fig. 5. Inhibiting effect of binding of labelled rABP to membrane fractions of epithelial cells (15 days)

by either trypsin (A2) or EDTA (A3) and to intact epithelial cells (15 days) by streptozotocin (B2). Specific

binding was evaluated as described in Experimental. Untreated samples represented 100% specific binding
(Al, Bl). Each value is the mean of triplicate experiments (bars indicate the standard deviation).

binding of rABP to membrane fractions was
5-fold lower with enriched preparation of
plasma membranes from the cauda than with
plasma membranes from the caput of immature
rat epididymis (data not shown).

No competitive inhibition was observed
in excess of lactotransferrin, serotransferrin,
fetuin, asialofetuin and bovine serum albumin.
On the contrary, hSBP was as efficient as cold
rABP in inhibiting the binding of labelled rABP
to the membrane fraction of epididymal
epithelial cells (Fig. 6).

Labelled rABP incubated with Triton X-100
solubilized membranes was eluted as a high
molecular mass peak (retention time of 8 min) in
Superose 6B mini-gel filtration. The same
elution profile was obtained when labelled hSBP
was incubated with the solubilized membrane
extract (Fig. 7). The 8 min peak was largely
abolished in the presence of a 100-fold excess of
unlabelled rABP (Fig. 7) or in the presence of
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Fig. 6. Inhibition of the binding of labelled rABP to
membrane [ractions by other proteins. Membrane fractions
of epididymal epithelial cells (15 days) were preincubated for
60 min at 4°C in the presence of 0.1 nmol of either hSBP (2),
human lactotransferrin (3), serotransferrin (4), fetuin (5),
asialofetuin (6) or bovine serum albumin (7) before adding
| pmol of labelled rABP. Untreated samples (1) represented
100% of specific binding: each determination is the mean of
triplicate expenments (bars indicate the standard deviation).
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EDTA instead of calcium (data not shown).
This peak was not observed when the tracer and
the extract were incubated and filtered at pH 5
(data not shown).

DISCUSSION

We have previously demonstrated the pres-
ence of a receptor for rABP in epididymal
homogenates and in isolated epididymal cells
from immature rats [9]. In the present work, we
studied the binding of labelled rABP to an
enriched fraction of membranes from epididy-
mal epithelial cells of mature and immature rats,
The kinetics of binding and dissociation of the
tracer in excess of cold rABP were similar to
those observed for isolated cells. The binding
between the ligand and the receptor was found
to be more rapid at 4 than at 34°C. This result
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Fig. 7. Elution profile from Superose 6B mini-gel filtration
of ['H]A,-testosterone-rABP (ABP-A,T) incubated with the
triton X-100 solubilized membrane fractions of rat epididy-
mal epithelial cells (15 days). The ABP-receptor complex
was eluted with a retention time of 8 min ([J). This peak was
largely abolished when the membrane extract was preincu-
bated for | h with a 100-fold excess of radioinert rABP (H).
ABP-A,T and AT were eluted in a retention time of 12 and
17 min, respectively (---). Dextran blue 2000 (DB) was
used as a marker eluted into the void volume position.
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was not explained but the same difference has
also been observed for the binding of 1-25
dihydroxyvitamin D; to its receptor, in human
testis [19]. The specific capacity of rABP recep-
tor was estimated to be 7.6 x 10" sites per mg
protein. Since the isolated fraction of mem-
branes was prepared from aliquots of 107 cells,
it was therefore calculated that about 12,000
receptor sites were present per epididymal cell
from the immature rat. This capacity was very
close to that previously determined with isolated
cells in suspension [9]. In addition we also ob-
served two affinity types of binding sites with
respective K, of 1.6 and 18.2nM~' and a lower
receptor activity in the cauda than in the caput
epididymis. The binding of labelled hSBP to the
plasma membranes was similar to that of
labelled rABP. In addition, a 100-fold excess
of cold hSBP was able to inhibit the binding of
labelled rABP to the membrane fractions. This
showed that the receptor binding site binds both
molecules. This is not surprising since the two
molecules have a high percentage of homology
for their aminoacid sequence [20]. The binding
site of the membrane fraction is a protein since
we observed that trypsin treatment of the mem-
brane and streptozotocin treatment of the cells
decreased the receptor activity by 42 and 38%,
respectively. The receptor activity of membrane
fractions from mature rats was about 1.7-fold
lower than that obtained with fractions from
immature rats. It has been shown that the
concentration of rABP in testis is higher in
mature rats (40 days) than in immature rats (15
days) [21]. In addition, Danzo et al. [2] observed
that all hormonal treatments that increased
testicular content of rABP also increased its
transport into the epididymis. One may there-
fore assume that the decrease of specific activity
of rABP epididymal receptor which was ob-
served as a function of age corresponded to a
higher in situ saturation of the receptor by
rABP. The binding of rABP to the receptor
could be associated with a down regulation [22].
The fact that only one single affinity type of
receptor was found in 40-day-old rats was in
favour of such an hypothesis, since a high level
of rABP in the epididymis of 40-day-old rats
could be responsible for a high level of recycling
of the receptor. On the contrary, the low con-
centration of rABP in the epididymis of 15-day-
old rats can explain that two affinity types of
rABP receptor were observed at this age.

In conclusion, our data demonstrated the
presence of a receptor for rABP and hSBP in
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an enriched fraction of plasma membranes
from rat epididymal cells. The receptor activity
was higher in immature rats than in 40-day-old
rats. !
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IV. RECONNAISSANCE ET INTERNALISATION DE L'ABP
DE RAT ET DE LA SBP HUMAINE PAR LES CELLULES
GERMINALES DE RAT (Publications IV et V)

4.1. But de I'étude

La cellule germinale étant capable de reconnaitre et/ou d'internaliser de fagon spécifique
un certain nombre de protéines testiculaires (transferrine, céruléoplasmine...) de fagon
spécifique, il était important de montrer que I'ABP testiculaire d'origine sertolienne pouvait
également se lier spécifiquement sur la lignée spermatogénique.

Une étude allant dans ce sens avait montré, en 1984 (Steinberger et Coll.), que ' ABP
pouvait reconnaitre un site de liaison membranaire sur une population de pachyténe
spermatocytes de rat. La trés forte homologie structurale, et génomique, entre ' ABP de rat et la
SBP humaine nous a conduit a étudier l'interaction de ces deux protéines au contact de cellules
isolées appartenant aux différents stades de la lignée germinale de rat et,de fagon préliminaire,
chez 'nomme. Ces travaux ont fait appel 2 des méthodes biochimiques et histologiques pour
étudier l'internalisation spécifique par récepteur des deux protéines.

4.2, Résultats

4.2.1. Mise en évidence de la liaison membranaire de I'ABP et de la
SBP au niveau de la lignée germinale (Publication IV).

La cinétique d'association de 'ABP testiculaire de rat, préparée selon la méthode
précédemment décrite (publication I), est maximale en quarante minutes, a 4°C (figure n°1), sur
une préparation enrichie en membrane plasmique de cellules isolées de tous les stades de
maturation de la lignée germinale de rat adulte (40 j). Cette liaison est saturable et réversible par
l'ajout d'un exces d' ABP non radioactive. Cette fixation est maximale 2 un pH compris entre 6
et 8 (figure n°2) et la présence de calcium est indispensable.

L'analyse par représentation de Scatchard (1949) montre une seule classe de sites de
liaison spécifique, aussi bien sur les cellules entieres que sur les fractions membranaires
(figures n°3 (a) et 3 (b)). Les parametres de liaison indiquent une constante de dissociation (Kd)
de 0,8 nM, soit 13000 sites / cellules, (figure n°3 (c)).
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La spécificité du site récepteur est étudiée par préincubation de différentes protéines
(lactotransférrine, serotransférrine, asialofétuine...) Il n'y a pas d'inhibition de la liaison de
I'ABP aux fractions membranaires par ces différentes solutions protéiques (figure n°4). Seule la
SBP humaine montre une affinité aussi importante pour le site que I'ABP de rat (figure n°4).
Enfin, la solubilisation par du triton x-100 de I'extrait membranaire montre l'existence d'un site
de liaison de haut poids moléculaire (élution au niveau du volume mort) aprés mini-gel filtration
sur une colonne de supérose 6B (figure n°5). Cette méthode confirme la spécificité de la liaison
(déplacement par un exceés d'ABP froide), 'importance du calcium et de la neutralité du milieu
(figure n°6), ainsi que la reconnaissance croisée du récepteur pour 'ABP et 1a SBP.

4.2.2. Discussion

Notre étude confirme la présence d'un site de liaison spécifique pour ' ABP testiculaire
de rat au niveau de la lignée germinale, comme cela avait déja été montré précédemment au
niveau d'une population de pachyténes spermatocytes (Steinberger et Coll., 1984). Le récepteur
membranaire est présent, aussi bien sur cellules entiéres que sur fractions membranaires, et son
activité de liaison est un peu plus faible que dans I'épididyme. La comparaison des différentes
caractéristiques biochimiques de liaison de ' ABP sur les deux modeles celullaires est présentée

dans le tableau n°9.

Le site de liaison membranaire est spécifique pour I' ABP de rat et la SBP humaine. Un
résultat similaire avait déja été retrouvé dans I'étude précédente sur I'épididyme. Il serait
également intéressant de savoir si les différents stades de maturation de la lignée germinale, pris
séparément, montrent une différence significative dans I'expression du récepteur de I'ABP.
Cette étude est en cours et un début de réponse est présenté dans I'étude histologique suivante.

En conclusion, il existe un récepteur protéique membranaire, spécifique aux protéines
de transport des androgénes, au niveau de la lignée germinale de rat adulte.



