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RÉSUMÉ

L’ orchite granulomateuse, une séquelle des oreillons chez l’humain, conduit

parfois à l’infertilité permanente. Le vison est le seul modèle animal actuellement

disponible, qui présente une orchite auto-immune (OAI) spontanée dont les

caractéristiques sont semblables à celles de Forchite granulomateuse chez Fhornrne. Nous

avons développé et utilisé ce modèle expérimental pour étudier les réponses cellulaires et

humorales responsables de la pathologie de l’OAI. Pour étudier les réponses cellulaires,

nous nous sommes proposés d’identifier les cellules CD4. CD8. CD163. NCL-Macro et

HLA positives dans les infiltrats qui accompagnent l’OAI, par les techniques

d’ immunohistochimie et U’ immunofluorescence. Nous voulions aussi déterminer si les

cellules CD4+, CD8+, CD 163+ et HLA+ étaient aussi FasL+. Pour caractériser les

réponses humorales, nous avons utilisé les anticorps anti-IgG de vison et anti-IgM, IgD,

IgA, IgE humains qui reconnaissent aussi les protéines de vison, en immunohistochimie et

en Western blot.

Nos résultats montrent, dans le testicule de vison orchitique, une infiltration des

macrophages dans les espaces interstitiels et à l’intérieur des tubules séminifères

complètement détruits. Dans l’épididyme orchitique, nos résultats démontrent un grand

nombre de macrophages dans le tissu interstitiel. Dans cette étude nous avons montré pour

la première fois que les macrophages interstitiels du testicule et de l’épididyme de vison -

normal et orchitique- expriment le marqueur CD163 qui pourrait être impliqué dans la

modulation du processus inflammatoire de l’OAI.

Dans le testicule du vison orchitique. nous avons détecté une infiltration de

lymphocytes CD4+ et CD8+ dans les espaces interstitiels et à l’intérieur des tubules

séminifères. L’épididyme orchitique présentait une accumulation de cellules CD4+ et
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CD8+ au niveau du tissu interstitiel. Nous n’avons pas observé, en double marquage, de

cellules marquées au CD4 et FasL. Le double marquage aux CD$ et FasL était évident

dans des cellules des espaces interstitiels et dans l’épithélium épididyrnaire orchitique.

Nous avons identifié des cellules HLA+/FasL+ dans les tubules sérninifères orchitiques.

Dans les testicules et les épididymes orchitiques, le marquage FasL positif est augmenté,

ce qui suggère l’implication de l’apoptose dans les altérations structurales observées dans

l’OAI.

Par analyse de Western blot, nous avons identifié les mêmes profils pour les

immunoglobulines dans les sérums normaux et orchitiques. Cependant dans les sérums

orchitiques, les taux d’IgG, d’IgM, d’IgA et d’IgD apparaissaient significativement

(p<O.Ol) plus élevés, alors que le taux d’IgE ne présentait pas de variation détectable

entre les sérums sains et orchitiques.

En immunoperoxydase et dans le testicule du vison orchitique, les dépôts d’IgG

identifiés se trouvaient dans les membranes basales des tubules sérninifères et dans le tissu

interstitiel. Nous avons identifié de dépôts d’IgM dans les membranes basales des tubules

séminifêres et des capillaires sanguins. Dans l’épididyme orchitique, nous avons observé

des dépôts d’IgM dans les membranes basales de l’épithélium épididyrnaire et aussi dans

les espaces intertubulaires. De rares dépôts intracellulaires d’IgD étaient présents dans les

espaces interstitiels du testicule orchitique. Notis avons aussi détecté des cellules

positivement marquées à l’IgA et à l’IgE dans le tissu interstitiel des testicules et les

épididymes orchitiques. Ces résultats indiquent la présence d’auto-anticorps dans le sérum

de visons ayant l’OAI.

Nos résultats montrent chez les visons orchitiques la présence Ï) d’un infiltrat de

macrophages inter-, et intra-tubulaires dans le testicule et dans l’épididyme; 2) d’un
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infiltrat de lymphocytes CD4+ et CDX+ dans le testicule et dans l’épididyme; 3) de

cellules CD4+ qui n’étaient pas FasL+ et de cellules CDX+/fasL+ dans l’épithélium et

l’espace interstitiel de l’épididyme; 4) de cellules FasL+ dans ces tissus, ce qui suggère

l’implication de l’apoptose dans l’OAI. 5) Les taux sériques d’IgG, d’TgM, d’IgA et d’IgD

avaient des valeurs significativement plus élevées dans les sérums des visons orchitiques;

6) la présence de dépôts immuns d’IgG et d’IgM dans les limitantes (vasculaires et

tubulaires) et des dépôts intracellulaires d’IgA (dans le tissu interstitiel du testicule et de

l’épididyme orchitiques), d’IgD (dans le tissu interstitiel du testicule orchitique) et d’IgE

(dans les tubules et le tissu interstitiel du testicule et de l’épididyme orchitiques).