TABLEAU N° 9 : Comparaison des principales caractéristiques biochimiques du récepteur
épididymaires et germinales de rats immature et adulte

(PFM = préparation de fractions membranaires)

de I'ABP/SBP sur les lignées

PFM de cellules
Caractéristiques du récepteur Cellules épididymaires PFM d'épididymes germinales et cellules
de 1I'ABP/SBP entieres (Publication II) (Publication III) entieres (GC)
(Publication 1IV)
. Cinéuque d'association-dissociation :
- maximum de fixation (min) 40 (+ 4°C) 25 (+4°C) 40 (+ 4°C)
80 (+ 34°C)
- réversibilité de la liaison oui oui oui
. pH optimum 6a8 6a8 6a8
. Spécificité de la liaison ABP ABP de rat ABP de rat
SBP humaine SBP humaine
. Inhibiteurs de la liaison Trypsine, EDTA, Trypsine, EDTA, EDTA
cycloheximide streptozotocine
. Activateurs de la liaison et/ou de Calcium, chloroquine Calcium, magnésium Calcium, magnésium
l'internalisation
. Evaluation de la masse moléculaire (Ka) 2000
. Coefficient de sédimentation (S) 184/908S
. Yaniaton en fonction de I'age Immature (15 j) >
_ 3 Mature (40 j)
. Constantes d'associations (nM/L)
-rABP 679/28 (15)) 18.2/1.6 (15j) 1.28 (GC
- TABP + protéases 3.7 (40)) 1.03 ( PFM)
- hSBP 2.6 (15)) 0.58 (PEFM)
. Nombre de récepteurs
-TABP  * par cellules 1600/7700 (15 j) 13000 (40 j)
* par mg/protéines 22/5.410!1(15j) 1.7 1010 (40 j)
11 3
-hSBP  * par cellules AV D
i g
par mg/protéines 3.8 1011 (15 j)
. Activité téte/queue de I'épididyme 10/1 - 5/1

6v1
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ABSTRACT )

A specific receptor with high affinity for rat
androgen-binding protein (rABP) was identified in
isolated adult rat germ cells and in the corresponding
plasma membrane-enriched preparations. Binding
was reversible and time-dependent, with maximum
relative binding after 40 min at 4°C; it was pH-
dependent, with maximum binding at pH 6-8.
Unlabelled rABP and human sex steroid-binding
protein (hSBP), but not lactotransferrin, serotrans-
ferrin, asialofetuin, fetuin or bovine serum albumin,
competed with labelled rABP for binding sites on
isolated germ cells. Scatchard analysis revealed a
single class of binding site with apparent dissociation
constant (Ky) values of 078£0:04nn  and
0-97 £0:05 na1 in intact germ cells and plasma mem-

brane preparations respectively. A K, of
1:72+0-12 nn1 for hSBP showed that the receptor
binding site was effective for both androgen-carrier
molecules. Labelled rABP incubated with solubil-
ized germ cell membrane fractions at pH 7 formed a
complex excluded from Superose 6B mini-gels; this
complex was not formed at pH 3. The receptor com-
plex was also abolished in the presence of a 100-
fold excess of either unlabelled rABP or unlabelled
hSBP, or in the presence of 20 mat EDTA.

These results suggest that the plasma membrane
of rat germ cells contains a receptor which selectively

binds rABP and hSBP.

Journal of Molecular Endocrinology (1992) 9, 39-46

INTRODUCTION

Sertoli cells play a major role in the process of sper-
matogenesis (Means et al. 1980; Saez et al. 1985).
They provide structural support and multiple cell
interactions, especially with germ cells (Ziparo et al.
1980; L.e Magueresse et al. 1986). Androgen-binding
protein (ABP) is synthesized by Sertoli cells (Danzo
et al. 1974), and a number of recent works have
shown that germ cells can modulate the activity of
Sertoli cells, including the sccretion of ABP
(Galdiceri et al. 1984). Sertoli cell functions may be
modulated by pachytene  spermatocytes, both
through direct contact between these two cell types
and, possibly, by a factor(s) seereted by germ cells

(Castellon ef al. 1989). Rat ABP (rABP) has been

Jonrnal of Moleeular Endocrmalogy (1992) 9, 39-46
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considered to be a carrier and metabolic protector of
androgens in the testis.

Earlier, we showed that rat epididymal epithelial
cells have a specific receptor which binds both rABP
and human sex steroid-binding protein (hSBP)
(Guéant et al. 1991; Felden et al. 1992). The
receptor-mediated endocytosis of labelled rABP and
hSBP by rat (Gérard et al. 1988; Guéant ¢t al. 1991)
and monkey (Geérard et al. 1990) epididymal cells has
been shown by autoradiography. Despite the lack of
experimental data, Steinberger et al. (1984) specu-
lated on the presence of specific ABP-binding sites
on pachytene spermatocytes.

In the present work, we have used photoaffinity
labelled rABP as a model with which to investigate
the mechanism by which rABP interacts with

Prented in Great Heitan
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spermatogenic cells. The data support the generality
of the model of ABP binding to plasma membranes
as previously described .for transcortin (Strel’
chyonok & Avvakumov, 1983) and hSBP (Hryb et
al. 1985).

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

[1,2- H]17B - Hydroxy - 4,6 - androstadien - 3 - one
(['H]A-testosterone; 48 Ci/mmol) was purchased
from NEN Research Products (Boston, MA,
U.S.A.). Mannitol, phenylmethylsulphonyl fluoride
(PMSF), pepstatin A, leupeptin, bacitracin and
benzamidine were all obtained from Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, U.S.A.). Scintran was from
BDH (Poole, Dorset, U.K.) and all other reagents
were obtained as before (Guéant et al. 1980;
Fréemont et al. 1990; Guéant et al. 1991).

Isolation of germ cells

Testes from Wistar rats (40 days of age and weighing
200 g) were dissected free from surrounding fat and
connective tissue and minced with scissors. Under
a stercomicroscope, the seminiferous tubules were
gently unravelled with forceps in RPMI 1640
medium (pll 7, Sigma) in order to eliminate all the
interstitial tissue, Germ cells were isolated using a
glass homogenizer (Potter no.10; Prolabo, Paris,
France). They were washed with RPMI medium,
fltered through cotton wool in order to trap testicu-
lar sperm and cellular debris and then recovered by
centrifugation at 1000 g for 5 min. Pellets were
resuspended in fresh culture medium and cell
viability, assessed by tryvpan blue (Sigma) exclusion
test, was greater than 95%. Cells were counted under
phase-contrast microscopy, and the suspension was
adjusted to 107 cells/ml.

Smears were prepared with excess cell suspension
and stained in order to quantify the germ cells, in
particular with respect to their stages of maturation,
Germ cell populations examined at light microscopic
levels in smears contained (meansts.EalL, n=4)
spermatogonia, 5:5+£0:39%; primary and sccondary
spermatocytes, 34+ 2:66"%; round spermatids, 25+
0-34"; elongated spermatids, 21 £0-34%; residual
bodies, 10£2-7% and spermatozoa, 3 £0-8"%. We
noted contamination by ervthrocvtes, Levdig cells
and Sertoli cells (about 12% of the total germ cell
populations). The different cell types were defined
according  to their known  morphological
characteristies,

Jemernarl oof Vhideendiar B vpnodogy (199209, 30-40

Plasma membrane-enriched preparations of
germ cells

The plasma membrane-enriched preparations were
obtained from isolated germ cells. About 10° cells/ml
were disrupted in ice-cold buffer (20 mnm Tris—HCI,
pH 7-4) containing 0:4 mm PMSF, 0:1% (w/v)
benzamidine, 0-05% (w/v) bacitracin, 1 g leupep-
tin/ml, 1 pg pepstatin A/ml and 0-15 m NaCl, with
a mixer (Ultra-turrax; Ika-Labortechnik, Staufen,
Germany), three times for 5 min at 4 °C. The homo-
genate was centrifuged for 10 min at 1000 g, the
pellet was discarded and the supernatant was
centrifuged for 30 min at 27 000 g in a Beckman L8-
55 ultracentrifuge. The pellet was resuspended in
the Tris—HCI buffer described above, in the pres-
ence of 300 mn1 mannitol, 1 mar CaCl; and 1 mm
MgCl,, and centrifuged for a second period under
the same conditions. The pellet was homogenized in
the buffer described above and was stored at —80 °C
in aliquots until use. Protein concentration was mea-
sured according to the method of Bradford (1976),
using bovine serum albumin as standard. Compared
with the initial homogenized tissue, the specific
activity of 5 nucleotidase (a standard marker for
plasma membranes) was increased five times in the
plasma membrane fractions. The plasma membrane-
enriched preparations were also examined by light
microscopy.

Purification and labelling of rABP and hSBP

Photoaffinity  labelled rABP  was prepared as
described by Guéant et al. (1986) and Frémont ef
al. (1990), according to the method of Taylor et al.
(1980). Briefly, testicular extract (10 ml) was incuba-
ted with 1 nmol ['H]A,-testosterone overnight at
4 °C, and photolysed in a reactor using a u.v. light
(345 nm) for four 15-min periods under controlled
temperature. It was injected for preparative high-
performance liquid chromatography onto a Lichro-
prep 200 Diol  column  (Merck, Darmstadt,
Germany) to separate ['H]A,-testosterone covalently
bound to ABP from free hormone. The peak of pho-
toaffinity labelled rABP was eluted with a retention
time of 7 min and was further filtered by fast protein
liquid chromatography using a Supcrose 613 column
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). The peak of dimeric
photoathinity labelled rABP was eluted with a reten-
tion time of 32 min, corresponding to a molecular
mass of 92 kDa; purification of rABDP was 2970-fold,
to a specific activity of 365 pmol myg protein. Lab-
clled rABP was stored in aliquots at =80 C.
Human SBP was purified from human  late-
pregnancy serum  using  the method  previously
deseribed by Eglotf et al. (1981). The purity of hSBP
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was checked by polyacrylamide gel electrophoresis
and the radioactive component visualized by fluor-
ography. Quantitative estimation of hSBP was
performed by electroimmunodiffusion using a poly-
clonal rabbit anti-SBP serum. The concentration of
labelled hSBP was estimated as 2 pg/ml (0-:2 mCi/mg
protein).

Binding assay

Labelled rABP (0-09-1-5 pmol) was incubated (1 h
at 4 °C with shaking) with 10° germ cells per test
tube (or plasma membrane-fraction aliquots corre-
sponding to 10° cells) in triplicate and in the pres-
ence or absence of a 100-fold excess of unlabelled
ABP. Bound and free ligand were separated by cen-
trifugation at 25000 g for 15 min, and the pellet
was washed three times in 20 ma1 Tris—-HCI buffer
(pH 7-4) containing 1 ma1t MgCl,, | mm CaCl; and
0:1% (w/v) bovine serum albumin. The radioactivity
of the supernatant and the pellet was measured after
the addition of 3 ml Scintran. Specific binding (total
binding minus binding in the presence of unlabelled
rABP, approximately 12% of total) was analysed
according to Scatchard (1949).

Gel filtration of Triton X-100-solubilized rABP
receptor

Plasma membrane fractions of germ cells were
extracted with TrissHCI buffer (20 mn1, pH 7-4)
containing %% (v/v) Triton X-100, 1 mn1 MgCl; and
I mar CaCl,. Plasma membrane fractions (1 ml)
were incubated for 1 h at 4 7C with labelled rABP
(2 pmol) or labelled hSBP (2:5 pmol). Non-specific
binding was studied by preincubating membrane
extracts with a 100-fold excess of unlabelled rABP.
Fractions were also incubated with 20 ma1 EDTA
instead of CaCl,, or after preincubation with a 100-
fold excess of hSBP. The final mixture was loaded
onto a 0-46 x 20 cm Superose 6B column, which was
pre-equilibrated at 4+ °C with the Tris—=HCI buffer
described above. Fractions were collected using a
Frac-100 fraction collector (Pharmacia). Specific
binding was estimated by measuring the radioactiv-
ity in 0:2 ml fractions in the presence of 3 ml scintil-
lation liquid (Scintran).

RESULTS

The binding of Libelled rABDP to plasma membrane-
enriched preparations of germ cells was studied as a
function of time. Specitic binding reached @ maxi-
mum after 40 minat 4 C(Fig. D). The displacement

100 ~
= & A
2 - -
= 804
)
a3
'g g 60 4
o E
TE 0[5
3 . b
£ - ""'--.‘,.....-u ----- annsen 4
0 } . T T - T T L] 1
3 40 80 120
Time (min)

FIGURE 1. Time-course of labelled rat androgen-binding
protein (rABP) binding to plasma membrane-enriched
preparations (0-87 mg/ml). Association ( A) was per-
formed at 4 °C; | pmol labelled rABP was incubated
with aliquots of plasma membranes in a final volume of
10 ml. Aliquots (1 ml) of the mixture were collected at
incubation times ranging from 2 to 120 min. A second

experiment (A) was performed in the same way, except

that a 100-fold excess of unlabelled rABP was added

15 min after incubating the plasma membranes with the
tracer at 4 "C. Data are the means of triplicate
experiments.

of bound labelled rABP by a 100-fold excess of
radioinert rABP demonstrated that the binding was
a reversible process (Fig. 1). The binding labelled
rABBP was pH-dependent; it was maximal at pH 6-
8 with a sharp decline at more acidic pH (Fig. 2
specific binding of rABP and hSBP with plasma
membrane fractions and intact germ cells of adult
rats was analysed by Scatchard plots (Fig. 3). We
found a single class of binding site with dissoci-
ation constant (K,) values of 0-78£0:04 na1 and
0:93 £0:05 na1 (means £ 5.0, n=3) respectively for
rABP in intact germ cells (13000 sites/cell) and
plasma membranc-enriched preparations (1:7 x 10"
sites/mg protein). hSBP incubated with plasma
membranes showed a single class of binding site with
a lower affinity corresponding to a K, of 1'72%
012 nn1 (n=13). The binding of rABP was calcium-
dependent, and pretreatment of the plasma mem-
branes with EDTA (20 ma1) resulted in an almost
complete loss of binding (data not shown). Specifi-
city of ABP binding to germ cells was studied by
preincubating membrane-enriched  preparations
with unlabelled  proteins. No inhibition of the
binding of labelled rABP to germ cells by an excess
of different proteins was observed (Fig. 4), except
with unlabelled hSBP, which was as efficient as
unlabelled rABD.

Temernal of Moleewlar Fudocrmalogy (1992) 9, 319-46
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FIGURE 2, Effect of pH on the binding of 1 pmol labelled rat
androgen-binding protein (rABP) to plasma membranes of germ
cells. The membrane fractions were incubated with the tracer for

2 h in the presence of various buffer solutions with a pH range
of 2-8 (0-02 n1 Tris—=HCI buffer, pH 8; 0-1 n1 sodium phosphate
buffer, pl1 7; 0-1 a1 sodium phosphate buffer, pH 6; 0-05 a1
sodium acetate buffer, pH 5; 005 a1 acetate buffer, pH 4; 0:02 mt
citrate=IKCl buffer, pH 3; 0:02 n1 citrate=HCI buffer, pli 2).
Data arc the means of the percentages of maximum specific
binding from two separate experiments.

Plasma membranes of germ cells solubilized by
Triton X-100 showed a receptor peak with a reten-
tion time of 9 min in Superose 6B mini-gel filtration,
Photoaffinity labelled unbound rABP was cluted
with a retention time of 14 min and free ['H]A,-
testosterone with a retention time of 19 min (Fig. 5).
This peak was abolished when the Triton X-100-
solubilized membrane fractions were preincubated
with a 100-fold excess of cither unlabelled rABP
(Fig. 5) or hSBP (data not shown). It was also abol-
ished in the presence of 20 man1 EDTA or when the
incubation was performed at pH 3 instead of neutral
pH (Fig. 6).

DISCUSSION

Previous studies found a specific binding site for
transferrin in pachytene spermatocytes (Holmes
et al. 1983; Steinberger et al. 1984, Sylvester &
Griswold, 1984). Our results confirmed that rat
germ cells have a specific binding site for another
transport protein from seminal plasma.

In the present work we used photoaffinity labelled
rABP, purified as described previously (Fremont et
al. 1990). This meant that the receptor could bind to

Tournal of Molecular Endocrinology (1992) 9, 39-46

the androgen-protein complex and could therefore
potentially be implicated in a specific internalization
of androgen, as has been observed previously for
epididymal epithelial cells (Gérard et al. 1988). The
rABP receptor was detected not only in intact cells
but also in an enriched preparation of plasma mem-
branes. The data can be compared with those
observed with epididymal epithelial cells (Guéant et
al. 1991; Felden et al. 1992). The affinity of rABP-
binding sites of germ cells was lower than that of
epididymal epithelial cells (K, values were 0-97 and
0:27 nn1 respectively), but the number of binding
sites per cell was similar (13 000 sites/cell). Labelled
hSBP was bound almost as efficiently as labelled
rABP (Ky=1:72nM). A similar result has been
obtained with epididvmal epithelial cells (Felden et
al. 1992), and can be explained by the structural
homology of the two proteins (Joseph et al. 1987).
The specificity of rABP-binding sites of germ cells
was indicated by the lack of competitive inhibition
by an excess of any of lactotransferrin, serotransfer-
rin, asialofetuin, fetuin and bovine serum albumin.
The binding was calcium- and pH-dependent. Tt
could, therefore, feasibly mediate specific endo-
cvtosis of rABP by germ cells, as dissociation of
rABDP from its receptor could occur in the acidice
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FIGURE 3. Saturation curves and Scatchard plots (inset) of the interactions of intact germ cells
with photoaftinity labelled (a) rat androgen-binding protein (rABP) and of plasma mem-
branes of germ cells with () labelled rABP and (¢) labelled human sex steroid-binding protein
(hSBP). Binding assavs were performed at 4 'C as deseribed in the text.

Tomrnal of Molecular Endocrimology (1992) 9, 39-46
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FIGURE 4. Specificity of photoaffinity labelled rat androgen-binding
protein (rABP) binding to the receptor. rABP was incubated with
plasma membranes of germ cells for 1 h.at 4 °C either in the presence
of 1 pmol human sex steroid-binding protein (2) or 0:1 nmol of each of
human lactotransferrin (3), serotransferrin (4), asialofetuin (5), fetuin
(6) and bovine serum albumin (7), or in the absence of any proteins (1).
All proteins were incubated with plasma membranes for 1 h before
adding 1 pmol labelled rABP at 4 °C. Data are the means £5.1:.M. of

three experiments.
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FIGURE 5. Superose 6B mini-gel filtration of labelled rat
androgen-binding protein (rABP) incubated with Triton
X-100-solubilized plasma membranes of germ cells, in
the presence () or absence (M) of a 100-fold excess of
unlabelled rABP. The receptor peak of rABP was eluted
in the same position as dextran blue 2000 (DB A,

2x 10", T'wa other peaks with retention times of 14 and
19 min corresponded respectively to unbound rABP

(ABP®) and free ['TA,-testosterone (A1), Radioactivity

was measured in cach fraction as described in the text.

Fournal of Moleewlar Endoernalogy (1992) 9, 19-41
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FIGURE 6. Chromatograms of Triton X-100-solubilized
plasma membranes from germ cells. The peak of rat
androgen-binding protein (rABP)-receptor complex in
the position of dextran blue (DB; see Fig. 5) was abol-
ished by preincubation of the mixture with 20 mai
EDTA (@) or at pll 3 instead of neutral pll (O). In
the absence of receptor extract (+), the photoaffinity
Labelled rABP was eluted with a retention time of 14 min
(ABP®*) and free ['TT]Aa-testosterone (ALT) with a reten-
tion time of 19 min.
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compartment of the cell, as previously observed for
epididymal epithelial cells. This hypothesis is likely,
since coated pits and endosomes are observed in rat
germ cells (Gérard et al. 1989). In addition, endo-
cytosis of hSBP has been recently described in mon-
key spermatogenic cells (Gérard et al. 1992). The
receptor of rat germ cells was different from the
receptor described by Rosner (1990) in human pros-
tate, which binds only unliganded hSBP, whereas
the germ cell receptor bound occupied photoaffinity
labelled rABP and hSBP. In addition, the receptor
of human prostate has a lower affinity for hSBP than
the receptor of rat germ cells.

Our germ cell suspension was enriched with early
primary and secondary spermatocytes. It may there-
fore be suggested that the androgen-ABP complex
plays a major role in the maturation of pachytene
spermatocytes. Similar results were obtained by
Holmes et al. (1983) with transferrin,

A further biochemical characterization of the
receptor could be performed since the receptor could
be solubilized in Triton X-100. The solubilized
receptor behaved in a similar manner to the receptor
sitec from plasma membranes, since the binding of
labelled rABP was also calcium- and pH-dependent,
and was inhibited by an excess of radioinert rABP
or hSBP,

In conclusion, this paper describes an rABP
receptor on plasma membranes from rat germ cells
which also binds hSBP. It remains to be demonstra-
ted whether the ABP receptor of rat germ cells
is involved in a receptor-mediated endocytosis of
steroids in germ cells.
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4.2.3. MISE EN EVIDENCE DE L'INTERNALISATION DE L'ABP ET DE
LA SBP AU NIVEAU DE LA LIGNEE GERMINALE

PLANCHE I : Cellules germinales de rat

Photo n°1

Marquage membranaire de surface d'un spermatocyte primaire aprés 15
minutes d'incubation avec de I'ABP marquée par photoaffinité. Des grains
d'argent sont observés sur un puits recouvert a 1'aide de la révélation "grain
fin" (M = Puits recouvert, E = endosome, R = reticulum, Mi = mitochondrie).