La présence d’une réponse cellulaire (des macrophages, des cellules CD4+ et

CD8+) dans les tissus orchitiques examinés indique la participation dans la pathologie de

l’OAI d’un mécanisme d’immunité cellulaire et l’identification d’une réponse humorale

(des titres plus élevés d’immunoglobulines dans les sérums d’animaux orchitiques et des

dépôts immuns). suggère l’implication de l’immunité humorale dans la pathologie de

l’OAI.

Nos études nous ont permis de mettre en exergue un ensemble de réponses

immunes cellulaires et humorales qui accompagnent les changements pathologiques au

cours de l’OAI chez le vison. Le vison infertile représente un modèle idéal pour étudier

l’infertilité masculine humaine et, l’identification des réponses cellulaires et humorales

impliquées dans l’OAI du vison offre la possibilité de poser un diagnostic précoce et de

préconiser un traitement approprié pour prévenir l’installation d’une infertilité irréversible

chez l’homme.

MOTS CLÉS auto-immune. CD4. CD8, orchite, vison. infertilité, auto-anticorps, FasL,

immunohistochimie, immunofluorescence
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SUMMARY

Granulomatous orchitis is a complication of rnumps infection and represents an

important cause of infertility in men. At present, rnink is the sole animal mode! that

develops a spontaneous autoimmune orchitis similar to human granulornatous orchitis.

We have developed and used this animal model to study the cellular and humoral factors

involved in the pathogenesis of autoimmune orchitis. In order to identify the cell types of

the testicular infihrate characteristic in orchitis, we used two different experimental

approaches, irnmunohistochemistry and immunfluorescence, with different antibodies:

anti-CD4, anti-CD8, anti-CD163, anti-NCL-Macro, anti-HLA, and anti-FasL. We also

determined whether the CD4, CD$, CD163, and HLA-positives celis were also FasL+.

To characterize the humoral responses. we used immunohistochemistry and

immunoblotting with mink anti-IgG and human anti-IgM, anti-IgA, anti-Igi, and anti

IgD antibodies, which recognize mink proteins too.

In the testis of infertile mink, our results showed a macrophage infiltration in the

interstitium and in the seminiferous tubules, which presented extensive damage. A large

number of macrophages was also present in the epididymis of infertile rnink. In the

present study, we show for the first time that the interstitial macrophages of the normal

and infertile mink testis and epididyrnis express the CD163 marker, which might be

involved in the modulation of inflammation in autoimmune orchitis.

In the infertile testis, we observed a CD4+ and CD8+ lymphocyte infiltration in the

interstitial tissue and the seminiferous tubules. In the interstitium of infertile epididyrnis,

we identified an accumulation of CD4+ and CD8+ lymphocytes. Using

immunofluorescent double labeling, we could flot detect any CD4+/FasL+ cells. Double-
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labeled CD$+/FasL+ celis were observed in the interstitial tissue and epithelium of

infertile epididyrnis. We identified HLA+/FasL+ celis in the infertile seminiferous tubules.

In the infertile testis and epididymis, the FasL+ labeling was enhanced, suggesting the

possible involvernent of apoptosis in the structural damage observed in autoimmune

orchitis.

Immunoblotting analysis revealed the same pattern of 1g bands in the sera of both

normal and infertile mink. However, the levels of IgG, IgM, IgA and IgD were

significantly increased (p<O.O1) in the serum of infertile animais, whereas IgE showed no

detectabie variation between the serum of normal and infertile minks.

By immunohistochemistry, we identified 1gO deposits in the basement membranes

of seminiferous tubules and the interstitial tissue of infertile testis. IgM deposits were

observed in the basement membranes of the serniniferous tubules and of the capillaries. In

the infertile epididymis, IgM deposits were localized in the basement membranes of the

epithelium and in the intertubular spaces. We observed sparse IgD deposits in the

interstitial tissue of infertile mink testis. In the testis and epididymis of infertile mink, we

detected cellular IgA and IgE immunostaining in the interstitial tissue. These results

suggest the presence of autoantibodies in the serum of rnink with autoimmune orchitis.