Méme type de marquage, avec un plus fort grossissement et une révélation de
type microdol (M = puits recouvert), aprés 15 minutes d'incubation.

On note la présence d'une source radioactive au niveau d'une vésicule, et 2
proximité de la région golgienne (G = appareil de Golgi), sur une spermatide
ronde.

Marquage cytoplasmique profond, aprés 30 minutes d'incubation, montrant la
présence du marqueur radioactif au niveau de l'enveloppe nucléaire d'un
spermatocyte primaire (N = noyau, E = enveloppe nucléaire, M = puits
recouvert).
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PLANCHE N°I.
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PLANCHE II : Cellules germinales humaines

On note la présence des grains d'argent au niveau de la membrane plasmique
(révélation microdol) aprés 15 minutes d'incubation sur un spermatocyte
pachyténe incubé avec de I'ABP marquée par photoaffinité. (N = noyau, P =

membrane plasmique).

La source radioactive est présente au niveau d'un endosome (E) aprés 20
minutes d'incubation avec de 'ABP marquée (0,5 pg) sur une spermatide
ronde. Le marquage semble associé avec la membrane périphérique de cet
endosome (G = Golgi, N = noyau, R = réticulum).

Les grains d'argent sont localisés dans le cytoplasme profond, aprés 30
minutes d'incubation, au voisinage de I'enveloppe nucléaire sur un pachyténe
spermatocyte avec de la SBP humaine (30ng), (E = enveloppe nucléaire, N =
noyau).
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Figure n° 23 : Comparaison de la densité de marquage par unité de surface dans les
différents stades de développement de la lignée germinale chez le rat. (* p<0,01).
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4.2.4.Discussion

Les résultats obtenus confirment la liaison membranaire de ' ABP de rat, et de la SBP
humaine, sur la lignée germinale de rat et chez I'homme. L'incubation de ces cellules avec un
exces d'ABP froide, 30 minutes a + 4°C avant l'incorporation de la protéine marquée, montrent
que l'endocytose de 'ABP est spécifique .L'ajout d'EDTA (4uM) inhibe fortement la liaison
membranaire de I'ABP sur la cellule et confirme le caractére calcium-dépendant , comme cela
avait été montré dans les études biochimiques précédentes (figure n°23 ). Apres incubation des
cellules germinales avec la protéine radioactive, des grains d'argent sont associés au niveau de
puits recouverts (photo 1, planche 1) et des vésicules recouvertes (photo 2, planche 2) chez le
rat et chez I'homme. On note, plus tardivement , un marquage au niveau de l'appareil de Golgi
(photo 3, planche 1) et au niveau périnucléaire dans les deux lignées (photo 4, planche 1 ;
photo 3, planche 2). On n'observe aucune localisation lysosomiale de I' ABP au cours de son
transport intracellulaire. La radioactivité observée ne peut étre due a un relargage de stéroide
marqué puisque le marquage de la protéine est de type covalent.

Toutes ces observations sont en faveur d'une internalisation spécifique au niveau de la
lignée germinale de ces deux espéces, comme cela avait déja été démontré dans la cellule
principale épididymaire pour 'ABP (Gérard et coll, 1988a) et dans la lignée germinale du singe
pour la SBP (Gérard et coll, 1991). La figure n°23 nous montre la localisation prédominante du
marqueur intracellulaire au cours de la spermiogénése, statistiquement plus élevée dans les
spermatides que dans les spermatocytes. Il n'existe pas de différence significative entre les deux
types de spermatides.(Ce résultat est évalué en nombre de grains radioactifs/unité de surface
cellulaire). L'action de 'EDTA ne permet plus de noter de différence significative. Cette étude
est en cours de publication et les résultats obtenus chez 'homme sont trés récents.

En conclusion, il existe une incorporation, par endocytose spécifique, de I'ABP et de
la SBP dans la lignée germinale de différentes espéces de mammiferes.
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4.2.5. ETUDE PRELIMINAIRE DE LA LIAISON DE L'ABP SUR DES
PREPARATIONS DE NOYAUX DE LA LIGNEE GERMINALE DE RAT

Au cours de cette étude préliminaire, nous avons incubé des quantités croissantes
d'ABP marquée par photoaffinité (0,5 a 1,5 pmoles) en présence d'aliquots de préparation de
noyaux de cellules germinales décrits précedemment. Aprés une heure d'incubation, nous
avons centrifugé la préparation (2500 g pendant 15 min) et le culot de noyaux a été lavé trois
fois avec un tampon tris-HCI (20mM) pH 7,4 contenant 1 mM de CaCl2. L'analyse par la
représentation de Scatchard (1949), de la radioactivité des culots nucléaires obtenus est

représentée ci-dessous.

LIE / LIBRE

0,0225
Ka= 0.86 10 *11L/M,
0,0150 -
0,0075 -
0,0000 +——T———T———————————
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

ABP LIEE (fmoles/ml)

Cette figure nous montre une liaison spécifique de I'ABP sur les fractions

nucléaires de cellules germinales avec une constante d'association de 0,86 10 11 L/M.
La méthode de préparation utilisée est incomplete et nécessiterait une étape supplémentaire de
séparation entre les enveloppes et le matériel nucléaire pour étudier la localisation exacte du site

de liaison. Cette étude est en cours.



165

V. ACTIONS DES ACIDES GRAS LIBRES SUR LA LIAISON DE
LA DIHYDROTESTOSTERONE A L'ABP EPIDIDYMAIRE

(Publication VI).
5.1. But du travail

Un certain nombre de travaux ont montré que les acides gras libres (AGL) pouvaient
jouer un role important dans le transfert de 1'information hormonale en modulant les propriétés
de liaison des protéines de transport de stéroides telle que I'AFP murine (Valette et Coll.,
1989), la CBG (Martin et Coll., 1988) et la SBP sérique (Martin et Coll., 1986). Ainsi, suivant
les rapports de concentrations AGL/protéine, les lipides sont capables,in vitro et méme in vivo,
d'induire un changement conformationnel de ces protéines de liaison conduisant soit A une
potentialisation, soit 2 une inhibition de la liaison a I'hormone. Nous avons donc, dans une
premiére partie, évalué quantitativement et qualitativement les AGL d'un extrait épididymaire de
rat adulte car nous avions observé, au cours des étapes de préparation de I'extrait, une forte
concentration en lipides. Dans une deuxiéme partie, nous avons étudié l'effet des différentes
classes d'AGL, a doses physiologiques, sur la liaison de la dihydrotestotérone tritiée 2 ' ABP
épididymaire de rat.

5.2. Résultats

Le dosage quantitatif des AGL d'un extrait épididymaire montre un taux environ vingt
fois supérieur (89, 75 £ 20,5 nmole/mg de protéine) a celui trouvé dans le sérum de rat (5,29 +
1,18 nmole/mg de protéine). La composition qualitative des différentes classes indique que
60% des AGL retrouvés au niveau épididymaire sont insaturés (tableau 1). Nous avons réalisé
des études de liaison de I'extrait épididymaire vis-a-vis de différentes concentrations de DHT
tritiée en présence, ou absence, d'AGL. La liaison du stéroide est altérée en fonction de la dose,
du degré d'insaturation et de la longueur de la chaine carbonée de ' AGL étudié (figure n°1). La
concentration d'AGL insaturé (acide arachidonique...) nécessaire pour provoquer 50%
d'inhibition de la liaison de l'extrait épididymaire est 105 fois plus importante que I'effet produit
par de la DHT non radioactive. L'allure générale de ces droites d'inhibition en fonction des
doses d'AGL ajoutées est en faveur d'une inhibition de type non-compétitive (Korenman,

1969).
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Les parametres de liaison de la DHT a I'extrait épididymaire ont été étudiés par la
représentation de Scatchard (1949) en absence, ou en présence, d'acide oléique (C 18:1) ou
d'acide arachidonique (C 20:4) (figure n°2). En absence d'AGL, un seul type de liaison
spécifique du stéroide a l'extrait (aprés correction de Rosenthal (1967)) est retrouvé avec une
constante d'affinité de 1,7 £ 0,2 nM-1 soit 1,39 £ 0,11 pmole de DHT/mg de protéine. En
présence de 5 UM de C 18:1 ou de C 20:4, il n'y a pas de modification sensible du Ka, mais
une réduction importante de la capacité de liaison (0,88 et 0,69 pmole de DHT/mg pour l'acide
oléique et I'acide arachidonique, respectivement).

L'étude de l'inhibition de la liaison du stéroide par une représentation de Dixon, a
deux concentrations différentes d'extrait épididymaire, montre une constante d'inhibition (Ki)
de 4 uM pour le C 20:4 et de 20 <M pour le C 18:1 (figures 2 A-B).

5.3. Discussion

Cette étude a montré une concentration totale en AGL vingt fois supérieure dans un
extrait épididymaire a celle trouvée dans le sérum de rat. Une action inhibitrice de type non
compétitive, dose dépendante, est observée sur la liaison de la DHT 2 I'extrait épididymaire.
Les AGL polyinsaturés sont des inhibiteurs plus efficaces que les monoinsaturés et que les
saturés.

Ce travail est important pour I'étude des intéractions "protéine-stéroide" du point de
vue locorégional. En effet, ces résultats ont été obtenus 3 doses physiologiques d'AGL
épididymaire. Au voisinage d'une cellule cible, en fonction de la concentration et du type
d'AGL provenant d'activités lipasiques membranaires stimulées, la protéine de liaison va se
trouver dans des états conformationnels différents, favorisant, ou non, la liaison du stéroide a
cette derniére. Il est alors possible que cet environnement lipidique puisse également moduler la
reconnaissance de la protéine par son récepteur membranaire et/ou son internalisation. Nous
avons observé (publication III) que la liaison du récepteur a ' ABP était beaucoup plus faible
dans la partie caudale épididymaire. Cette différence pourrait étre due non pas A une diminution
du nombre de sites de liaison mais aux changements qualitatifs et/ou quantitatifs de
I'environnement lipidique le long du tractus épididymaire. Des études de liaison membranaire
de I'ABP en présence de différentes classes d'AGL sont actuellement en cours.
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SUMMARY

The free fatty acid (FFA) concentration in the epididymal
cytosol of the adult rat was found_to be 20-fold higher than in
the serum. The binding of [3H] dihydrotestosterone to
epididymal rat androgen binding protein (rABP) was modified by
physiological concentrations of saturated and unsaturated fatty
acids. Polyunsaturated fatty acids inhibited the binding more
efficiently than monounsaturated or saturated fatty acids.
Scatchard analysis and Dixon plots indicated that the number of
binding sites decreased in presence of unsaturated fatty acids
with an inhibition constant (Ki) of 4 puM for arachidonic acid
(C20:4) and 20 pM for oleic acid (Cl1l8:1). These results
indicate that unsaturated fatty acids induce alterations in
rABP steroid-binding properties that could modulate the
endocrine function of rABP.