In conclusion, our resuits in mink with autoimmune orchitis show: Ï) a

macrophage infiltration in the testicular and epididyrnal interstitium and tubules; 2) a

CD4+ and CD$+ lymphocyte infiltration in the testis and epididymis; 3) CD4+/FasL- and

CD8+/FasL+ cells in the epididymal epithelium and interstitium; 4) the presence of FasL

positive cells in these tissues, suggesting the involvement of apoptosis in autoimmune

orchitis; 5) the levels of IgG, IgM, IgA, and IgD are significantly higher in the sera of

infertile rninks; 6) 1gO and IgM deposits in the basement membranes of serniniferous
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o tubules and in the basal lamina of bÏood vessels; intracellular IgA deposits (in the

interstitial tissue of infertile testis and epididymis), intracellular IgD deposits (in the

testicular interstitium of infertile minks), and intracellular IgE deposits (in the tubules and

interstitial tissue of infertile testis and epididymis).

In the examined tissues of infertile minks, we identified the presence of a cellular

(macrophage and T lymphocyte infiltration) and humoral response (higher levels of

circulating immunoglobulins and immune deposits), suggesting the involvement of both

cellular and humoral immune mechanisms in the pathogenesis of autoimmune orchitis.

The infertile mink represents an ideal experimental model to study male

immunologic infertility. The identification of the ceÏÏular and humoral immune responses

involved in the spontaneous autoimmune orchitis of the mink offers the possibility for an

early detection and an appropriate treatment to prevent irreversible infertility in men.

KEY WORDS: autoimmune, CD4, CD8, orchitis, rnink, infertility,

autoantibodies, FasL, irnmunohistochernistry, immunfluorescence.
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OAE orchite allergique expérimentale

OAI orchite auto-immune

PA phosphatase alcaline

PBS phosphate buffered saline

PLC-y phospholipase C gamma

PMN polymorpho-nuclear

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride

ROS reactive oxygen species
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rpm révolutions par minute

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

SEM Standard Error of the Mean

SRCR scavenger receptor cystein-rich

StAR steroidogenic acute regulatory protein

TBS tris buffered saline

TCA acide trichioroacétique

TCR T-cell receptor

TGF Œ facteur de transformation alpha (transforming growth factor alpha)

TNF : Tumor Necrosis Factor Alpha

TNFR tumor necrosis factor receptor

TI tissu interstitiel

TRITC tetramethyl rhodamine isothiocyanate

TS tubule séminifère

TR tubuli recti

U unité

V volts
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1. INTRODUCTION

1.1 LES MALADIES AUTOIMMUNES (MAI)

1.1.1 Description

Les maladies auto-immunes (MAI) sont des maladies causées par la rupture de

la tolérance de l’organisme pour ses propres constituants et sont caractérisées par une

réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire dirigée contre certains auto-antigènes. La

prévalence des MAI dans la population générale est de l’ordre 6 à 8 ¾ (Mozes et coil.

l990 Ermann et Fathrnan, 2001).

Une telle définition, quoique vague, indique la présence dun phénomène auto-

immun, comme les auto-anticorps ou/et des lymphocytes autoréactifs (Ermann et

Fathman, 2001). Le processus auto-immun peut résulter d’une réaction normale ou

aberrante contre un antigène exogène ou endogène et ce processus est le résultat de

plusieurs facteurs.

La réponse immune d’un individu, ayant une prédisposition génétique à un agent

pathogène de l’environnement et une anomalie dans les mécanismes immunorégulateurs,

peut déclencher une MAI. L’importance des composants. représentés dans le schéma

suivant (Schéma 1), peut varier entre les individus et les maladies, mais l’apparition

d’une MAI nécessiterait la convergence des facteurs génétiques, environnementaux et

immunologiques (Ermann et Fathman, 2001).
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Schéma 1. facteurs impliqués dans le développement d’une maladie auto-

immune. T, cellule T; B, cellule B; DC, cellule dendritique.