INTRODUCTION

Androgen-binding protein (ABP) was first found in the rat
Sertoli cells (1) but has now been found in the epididymis of
several species, including humans (2-6). ABP specifically binds
5 o DHT with high affinity, and may play a role in the
intraluminal transport of androgens in the male reproductive
tract, and in sex differentiation (7-8). Thus, any factor that
can alter this steroid-protein interaction may significantly
influence the delivery of hormonal information to target cells.
There 1is considerable evidence that exogenous or locally
released free fatty acids (FFA) modify the functional
properties of several steroid carrier proteins, including human
SBP (9-11) which is structurally and genetically similar to
rABP (12-14). The present study analyses the content FFA of
epididymal cytosol to evaluate the influence of FFA on the DHT
binding to epididymal rABP. The data indicate that FFA, mainly
unsaturated FFA, inhibit the binding of steroid rABP. This
could be of considerable significance, since rABP interacts
specifically with receptors in the plasma membrane of
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epididymal epithelial cells (15-16), where locally released FFA
could modulate the delivery of steroid information to target

cells.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals. [1.2.4.5.6.7., 3H] dihydrotestosterone (100
Ci/mmoles) was purchased from Amersham International Ltd
(Amersham, U.K.). Unlabelled dihydrotestosterone and fatty

acids (stearic, oleic, linoleic, arachidonic and
docosahexaenoic were purchased from Sigma (St Louis, MO) and
stored in hexane/benzene (95/5). Sephadex G25 superfine and

LH20 were obtained from Pharmacia (Uppsala, Sweden).

Preparation of epididymal cytosol. Male Wistar rats (200-250 g)
were killed by cervical dislocation and the testes remove. The
epididymes were dissected from the surrounding fat, testis and
connective tissue and minced with scissors at 4° C. They were
homogenized in ice cold 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)
containing 1 mM CaCl, and 1.5 mM EDTA with a tissue/buffer
ratio (w/v) of 1/2 iIn an Ultra-Turrax mixer (Labortechnik,
Germany). The homogenate was centrifuged at 15,000 g for 2
hours at 4° C and the supernatant filtered through glass wool.
ABP was precipitated from the epididymal extract by adding
0.36 g/ml ammonium sulfate. The mixture was stored for 12 h and
centrifuged at 15,000 x g for 2 h at 4° C. The pellet was
dialysed against 20 volumes of 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)
containing 1 mM CaCl, and was concentrated 20-fold in an Amicon
YM-10 membrane. Totaf protein concentration was 7 * 2 mg/ml.

Protein determination. Protein concentration was measured by
the method of Bradford (17) using rat serum albumin (1 mg/ml)

as standard.

Serum free fatty acid (FFA) extraction and gas chromatography

analysis. Heptadecanoic acid was added to the epididymal
extracts and serum samples as an internal standard. Each sample
(0.5 ml) was extracted three times with 5 ml organic solvent
(ethyl acetate : cyclohexane, v/v) and the aqueous phase was
removed by freezing (- 20° C). The organic extracts were
pooled, evaporated to dryness, taken up in 0-5 ml
chromatography solvent (benzene : ethanol, 95:5) and placed on
Sephadex LH20 microcolumns (0.5 x 6 cm). FFA were eluted with 3
ml of solvent. Extracts were evaporated to dryness and
methylated in boron trifluoride-methanol (Merck, Germany). The
methylated fatty acids were chromatographed on a Packard
Chrompack- Chromatograph, model 439 (Chrompack, France) using a
capillary column (WCOT Fused Silica CP-sil-8 CB, 25 x 0.32 mm).
The initial column temperature was 50° C (for the first 5 min)
and increasing thereafter by 35° C/min for 3 min, 3° C/min for
17 min, and 10° C/min to 290° C. The peak area ratio of each
FFA from plasma extracts and Cl7:0 were compared to the peak
area of each FFA standard and C17:0.

DHT binding analysis. Batchwise gel equilibration with Sephadex
G25 was used to separate bound (B) and unbound (U) ligand (18).
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Each study used _a series of tubes containing 0.2 g G25 and
100,000 cpm of [3H]-DHT (1.37 pmoles) in 2 ml 0.06 M phosphate
buffer pH 7.4. An epididymal protein concentration were chosen
to give B/U values close to 1. Each tube was incubated for 1h
at 20° C and an aliquot of the supernatant counted. For
competition studies, increasing concentrations of the compe-
titor (FFA) were added in organic solvent evaporated to
dryness, mixed and shaken with buffer overnight at 4° C before
other reagents and proteins were added. The solubility of the
FFA was 95 % at the concentration wused. The partition
coefficient for DHT across the G25 phase was unchanged by the
presence of FFA. All the epididymal preparations were treated
with activated charcoal (5 %) for 1 h at 30° C just before the
binding test in order to eliminate endogenous steroids and FFA.
The absence of endogenous steroids and FFA was checked by RIA
and Wako test (UNIPATH SA, Dardilly, France). The association
constant (Ka) and the total number of binding sites were
estimated by Scatchard analysis (19). Rosenthal correction (20)
was applied to eliminate non specific binding. The inhibition
constant of the competitor was calculated from a Dixon plot.

RESULTS.

FFA pattern of rat epididymal cytosol. The FFA concentration
was 20-fold higher in the epididymal cytosol (89.75 & 20.5
nmole/mg, n=5) than in the serum of adult rats (5.29 *+ 1.18
nmole/mg, n=5). The quantitative analysis of each class of FFA
is shown in table 1, 60 % of FFA were unsaturated.

Effect of FFA classes on the DHT binding to epididymal

cytosol.
Fig.l shows the dose-dependent displacement of [3H] DHT binding

steroid-free, fat-free epididymal cytosol by physiological
concentrations (5 nmol/mg to 152 nmol/mg) of saturated and
unsaturated FFAs. Polyunsaturated FFA were more efficient than
diunsaturated FFA and monounsaturated FFA better than saturated
FFA. The concegtration of polyunsaturated FFA needed for 50 3
inhibition of “H (DHT) binding to epididymal cytosol was 10

higher than that of unlabelled DHT. Tne non-parallel binding
curves suggest that the inhibition of DHT binding is non

competitive (21).

FFA-induced changes in the DHT binding parameters

The parameters (association constant Ka, and number of binding
sites) for DHT binding to epididymal cytosol was studied at
equilibrium by Scatchard analysis, with and without 5 uM oleic
(C18:1) or arachidonic (C2054) acids (figure 2). Non-specific
binding was measured with 10° fold-excess of unlabelled DHT. In
the absence of FFA, there was a single class of binding sites
(Ka = 1.7 ¢ 0.2 nM-1 , N=5) and a maximum binding capacity of
1.39 t+ 0.11 pmol DHT/mg protein. Oleic acid (5 upM) and/or
arachidonic acid (5 pM) induced non significant changes in Ka,
but notable reductions in binding capacity (0.88 pmol DHT/mg
protein for arachidonic acid and 0.69 pmol DHT/mg protein for
oleic acid).

Dixon plots (1/B (nM) versus FFA concentrations (uM), figure
3JA-B) gave an inhibition constant (Ki) for arachidonic acid at




170

4 uM, 5 fold-higher than the Ki for oleic acid (20 pM). Thus,
polyunsaturated fatty acids were more potent inhibitors than
monounsaturated fatty acid, and the inhibition is apparently
non-competitive.

DISCUSSION

FFA have been shown to modulate the steroid-binding properties
of plasma carrier proteins (9-11,22). They induce changes in
the physicochemical properties of human SBP, the major plasma
androgen-carrier protein of most species, except rats (11).
This study, describes the effect of classes of FFA on the
binding properties of rABP, which is produced and secreted by
testicular Sertoli cells (1). The 20-fold higher concentrations
of FFA in rat epididymal cytosol than in the serum indicates
that this FFA environment could influence DHT binding to rABP.
Physiological concentrations of FFA inhibited the DHT-rABP
interaction as a function of dose, chain 1length, and
unsaturation. Polyunsaturated FFA are the most efficient
competitors. The inhibition constant for arachidonic acid is 5-
fold higher than that of oleic acid and the unsaturated FFA
bring about a significant decrease in the number of binding
sites (37 % for Cl18:1 and 50 % for C20:4) but came no change in
the affinity constant.

This suggests that the inhibition is non-competitive and that
the unsaturated FFA-rich environment induces conformational
change in rABP, thus conditioning its binding activity.

These in vitro findings may reflect the alterations induced by
the high lipid environment of ABP in the epididymal tract, and
could explain several changes in its —receptor system
recognition,

We have recently found that both rABP and hSBP are bound
specifically by receptors in epididymal epithelial cells (15-
16) and in rat spermatogenic cells (23). Specific rABP binding
is significantly lower in the cauda than in the caput of the
epididymis (30 %). These results may be correlated with
qualitative and quantitative changes in the composition of the
FFA environment as the rABP travels through the various parts
of the epididymis (24).

Danzo and al. (25) have shown that differences in glycosylation
are responsible for different physiological roles of rABP, such
as receptor system recognition. Our results suggest that FFA
may be also interfere.

In conclusion, FFA inhihit DHT binding to rat epididymal ABP,
perhaps by inducing conformational changes in the protein.
Local changes in the FFA environment and heterogenety of the
protein differences in glycosylation could form part of a
multifactorial system influencing the specific uptake of both
androgen carrier proteins (ABP and SBP) and thus modulating the
steroid hormone message in the target cell.

REFERENCES

1. Hagends, L., Ritzen, E.M., Ploén, L., Hansson, V., French,
F.S., and Nayfeh, S.N. (1975) Mol. Cell. Endocrinol. 2, 339-

350.



171

2. French, F.S., and Ritzen, E.M. (1973) Endocrinology 93, 88-
95.

3. Feldman, M., Lea, 0.A., Petrusz, P., Tres, Li.L.. s
Kierszenbaum, A.L., and French, F.S. (1981) J. Biol. Chem. 256,
5170-5175.

4, Jegou, B., Dacheux, J.L., Garnier, D.H., Terqui, M., Colas,
G., and Courot, M. (1979) J. Reprod. Fertil. 57, 311-318.

5. Carreau, S., Drodowsky, M.A., and Courot, M. (1979) J.
Endocrinol. 85, 443-448.

6. Hsu, A-F., and Troen, P. (1978) J. Clin. Invest, 1611~

61,
1619.
7. Danzo, B.I., Orgebin-Crist, M.C., and Toft, D.O. (1973)
N.,

Endocrinology 92, 310-317.
8. Bardin, C.W., Musto, W.A., Gunsalus, G.L., Kotite, Chen,

S.L., Larrea F. and Becker R.A. (1981) Rev. Physiol. 43, 189-
198.

9. Martin, M.E., Benassayag, C., and Nunez, E.A. (1988)
Endocrinology. 123, 1178-1186.

10. vallette, G., Vranckx, R., Martin, M.E., Benassayag, C.,
and Nunez, E.A. (1989) Biochim. Biophys. Acta 997, 302-312.

11. Martin, M.E., Vranckx, R., Benassayag, C., and Nunez, E.A.
(1986) J. Biol. Chem. 261, 2954-2959

12. Joseph, D.R., Adamson, M.C., and Kozak, C.A. (1991)
Cytogenet. Cell Genet. 56, 122-124.

13. Joseph, D.R., Hall, S.H., Conti, M., and PFrench, P.S.
(1988) Mol. Endocrinol. 2, 3-13.

14. Hammond, G.L., Underhill, D.A., Rykse, H.M., and Smith,
C.L. (1989) Mol. Endocrinol. 3, 1869-1876.

15. Guéant, J.L., Frémont, S., Felden, F., Nicolas, J.P.,
Gérard, A., Leheup, B., Gérard, H., and Grignon, G. (1991) J.
Molec. Endocr. 7, 113-122.

16. Felden, F., Leheup, B., Frémont, S., Bouguerne, R., Egloff,
M., Nicolas, J.P., Grignon, G. and Guéant, J.L. (1992) J.
Steroid Biochem. Molec. Biol. 42, 279-285.

17. Bradford, M. (1976) Anal. Biochem. 72, 248-254.

18. Pearlman, W.H., and Crepy, O. (1967) J. Biol. Chem. 242,
182-189.

19. Scatchard, G. (1949) Ann. N.Y., Acad. Sci. 51, 660-672.

20. Rosenthal, H.E. (1967) Anal. Biochem. 20, 525-532.

21. Korenman, G.S.(1969) Steroids 13. 163-177.

22. Haourigui, M., Thobie, N., Martin, M.E., Benassayag, C. and
Nunez, E.A. (1992) Biochim. Biophys. Acta 125, 157-165.

23. Felden, F., Guéant, J.L., Ennya, A., Gérard, A., Frémont,
S., Nicolas, J.P., and Gérard, H. (1992) J. Molec. Endocr. 9,
39-46.

24 .Radigue, C., Christeff, N., Martin,.M.E., Benassayaqg,.C.,
Soufir,.J.C. and Nunez, E.A. Unpublished data.

25, Danzo, B.J., Black, J.H. and Bell, B.W. (1991) J. Steroid

Biochem. Molec. Biol. 40, 821-831.



172

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Displacement of [3H] DHT from rat epididymal cytosol
by FFA, measured by_ equilibrium dialysis. The results are
plotted as percent [3H] DHT bound to rat epididymal cytosol
versus FFA and DHT concentrations. Epidgdymal cytosol (7.40
ug/ml) was incubated with [®H] DHT (10° cpm = 1 nM) plus
unlabelled DHT (0.5 - 25 nM) and each FFA (4.4 - 130 pM).

The values are the means of three determinations.

Figure 2. Scatchard analysis of [3H] DHT binding to rat
epididymal cytosol in the presence of 5 yM C 18:1 (@ ), 5 uM
C20:4 (A) or in the absence of FFA ( @ ). Steroid binding was
calculated by gel equilibration and Rosenthal correction was
used to determine specific rABP binding. Each point is the mean
of triplicate assays.

Figure 3. Dixon plots of the inhibition of [3H] DHT binding to
rat epididymal cytosol. Measurements were performed with 640
ng/ml (EE;) and 900 ug/ml (EE,) of epididymal cytosol, in the
presence of 5 uM oleic acid (A? and 5 pM arachidonic acid (B).
The inhibition constant (Ki) was 20 uM for Cl18:1 and 4 umol/l
for C20:4.

Table 1.FFA concentrations in rat serum and epididymal cytosol.
Values are the means of five determinations.



FFA (nmole/mg) SERUM EPIDIDY MAL EXTRACT
(n=3) (n=3)
Total S.29=51A48 89.75:20.5
Saturated 1.3220.01 * 359827
Monounsaturated 1.24%0.11 31.95+0.99
Di-triunsaturated . 1.990.17 14.00£2.3
Polyunsaturated 0.7420.17 6.55+1.07
TABLE I
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Les premiéres idées sur le transport sérique des hormones stéroidiennes supposaient
que seule la fraction libre (non liée aux protéines) de 'hormone pouvait diffuser au travers des
capillaires et exercer une action biologique. La grande quantité de stéroides liés a des protéines
non spécifiques (albumine) ou spécifiques (CBG, SBP...) était considérée comme
biologiquement inerte et leur seul role consistait a réguler la fraction d'hormone libre. Les
travaux de Partridge et Coll. (1981) ont montré que les stéroides liés a ces protéines pouvaient
se dissocier et traverser les parois capillaires. Un certain nombre d'observations récentes,
utilisant des méthodes biochimiques ou histologiques, démontrent clairement la présence de la
CBG ou de la SBP dans différents tissus, au niveau intracellulaire et, qui plus est, ces protéines
peuvent se lier de maniére spécifique aux membranes plasmiques de certaines cellules cibles.
L'étude de cette nouvelle fonction physiologique des protéines de transport des stéroides a
suivi un cheminement logique depuis les premiers travaux de Bordin et Coll. (1980) sur
lI'immunolocalisation de la SBP dans différents tissus chez le singe.

Dans un premier temps, des études histologiques ont prouvé l'existence de ces
protéines de liaison des stéroides dans le compartiment cellulaire, aussi bien pour la SBP et la
CBG sériques (Egloff et coll.,1981; Hsu et coll.,1986) que pour ' ABP au niveau épididymaire
(Pelliniemi et coll., 1981). Dans un deuxie¢me temps, il a ét€ montré que les protéines
plasmatiques se fixaient sur la membrane de cellules cibles sur des récepteurs spécifiques et / ou
qu'elles étaient ensuite internalisées par endocytose spécifique (Hryb et coll., 1985; Hsu et
coll., 1986; Porto et coll., 1991).Enfin , des travaux plus récents ont montré la génération de
méssagers secondaires (augmentation d'AMP; intracellulaire) en réponse a la liaison de la
protéine sur son site de liaison membranaire (Nakhla et coll., 1990) ce qui conférerait a ces
molécules un rdle hormonal (Rosner et coll., 1988). La régulation de ces mécanismes est
encore peu connue mais, d'aprés certains auteurs, la présence du stéroide lié, ou non, a la
protéine de liaison pourrait réguler la liaison membranaire du complexe (Hryb et Coll., 1990).

Afin d'étudier I'éventuelle généralisation de ce processus, nous avons éxaminé le cas
de l'androgen-binding protein qui est, chez la plupart des espeéces, la protéine de liaison
tissulaire des stéroides au niveau du testicule et de I'épididyme. L'ABP est internalisée de
fagon spécifique au niveau des cellules principales de I'épididyme de rat (Gérard et Coll., 1988
a-b). Cette endocytose est certainement due 2 la présence d'un récepteur membranaire, comme
le laisse supposer une étude préliminaire dans notre laboratoire (Guéant et Coll., 1988).
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Au cours de ce travail, nous avons semi-purifié de I'ABP testiculaire de rat et de la
SBP humaine, marquées de fagon covalente par un stéroide radioactif, sous l'effet d'une
photoexcitation. Nous avons montré, pour cette protéine, qu'il existe des sites de liaison
spécifiques au niveau membranaire dans la cellule principale épididymaire. Ces récepteurs
membranaires sont saturables, spécifiques et présentent une forte affinité pour la protéine. Une
liaison maximale est observée a 4°C. L'analyse par la méthode de Scatchard (1949) montre qu'il
existe deux types de sites de liaison épididymaire, 'un de haute affinité dont la constante d'
association et de 2,8 nM/1 et l'autre de faible affinité avec un Ka de 67,9 nM/l. La SBP
humaine, dotée d'une forte homologie structurale, est également capable de reconnaitre le
récepteur épididymaire et de déplacer ' ABP liée a la membrane. Ce déplacement est spécifique
puisque les autres protéines testées, comme la sérum albumine bovine ou la sérotransférrine,
ne déplacent pas la liaison de ' ABP a la membrane .

Il existe une différence dans l'expression du site récepteur de 'ABP chez le rat
immature (15 j.) et chez le rat adulte (60 j.). En effet, un seul type de site de liaison est retrouvé
chez le rat mature et son affinité de liaison est plus faible que chez I'animal jeune (Ka = 3,7
nM/1). En utilisant différentes méthodes de dosage de I'ABP, il a été démontré que les taux
d'ABP testiculaire et épididymaire varient avec l'dge (Danzo et Coll., 1985). Au niveau
épididymaire, I'ABP n'est détectable que lorsque la communication anatomique entre le testicule
et I'épididyme est établie, soit 2 17 jours chez le rat. Enfin, il existe une augmentation de la
concentration de la protéine jusqu'a 60 jours. Le dosage de I'ABP utilisé dans cette étude est
réalisé par capacité de liaison avec un stéroide radioactif. La double population de récepteurs
retrouvée chez le rat de 15 jours pourrait s'expliquer par un role physiologique différent de celui
de la liaison des androgenes a ce stade de développement. De plus, il a été montré récemment
une homologie importante entre I'ABP de rat et deux protéines de structure des membranes
basales: 1a laminine et la mérosine (Joseph et Coll., 1992).

La présence de la laminine est trés précoce dans le développement foetal (Eklom,
1989) et elle joue un rdle trés important dans le développement et la différentiation cellulaire
(Martin et Coll., 1987). 11 est alors tout 2 fait possible de penser que ' ABP puisse jouer un réle
similaire chez le rat impubere.