1.1.2 Classification des maladies auto-immunes

Deux critères de classification des MM (Lahita et col!., 2000)

- L’origine du processus auto-immun

- La nature des mécanismes pathogénétiques et des auto-antigènes impliqués

a) L’origine du processus auto-immun

Les MM primitives, maladies sans une origine précise, mais avec des auto-

anticorps et/ou des lymphocytes auto-réactifs qui sont les responsables des

manifestations de la maladie.

Les MM secondaires dans lesquelles le processus auto-immun résulte d’une

affection qui provoque une rupture de la tolérance pour les auto-antigènes.

Auoirnrnune
dsease

Immune
regu [atiorL
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b) La nature des mécanismes pathogénétiques et des antigènes impliqués

Les MAI organo-spécifiques, résultent d’une réponse immunitaire dirigée contre

un antigène précis d’un organe ou d’un tissu, et les lésions inflammatoires sont

subaigus ou chroniques et localisées dans des organes déterminés (Ponvert et coll.,

1991).

Les MAI diffuses sont caractérisées par une réponse immunitaire dirigée contre

des antigènes communs de divers tissus et des lésions disséminées qui résultent de la

formation de complexes immuns circulants et leur dépôts au niveau des tissus (Ponvert

etcoll., 1991).

Il y a une limite à cette classification, à cause des associations entre les MAI

diffuses et organo-spécifiques (Ponvert et cou., 1991).

Maladies auto-immunes spécifiques d’organes

glandes endocrines thyroïdites, maladies de Basedow
maladie d’Addison
diabète juvénile, insulino-dépendant

tractus gastro-intestinal anémie de Biermer

rein syndrome de Goodpasteur
oeil ophtalmie sympathique, uvéites

système nerveux syndrome de Guillain-Barré
foie hépatite aigus
Testicule Orchite auto-immune spontanée

Maladies auto-immunes non-spécifiques d’organe

lupus érythémateux disséminé

polyarthrite rhumatoïde

syndrome de Sjègren

anémies hémolytiques, leucopénie et trombocytopénie auto
immunes
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1.2 Immuno-tolérance

1.2.1 Les mécanismes cellulaires de la tolérance de soi

La tolérance immunologique est acquise par deux mécanismes au cours de la

différenciation lymphocytaire (Goodnow, 1996), la “tolérance centrale”, impliquée dans

la sélection du répertoire des lymphocytes B et T au niveau de la moelle osseuse et du

thymus (Bonomo et Matzinger, 1993) et la “tolérance périphérique” (Hammerling et

coil., 1993) dans laquelle existent des mécanismes pour l’inactivation fonctionnelle des

cellules réactives (Alferink et coll., 199$).

Dans le thymus, pendant l’étape de sélection des cellules T, les molécules du

CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) présentent les auto-antigènes aux cellules

T (Ridgway et Fathman, 1999). La sélection positive se déroule dans la région du cortex

thymique, entre les thymocytes et les cellules épithéliales qui expriment les molécules

de classes I et de classe II du CMH (Marrack et Kappler, 1997). Le thymocyte qui

s’engage dans la sélection positive est tin lymphocyte CD4 CD$ et il devient à la fin

de sa différenciation, un lymphocyte soit CD4, soit CD8 (Liu et coll., 1997). Un

facteur qui influence cette sélection semble être l’avidité avec laquelle un thyrnocyte et

le complexe peptide-CMH réalisent une liaison. Une faible concentration du peptide

conduit à la survie du thymocyte alors qu’une forte concentration du peptide conduit à

son élimination (Sebzda et coll., 1994). La sélection négative est responsable de la

tolérance du soi. Les thymocytes immatures qui reconnaissent les peptides autologues

avec une forte avidité sont éliminés par apoptose (Swain, 1999). Ce phénomène se

déroule dans la région de la jonction cortico-médullaire, endroit connu pour être le site

de prédilection pour la sélection négative (Le et coll., I 995).
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Pour les lymphocytes 3, la délétion clonale des cellules immatures se passe

comme pour les précurseurs thymiques, par apoptose (Goodnow et cou., 1990;

Weintraub et cou., 2000). Les phénomènes de la tolérance périphérique sont

responsables de l’élimination des lymphocytes rnatui-es déjà exportés à la périphérie.

Ces phénomènes sappliquent aussi bien aux lymphocytes T (Webb et cou., 1990)

qu’aux lymphocytes B (Akkaraju et cou.. 1997).