La caractérisation physicochimique de ce récepteur montre qu'il s'agit
vraisemblablement d'une protéine, que la liaison est calcium-dépendante et maximale pour un
pH proche de la neutralité. L'évaluation de sa masse moléculaire est incompléte et nous donne
un aggrégat protéique de 2000 Kda, beaucoup plus élevé que le récepteur de la SBP au niveau
prostatique (Hryb et coll., 1989), ou pour la CBG au niveau rénal (Hsu et coll., 1986).
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La deuxiéme partie de cette étude montre également la présence d'un site de liaison
spécifique pour I'ABP de rat au niveau des cellules appartenant aux différents stades de la
lignée germinale. Une étude préliminaire sur une population de pachyténes spermatocytes de rat
avait montré I'existence de la liaison membranaire de ' ABP et de la transférrine (Steinberger et
coll., 1984).

Notre étude confirme ce résultat en montrant que, premiérement, ce récepteur existe au
niveau des différents stades de la lignée germinale et, deuxiémement, qu'il est spécifique. Il
existe également une reconnaissance croisée du récepteur pour ' ABP de rat et la SBP humaine,
comme au niveau €pididymaire. Les caractéristiques physicochimiques du site de liaison
testiculaire sont trés proches de celles retrouvées dans I'épididyme (tableau n°10). La constante
d'association calculée par la représentation de Scatchard est la méme que celle retrouvée par
Steinberger. L'ABP marquée, par photoaffinité, a son stéroide est capable de reconnaitre son
site de liaison membranaire épididymaire ou testiculaire dans nos deux études. Ce résultat est en
contradiction avec le modele proposé par Hryb et Coll. (1990) ou le stéroide diminue l'affinité
de la SBP sérique pour la reconnaissance du récepteur membranaire. En effet, dans cette étude
il semble qu'au niveau de la prostate humaine seule la protéine insaturée soit capable de se lier
au site de liaison membranaire et que le complexe ainsi formé présente une affinité élevée pour

le stéroide.

Nous avons ensuite étudié, par autoradiographie, la liaison et la cinétique de
pénétration de I'ABP de rat et de 1a SBP humaine, marquées par photoaffinité, au niveau des
cellules de lignée germinale. Cette étude confirme les résultats biochimiques.La présence du
traceur est associée aux puits recouverts et vésicules recouvertes (photos 1 & 2) chez le rat.
Cette liaison est spécifique car elle diminue significativement par préincubation des cellules avec
de I'ABP froide. L'importance du calcium est également confimée car 'EDTA diminue de fagon
trés significative la liaison cellulaire du traceur. Aprés quinze a vingt minutes, les grains
d'argent sont retrouvés au niveau golgien et au niveau juxtanucléaire. Ces observations sont en
faveur d'une internalisation spécifique de la protéine car elle est marquée de fagon covalente et
le marquage observé ne peut pas étre dii  la libération du stéroide, comme c'était le cas avec la
DHT tritiée, ou au relarguage de liode 125 de la protéine. Les mémes résultats ont été retouvés
de fagon préliminaire chez 'homme et ils généralisent l'internalisation des protéines de liaison
des androgeénes dans la lignée germinale de différentes espéces (Gerard et coll., 1991).Si ces
observations confirment la présence intracellulaire de I'ABP, son devenir et son role dans la
cellule restent encore hypothétiques. En effet, dans notre étude I'ABP internalisée est saturée: ce
résultat montre que la présence du stéroide n'empéche pas la reconnaissance du récepteur, ni
son endocytose, mais la modulation exercée par I'hormone n'a pas été étudiée en raison de sa
liaison covalente artificielle dans notre protocole.
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Au niveau intracellulaire, la présence de grains radioactifs de différents compartiments
ne nous donne aucune indication sur le devenir du complexe "recepteur-protéine-hormone”. En
effet, il faudrait un double marquage de I'ABP et de I'hormone pour étudier leur devenir dans la
cellule.Un séquengage du récepteur membranaire permettrait de localiser son devenir dans la
cellule a I'aide d'anticorps spécifiques. Notre étude de cinétique de pénétration épididymaire de
I'ABP aprés micro-injections (publication II), a I'aide de poisons cellulaires permet d'émettre
quelques hypotheéses a ce sujet. La présence de grains d'argent en superposition de la
membrane des endosomes et des corps multivésiculaires ainsi que la diminution significative de
la liaison de I'ABP au récepteur a pH acide laissent supposer une dissociation du complexe
"protéine- récepteur" dans le compartiment acide de la cellule.La chloroquine est capable de
bloquer la pompe a proton et d'augmenter le pH des endosomes (de Duve et coll., 1974).
L'augmentation significative du nombre de grains d'argent au niveau de la membrane des
endosomes, aprés injection de chloroquine, pourait correspondre au blocage de cette
dissociation.Il est alors possible que le récepteur soit recyclé vers la membrane cellulaire, ou
qu'il soit dégradé au niveau des lysosomes.Des expérimentations par fractionnements sub-
cellulaires en présence de traceur internalisé sont nécessaire pour étudier si ' ABP est ou non
dégradée dans le compartiment lysosomial des cellules principales épididymaires. Il est de ce
point de vue paradoxal que le marquage demeure en superposition des structures membranaires
(photo 5, publication IT) au niveau du compartiment acide de la cellule.

La cinétique de pénétration cellulaire montre une fixation a proximité de l'enveloppe
nucléaire de la cellule. A partir de cette derniére observation, nous avons étudié la liaison de
I'ABP sur une préparation de noyaux de cellules germinales et 1'étude par représentation de
Schatchard (1949) nous indique, de fagon préliminaire, un site de liaison spécifique. La
signification physiologique de ce phénomene reste & €lucider car, dans notre étude, le stéroide
étant lié de fagon covalente a I'ABP, il est difficile de savoir si le marquage 2 proximité du
noyau est di 2 la présence d'un récepteur pour la protéine ou pour I'hormone.Des études avec
de I'ABP marquée a l'iode 125 seraient utiles pour confirmer l'existence d'une action potentielle
de la protéine au niveau nucléaire.

L'ensemble de ces résultats sur I'ABP, protéine de liaison tissulaire des stéroides,
généralise le processus décrit pour la SBP et la CBG au niveau plasmatique. Il existe toutefois
un certain nombre de disparités dans les résultats publiés sur ces protéines sériques, ou
tissulaires, car il n'y a pas de consensus général, ni de standardisation dans les protocoles
utilisés. Le tableau n°10 nous donne un exemple des différentes conditions opératoires
retrouvées dans les principaux travaux publiés sur la liaison spécifique "protéine de transport -

récepteur membranaire".



TABLEAU N° 10 : CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DES RECEPTEURS AUX PROTEINES DE TRANSPORT DANS LES
DIFFERENTS TISSUS CIBLES

PROTEINES MARQUAGE TISSUS CIBLES CARACTERISATION DU RECEPTEUR REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
DE TRANSPORT
CBG Iode 125 Foie humain Liaison 16h00 & + 4°, 2 t¥8es de Strel 'chyonok et coll., 1983
sites, Kn = 2 10-8 et 10— mole/1,
spécificité
Iode 125 Prostate Liaison 6h00 a + 37°, 1 type de Hryb et coll., 1986
humaine site, Kd = 8,6 10-7 mole/1,
spécificité
Iode 125 Rate de rat Liaison 6h00 & + 37°, 1 type de Singer et coll., 1988
site, Ky = 8,6 10-7 mole/1
spécificité
SBP Iode 125 Endométre Liaison 16h00 a + 4°, 1 type de Strel’chyonok et coll., 1984
humain site, Ky = 3,5 10-12 mole/1,
spécificité
Iode 125 Prostate Liaison 6h00 a + 37°, 2 types de Hryb et coll., 1985
humaine sites, Kp = 1,5 10-8 et 8,1 10-6
mole/1
Iode 125 Lignée MCF-7 Liaison 4h00 & + 37°, 1 type de Porto et coll., 1992
site, Ky = 3 10-8 mole/l
Photo- Epididyme Liaison 1h00 a + 4°, 1 type de Felden et coll., 1992
affinité de rat site, Kp = 3,8 10'16 mole/1l
ABP Iodée Pachyténe Liaison 1h00 a + 34°, 1 type de Steinberger et coll., 1984
Spermatocytes site, K = 0,8 109 mole/1
de rat
Photo- Cellules ger- Liaison 1h00 a + 4°, 1 type de Felden et coll., 1992
affinité minales de rat site, K = 0,78 10"é mole/1l .

81
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En effet, la technique de purification de la protéine, les conditions d'obtention des
cellules ou des préparations solubilisées de membranes, les études de liaison "protéine-
récepteur” (T°, pH, temps d'incubation...), enfin les méthodes d'interprétation statistique des
résultats sont trés différentes d'une étude a l'autre. L'examen de ce tableau nous donne
quelques indications intéressantes :

- 1a totalité des études réalisées jusqu'a présent utilisaient une protéine marquée 2 l'iode
125. Au cours de notre travail, nous avons utilisé une protéine marquée par photoaffinité.

- la labilité du marquage a l'iode et le traitement infligé aux protéines lors du
radiomarquage peuvent interférer avec une bonne reconnaissance du récepteur membranaire.
Seul le marquage par photoexcitation apporte la preuve que la protéine, saturée par son
stéroide, est capable de reconnaitre les systémes récepteurs. Les résultats obtenus avec I'ABP
saturée sur l'épididyme et la lignée germinale montrent que la protéine est capable de
reconnaitre le récepteur membranaire,

- la différence de temps et de température pose un probléme. Strel'chyonok et coll
(1983-1984) travaillent toujours a +4° alors que le groupe de Rosner préfere 37° C. Cette
derniére température ne permet pas d'observer uniquement une liaison car il peut, en méme
temps, se dérouler une internalisation modifiant alors les résultats obtenus. C'est pourquoi,
dans I'ensemble de nos travaux, la température qui ne permet pas le processus d'internalisation
(+4°C) a été choisie. Le temps d'incubation varie de 16 h (Strel'chyonok et coll., 1983)a 1 h.
Ces différents temps ont été choisis logiquement grice a une étude préalable de cinétique
d'association - dissociation. La différence importante observée au cours de ces
expérimentations peut venir de la méthode de purification de la protéine, ou du modele
cellulaire, mais il faut également étudier la présence de substances contaminantes dans le
milieu réactionnel qui pourraient augmenter, ou diminuer, la liaison,

- les caractéristiques de la liaison étudiée par analyse de Scatchard (1949) montrent des
coefficients de dissociation (Kd) variant de 10-8 2 10-12 mole/l. Ces valeurs sont donc le reflet
d'une grande affinité de la protéine utilisée sur les membranes du tissu cible. Notre étude dans
1'épididyme nous donne des valeurs de Kd proches de la nanomole (10-9 & 10-10), Ces résultats
indiquent que ' ABP possede des sites de haute affinité dans I'épididyme de rat et que la SBP
humaine présente une affinité plus importante dans I'épididyme que dans le tissu prostatique
(Hryb et coll., 1985). Au niveau de la lignée germinale de rat, les résultats obtenus sont
identiques,

- la spécificité de la liaison est toujours retrouvée dans I'ensemble des études, avec des
préincubations de différentes protéines montrant que le systeéme récepteur est spécifique,
notamment de celui observé par Sylvester et coll. (1984) ou Holmes et coll. (1983) dans les
testicules de rat, pour la transférrine.