Les phénotiènes d’apoptose sont très importants pour les maladies auto-

immunes. Chez les souris déficientes en facteurs du complément (Cl q, C4) ou chez les

patients qui ont une prédisposition à un syndrome lupique, des études ont mis en

évidence une diminution de l’élimination des cellules T apoptotiques (Taylor et colT.,

2000). Les souris ayant une déficience en protéine amyloïde sérique (PAS) développent

un syndrome lupique et l’apparition de ce syndrome s’explique par un défaut

d’élimination de la chromatine en absence de PAS (Bickerstaff et coll., 1999). Les auto-

anticorps qui caracterisent cette maladie sont présents en grande densité à la surface des

cellules apoptotiques. Quand les cellules apoptotiques s’accumulent, les auto-antigènes

qui seraient éliminés en conditions normales, maintenant persistent et peuvent être

présentés par les cellules dendritiques (AlbeiÏ et coll.. 1998). Les cellules apoptotiques

ont été décrites comme des cellules anti-inflammatoires qui inhibent la libération des

molécules pro-inflammatoires par les macrophages (Voil et colI., 1997), mais

récemment des formes de cellules apoptotiques qui déclenchent la maturation des

cellules dendritiques ont été identifiées (Restifo, 2000). Il semblerait que si l’apoptose

se déroule normalement, la présentation des auto-peptides ne modifie pas le statut

immunologique, et que par contre, quand l’apoptose s’accompagne de phénomènes
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d’inflammation en présence d’auto-anticorps, la présentation d’auto-antigènes conduit à

un état d’auto-immunité (Verhasselt et Goldrnan, 2001).

1.2.2 Des facteurs locaux impliqués dans l’immuno-régulation du testicule

Les mécanismes qui. dans le testicule. conduisent à un état de tolérance

immunologique ne sont pas encore complètement élucidés, mais le résultat est une

infertilité spontanée très semblable à celle provoquée par l’orchite granulomateuse

consécutive aux oreillons chez l’humain. (Tung et cou., 1984; Kalaydjiev et cou., 2002).

La spermatogenèse se complète durant la puberté avec l’apparition des spermatozoïdes

qui eux possèdent des antigènes tissulaires spécifiques qui ne sont pas présentés durant

la vie foetale, quand se déroule le processus de la tolérance (Haas. 1987). Les barrières

tissulaires et la séquestration d’antigènes sont très importantes, mais ne suffisent pas à

elles seules. à protéger l’organisme contre une orchite auto-immune (OAI) spontanée

(Pelletier, 1986 ; Pelletier, 1988).

Les plus importants éléments de la barrière hérnato-testiculaire (BHT) sont les

complexes de jonctions occlusives situés entre cellules de $ertoli adjacentes (Pelletier et

Byers, 1992 Pelletier, l995b Pelletier. 2001), qui séparent l’épithélium séminifère en

compartiments basal et luminal. Le compartiment basal contient les cellules germinales

jeunes jusqu’au spermatocyte du stade zygotène et le compartiment luminal contient les

autres cellules germinales.

Toutes les cellules germinales possèdent des antigènes intra-cytoplasmiques. Les

cellules du compartiment luminal présentent aussi des structures antigéniques à la

surface cellulaire. Les antigènes somatiques exprimés au niveau des cellules germinales

n’ont pas la capacité d’interagir avec les lymphocytes très tôt dans la vie et il semblerait
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que la tolérance aux antigènes des cellules germinales mâles n’existerait pas (Tung,

1998).
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Schéma 2. Représentation schématique d’une portion de tubule séminifère et des

relations entre le compartiment interstitiel et les vaisseaux sanguins et

lymphatiques.

Toutefois, les cellules germinales ne sont pas complètement isolées par la BHT.

Des auto-antigènes présents sur les spermatocytes en phase de préleptotène ont été

démontrés à l’extérieur de la BHT (Yule et coll., 198$). Chez les animaux à

reproduction saisonnière et chez les animaux à reproduction continue durant la puberté,

la présence d’une BHT fonctionnelle coïncide avec l’apparition d’une lumière dans le

ii ;! \
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tubule sérninifère et non pas avec l’apparition d’une classe particulière des cellules

germinales dans l’épithélium (Pelletier, 1986). Des peptides caractéristiques du testicule

sont reconnus par les cellules CD4+ au niveau des tubes droits qui font la liaison entre

les tubules sérninifêres et le rete testis (Tung et coll., 1987. Yule et Tung, 1993).

Les greffes de tissus. comme les flots du pancréas ou la glande parathyroïde,

dans d’autres organes sont rapidement rejetées (les transplants sous-capsulaires au

niveau du rein) (Head et Billingham, 1985), mais par contre, ils résistent plus longtemps

quand ils sont greffés dans le testicuLe ($elawry et coll., 1987). La réponse des cellules T

activées par des mitogènes ou par des anticorps est supprimée par les protéines qui se

trouvent dans les fluides drainés dans l’espace testiculaire interstitiel (Pllnen et coll..

1988) ou dans les surnageants de cultures de cellules de Sertoli (De Cesaris et coIl..

1992).

Les cellules de Leydig forment des rosettes avec des thymocytes ou des

lymphocytes et, la présence des cellules de Leydig réduit la réponse proliférative contre

les alloantigènes (Born et Wekerle, 1 982).

Des facteurs comme l’interleukine (IL)1Œ, le TGf-F3, la prostaglandine E2, les

transglutaminases, le facteur de croissance des fibroblastes (FCF) ont été identifiés dans

le testicule (Hedger et cou.. 1990). L’activine et l’inhibine produites par le testicule ont

la propriété soit, d’activer soit d’inhiber la prolifération des thymocytes après

stimulation (Lee et coll., 1989; Hedger et coll., 1989). L’inhibine B est une hormone

testiculaire qui est détectable durant toute la vie avec un changement important dans la

première année après la naissance et pendant la puberté (Andersson, 2000). Chez les

patients ayant une infertilité associée à une délétion du facteur d’azoospermie du
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chroi-nosome Y, la concentration de l’inhibine B dans le sérum est reduite (Frydelund

Larsen et cou., 2002). D’autres protéines qui inhibent l’activité cytolytique du

complément dans le testicule ont été mises en évidence (Tarter et Alexander, 1984). Le

facteur de croissance des plaquettes sanguines a été mis en évidence ati niveau du

testicule très récemment (Mariani et coll., 2002).

La cellule de Sertoli a le pouvoir de synthétiser des produits biologiquernent

actifs la glycoprotéine 2-sulphaté a la capacité d’inhiber la lyse cellulaire provoquée

par le complexe d’attaque C56789 (Jenne et Tschopp, 1989), et aussi la transférine qui a

le pouvoir d’inhiber la blastogenèse lymphocytaire (Skhmer et coll., 1984).

1.3 Modèles d’auto-immunité

1.3.1 Modèles expérimentaux

Il est relativement facile de provoquer une MAI chez différentes espèces de

vertébré en injectant des extraits d’organes en présence d’adjuvant ou de virus.

1.3. 1. 1. Maladies provoquées par Ï ‘injection d ‘extraits d’organes

La thyro ïdite allergique expérimentcite

L’injection d’extraits de thyroïde homologues, érnulsifiés dans de l’adjuvant de

Freund chez les cobayes ou des souris, provoque l’apparition d’une thyroïdite auto-

immune. Cette maladie ressemble à la maladie de Hashirnoto chez l’humain et présente

des lésions qui conduise à la perte de l’architecture folliculaire normale et à la présence

d’un infiltrat de cellules mononuclées (Collins et Gough, 2002).

L ‘encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE}

L’EAE, une MAI démyélinisante du système nerveux central est provoquée par

l’injection d’un hornogénat de système nerveux central en présence d’adjuvant de
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freund. Les manifestations de la maladie sont très proches de la sclérose en plaques, une

maladie qui se développe contre la protéine basique encéphalitogène de la myéline

(Kappel et col!., 1991; Sumelathi et cou., 2001).

Gloméritlonéphrites (GN, auto-immunes

En injectant des extraits de rein ou des préparations purifiées de membrane

basale glomércLiaire, allogéniques ou xénogéniques chez les moutons ou chez les rats en

présence de l’adjuvant de Freund, on provoque l’apparition de la glornérulonéphrite

auto-immune. Cette MAI est caractérisée par une prolifération mésangiale accompagnée

de dépôts immuns sub-endothéliaux (Peutz-Kootstra et coil., 2001).

L’anémie hémolytiqti’e auto-immune expérimentale peut être induite chez la souris par

injection d’hématies xénogéniques de rat. (Gehrs et Friedberg, 2002).

Orchite cillergiqite expérimentctÏe (OA E

L’histopathologie de l’orchite se caracterise par l’apparition d’une inflammation

du testicule —orchite- et de l’épididyme — épididyrnite- suivie d’une aspermatogenèse.