184

Le(s) role(s) physiologique(s) exact(s) de ce mécanisme d'endocytose par récepteur de
protéines de liaison des stéroides est encore inconnu. Selon I'hypothése de Rosner (1990), la
SBP sérique, par l'intermédiaire de son stéroide, active un second messager intracellulaire par
la liaison membranaire du complexe. Ce second messager, €galement activé par la CBG
(Nakhla et coll., 1990) au niveau de certaines cellules, est une augmentation intracellulaire
d'AMPc. Le processus, activé par les protéines de liaison, pourrait les rapprocher d'un
mécanisme hormonal (groupe 2A) alors que le stéroide seul diffuse dans la cellule pour se lier a
un récepteur cytosolique ou nucléaire (groupe 1). Il semble donc que, dans une méme cellule, la
pénétration du stéroide puisse se faire selon deux voies différentes mais il n'est pas siir que le
message hormoral transmis lors de ces deux processus aboutisse & la méme réponse
physiologique pour la cellule.

Aucune étude similaire du second messager n'a, jusqu'a présent, été réalisée au niveau
tissulaire avec I'ABP dans I'épididyme ou le testicule.

La modulation de la reconnaissance du récepteur 2 la protéine de liaison des stéroides
est également hypothetique. Si Hryb et coll. (1990) supposent I'action directe du stéroide (cf.
précedemment), il existerait un certain nombre d'autres facteurs de régulation.

L'environnement lipidique modifie les propriétés des protéines de liaison plasmatiques
des stéroldes aussi bien pour la CBG que pour la SBP (Martin et coll., 1986-1988). Cette
modulation a été retrouvée dans le sens d'une potentialisation, ou d'une inhibition, de la liaison
selon le type de protéine et selon la classe d'AGL.

Il n'y avait aucune étude de ce genre au niveau tissulaire, dans I'épididyme et le
testicule, pour I'ABP vis-2-vis de son stéroide.L'analyse qualitative et quantitative des AGL
épididymaires a montré un taux vingt fois supérieur a celui trouvé dans le sérum de rat. Les
AGL polyinsaturés sont en quantité neuf fois supérieure au taux sérique. Une inhibition de type
non compétitive est provoquée par les AGL, surtout polyinsaturés, dans la liaison de la
dihydrotestosteérone a I'ABP épididymaire. Il est alors possible de concevoir que les AGL
puissent favoriser, ou défavoriser, la reconnaissance par le récepteur membranaire et/ou
l'internalisation de 1'ABP. En effet, la libération d'AGL par différentes lipases membranaires
pourrait, par exemple, induire un changement conformationnel spécifique de I'ABP qui
permettrait une activation, ou une inhibition, de la reconnaissance par la protéine du site de
liaison membranaire. Une étude de l'influence des AGL sur la reconnaissance du récepteur
épididymaire de I'ABP est actuellement en cours.
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Récemment, Danzo et Coll. (1991) ont proposé une autre possibilitée de régulation .
En effet, 1a copule glucidique de I'ABP est différente dans 1'épididyme, le testicule ou au niveau
sérique, pour une méme espeéce. Le role fonctionnel de ces différences structurales post-
transductionnelles n'est pas encore connu. Il semble désormais acquis que les résidus
glucidiques n'influencent pas la liaison du stéroide a 'ABP. Une confirmation de cette
hypothése est en cours de réalisation a l'aide d'une protéine recombinante entiérement
déglycosylée (Petra et Coll., résultats non publiés).

I1 semble, toutefois, que ces différences qualitative et quantitative en carbohydrates
pourraient avoir une action spécifique sur la reconnaissance du récepteur membranaire. Cette
hypothése n'a pas encore été démontrée pour les protéines de liaison des stéroides mais elle
semble bien établie dans d'autres modeles hormonaux (Ryan et Coll., 1987).

En définitive, il ne parait pas exister une voie unique de régulation mais un certain
nombre de facteurs liés, par exemple, 2 la présence, ou non, du stéroide, a I'environnement
lipidique spécifique ou 2 la différence de composition de la copule glucidique, qui pourraient
appartenir 2 un modele complexe multifactoriel de régulation de la reconnaissance du récepteur
membranaire par la protéine de liaison des stéroides.

En conclusion, I'ABP tissulaire posséde un récepteur membranaire spécifique au
niveau de 1'épididyme et du testicule chez le rat. La liaison "protéine-récepteur"” est suivie d'un
processus spécifique d'internalisation. Au niveau intracellulaire, la protéine est localisée dans
différents compartiments et pourrait méme reconnaitre un site de liaison périnucléaire. Le
récepteur membranaire pourrait subir un recyclage mais les devenirs intracellulaires de I'ABP et
de son stéroide sont encore totalement incompris. L'environnement lipidique, au niveau
locorégional de la protéine, pourrait influencer sur ce processus.La figure n°24 résume les
principales hypothéses de l'intéraction de 1'ABP avec sa cellule cible. Ce modele protéique
tissulaire généralise les résultats trouvés avec les protéines de liaison plasmatique des stéroides.

Le mécanisme d'action de ces molécules présente une dimension physiologique
entiérement nouvelle dans le cheminement et le transfert, extrémement complexes, du message

hormonal 2 sa cellule cible.
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Au cours de ce travail, nous avons semi-purifié de I'ABP testiculaire de rat et de la
SBP sérique humaine par photoaffinité et chromatographie liquide haute performance.

Nous avons démontré la liaison spécifique de I'ABP sur la cellule principale
épididymaire et sur les cellules de la lignée germinale testiculaire. Cette liaison ne peut étre
déplacée que par la SBP humaine préparée dans les mémes conditions.

Il s'agit donc d'un site de liaison membranaire spécifique aux protéines de liaison des
androgénes.

L'internalisation au niveau testiculaire de 'ABP dans les cellules appartenant aux
différents stades de maturation de la lignée germinale de rat et, de fagon préliminaire, chez
'homme, nous montre l'existence d'un mécanisme d'endocytose spécifique par récepteur de
méme nature que celui précédemment décrit au niveau de la cellule principale épididymaire.

La modulation de la liaison membranaire de I'ABP chez le rat dépend de l'dge de
I'animal et, vraisemblablement, de la composition locorégionale qualitative et quantitative en
acides gras libres.

L'ensemble de ces résultats laisse supposer, au niveau tissulaire, un role actif de
I'ABP dans ses tissus cibles et apporte un double intérét futur :

- au niveau fondamental: pour comprendre le message métabolique transmis par
I'hormone liée 2 sa protéine de liaison par rapport A 'hormone stéroide seule et/ou I'action
potentielle de la protéine seule.

- au niveau clinique: la présence de récepteurs aux protéines de liaison des stéroides a
été retrouvée dans des tissus sains, mais également dans des lignées ou des tissus tumoraux
(Porto et coll., 1991-1992, Fortunati et coll., 1991, Nakhla et coll., 1990, Reventos et coll.,
1990). Une nouvelle approche thérapeutique pourrait ainsi étre envisagée (anticorps anti-
récepteurs) s'il s'avérait que la SBP, par exemple, augmentait la croissance et/ou la
différentiation de la tumeur (sein, prostate). L'homologie de I'ABP et de la SBP avec la
laminine (Joseph et coll., 1992) pourrait laisser supposer que ces protéines aient un role 2 jouer
dans la prolifération métastatique comme cela a ét€ montré pour la laminine dans certains

cancers tels que les tumeurs du colon (Felden et coll., 1991).

Ces hypothéses sont autant de sujets d'études pour nos futurs projets de recherche.
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RESUME

L'Androgen-binding protein (ABP) est une protéine synthétisée par les cellules de
Sertoli. Elle assure le transport des androgenes depuis leur lieu de synthése jusqu'a
I'épididyme.

Au cours de ce travail, nous avons préparé de I'ABP testiculaire de rat par marquage
covalent et spécifique (photoaffinité) suivit de deux étapes en chromatographie liquide haute
performance.

A l'aide de cette protéine, nous avons montré l'existence d'un site de liaison
membranaire sp¢ ‘ifique dans un premier temps, au niveau de la cellule principale épididymaire
et, dans un second temps, sur une préparation cellulaire des différents stades de la lignée
germinale testiculaire de rat. Cette liaison est spécifique, saturable et réversible. Le site
récepteur est de nature protéique, calcium dépendant et actif a un pH compris entre 6 et 8. Il
existe une reconnaissance croisée du récepteur de I'ABP de rat avec la SBP humaine, proteine
sérique de forte homologie structurale avec 'ABP.

L'activité réceptrice chez le rat immature est supérieure a celle retrouvée chez I'animal
adulte. Au niveau de la lignée germinale, il existe un mécanisme spécifique d'internalisation de
I'ABP dans les différents stades de développement de la lignée chez le rat et, de fagon
préliminaire, chez I'homme.

Au niveau épididymaire, les acides gras libres (AGL) inhibent fortement la liaison de
I'ABP a son steroide (dihydrotestostérone). Cette inhibition est dose-dépendante, non
compétitive, et croit en fonction du degré d'insaturation de 1'acide gras. Ainsi, les AGL, en
modifiant la conformation de I'ABP, pourraient vraisemblablement jouer un réle important
dans la reconnaissance de la protéine vis a vis de son site de liaison membranaire .

En conclusion, cette étude nous a permis de mettre en évidence une intéraction
cellulaire spécifique de I'ABP avec les cellules principales de I'épididyme et les cellules de la
lignée spermatogénique de rat. Ces résultats généralisent le role fonctionnel potentiel des
protéines de transport des stéroides au niveau cellulaire, qu'elles soient sériques ou tissulaires.

Mots clés : Androgen-binding protein - Epididyme - Cellules germinales - Récepteur -
Sex-steroid binding protein - Endocytose - Acides gras libres -Photoaffinité
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