Orchite allergique expérimentale (OAE) qui survient après une immunisation à

/ ‘antigène tissulaire.

En utilisant un antisérum “spermatotoxique” Metchnikoff a démontré sa capacité

d’immobiliser in vitro, les spermatozoïdes normaux (Metchnikoff, 1900).

L’administration d’une seule dose d’homogénat testiculaire syngénique ou allogénique

avec de l’adjuvant de Freund à des cobayes induit une OAE 2 â 8 semaines après

l’immunisation (Voisin et coli., 1951; Tyler et coll., 196$; Pelletier et cou., 1981; Kohno

et coli., 19$3a). L’OAE se caractérise par une congestion de l’espace interstitiel, une

infiltration des leucocytes (Metclmikoff 1 900). une vacuolisation des cellules de Sertoli
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(Voisin et cou., 195 1). Les cellules de Leydig présentent peu de modification (Freund et

cou.. 1953). Par contre. les recherches ont montré la présence des anticorps anti

testiculaires dans le sérum des animaux malades (lyler et coll., 196$) et une stérilité due

à l’azoospermie avec retour de la fertilité 6 mois après sensibilisation (Laurence et coli.,

1965). Pelletier et cou. (1981) ont montré chez les cobayes une destruction massive des

cellules germinales testiculaires et une distension des jonctions des cellules de Sertoli.

après immunisation avec des spermatozoïdes isologues en combinaison avec du

l’adjuvant de freund.

Les mêmes lésions ont été rapportees après l’injection d’antigènes testiculaires et de

l’adjuvant de Freund, chez la souris (Pokorna et cou., 1963). et le rat (Freund et cou.,

1954).

Andrada et coll. (1969) ont induit en 6 à $ semaines l’OAE chez les singes, par

injection d’homogénats testiculaires avec de l’adjuvant Freund. La présence d’adjuvant

pour le déclenchement de l’OAE était essentielle (Boughton et Spector, 1963 ; Pelletier

et cou., 1981), mais il est possible de provoquer une OAE sans adjuvant après une lésion

thermique. Chez les cobayes (fernandez-Collazo et coll., 1972) et les singes (Andrada et

cou., 1970), des températures baisées extrêmes induisent une OAE. Chez les souris, une

OAE a été induite sans l’utilisation d’adjuvant (Sakamoto et coil., 1985; Itoh et coll.,

1991).

Chez l’humain, l’OAE a été aussi provoquée chez des patients malades d’un

carcinome de la prostate. Les patients ont reçu des homogénats testiculaires en même

temps que de l’adjuvant Freund (Mancini et coil., 1965). Les résultats ont montré une

congestion des tubules et une diminution du nombre de cellules germinales. En

immunofluorescence, après l’incubation des coupes de testicule avec du sérum de



12

patients, une réaction positive a été observée au niveau des spermatozoïdes, des

spermatides et de la membrane limitante de quelques tubules (Mancini et cou., 1965).

Plus récemment, une OAE qui conduit à une infertilité réversible a été induite

chez le cobaye par administration d’une isoforme de la hyaluronidase testiculaire

(Primakoff et coll., 1997 Tung et coIl.. 1997).

Orchite allergique expérimentale (O1E,.) qui résulte cl ‘une mctmpuÏcttion cia système

immunitaire normal

Les manipulations du système immunitaire qui provoquent une orchite allergique

expérimentale sont les suivantes

La thymectomie des souris — D3TX — âgées de 1 et 4 jours (Tung et coll., 1987).

• Le transfert de cellules T CD5b0 ou CD25b0 à des souris athymiques ou à des

sotiris sans cellules T (Sakaguchi et coll., 1995).

• Le traitement de souris néonatales avec de la cyclosporine A (Sakaguchi et

Sakaguchi, 1990).

• Injection de cellules T sans RT-6 de rat à des rats athymiques (Mckeever et coll.,

1990).

• L’injection de cellules T CD45RCI1IgII de la rate à des rats athymiques (Foweil et

coU., 1991).

1.3,1.2 Maladies auto—immunes provoquées par des virus

La chorioméningite Ïyinphocvtaire chez la souris

Le virus de la chorioméningite lymphocvtaire (LCMV) induit chez la souris une

maladie aigu avec un oedème facial et des convulsions. L’autopsie révèle des lésions de
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nécrose diffuse avec des infiltrats cellulaires en special dans le système nerveux central

(Laufer et cou., 1993).

D ‘autres maladies à virus persistants

Des phénomènes similaires au virus LCMV ont été observés chez d’autres

espèces comme le cheval, les souris et les visons aléoutiens (Porter et coil., 1980).

1 .3.2 Les maladies auto-immunes spontanées

Thyroïdite du potitet obèse

Les poulets présentent une thyroïdite très semblable aux thyroïdites auto-

immunes retrouvées chez l’humain, caractérisées par une hypothyroïdie (Dietricli,

1989).

Le diabète spontané du rat

Certains rats (BB/W) souffrent d’un diabète spontané très semblable au diabète

insulinodépendant de 1’ humain (Ramanathan et Poussier, 2001).

Le lupus érythémateux murin

Les lignées pures de souris comme, NZB (néo-zéelandaises-black) ou les lignées

3W (croisement entre NZB et NZW/ néo-zéelandaises-white) présentent une maladie

très semblable au LED (lupus érythémateux disséminé) humain acquis de manière

spontanée (Birmingharn et colI., 2001).

Des modèles d’ai ito—imm unité testiculaires

. Les souris sans queue

Un modèle d’auto-immunité a été réalisé en laboratoire chez les souris (Dooher

et coll., 1981). Presque toutes les souris sans queue (T/tw 18) mâles et la plupart des

femelles sont stériles. Environ 40% des souris mâles présentent une orchite dans un
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testicule ou parfois les deux. Le reste (60%) semble avoir des testicules normaux. Les

testicules des animaux orchitiques montrent des infiltrations avec des cellules

mononuclées dans le tissu interstitiel, accompagnées d’une aspermatogenèse.

L’aspermatogenèse observée est due à l’absence ou à un nombre réduit des cellules

germinales (Dooher et cou., 1981).

Une lignée de chiens

Une population de chiens qui appartenait à une unité de recherche de

reproduction a généré 2 lignées partiellement pures dont l’une présentait deux MAI, la

thyroïdite et l’orchite (Fritz et cou., 1976). L’analyse du sperme de ces chiens révélait

une aspermie. ou un nombre réduit de spermatozoïdes. Les testicules de ces chiens

présentaient des infiltrations Iymphocytaires accompagnées ou non d’une

aspermatogenèse. L’ infiltration lymphocytaire était nodulaire ou diffuse dans le tissu

interstitiel et autour ou dans les tubules séminifères. Dans les infiltrations nodulaires il y

avait des centres germinatifs accompagnés d’une atrophie de l’épithélium séminifère.

Ces modifications tubulaires étaient focales. Dans le cas d’une infiltration diffuse du

testicule, les tubules sérninifères ne renfermaient que des cellules de Sertoli (Fritz et

coll., 1976).

. Le modèle du singe

Chez le singe rhesus macaques (Macaca inulatta). des études ont montré la

présence d’une orchite dans 15% des cas étudiés et un même pourcentage

d’aspermatogènese. Au niveau de l’épididyme, il n’y avait pas de modification à

signaler, en revanche des dépôts d’IgG et du complément étaient présents dans 45% des
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testicules autour des membranes limitantes du capillaire et de l’épithélium épididymaire

(Tung et Alexander, 1980).

1.3.3. L’orchite dans les testicules ectopiques

Les testicules cryptorchidiques sont des testicules qui ne sont pas descendus dans

le scrotum pendant le développement embryonnaire normal du système reproductif

masculin. Les lésions trouvées dans ces testicules touchent toutes les structures

testiculaires, et des auteurs affirment l’origine primaire (dysgénésie) de ces

modifications alors que d’autres considèrent que ces modifications sont le résultat de la

température plus élevée au niveau abdominal que dans le scrotum. (Nistal et cou., 1980:

Nistal et coll., 1992). Chez l’humain, des études ont démontré la présence d’infiltrats

lymphocytaires dans les tubules séminifères et dans le tissu interstitiel des testicules

cryptorchidiques adultes (Nistal et coll., 2002). Ces infiltrats modifient la structure

normale du testicule. L’orchite focale est le nom attribué à cette histopathologie

(Honore, 1978). Dans l’orchite des testicules cryptorchidiques chez l’humain âgé, des

cellules inflammatoires ont été trouvées en association avec la dégénérescence des

tubules sérninifères (Jolrnson et coll.. 1984). L’incidence de l’orchite focale dans les

testicules cryptorchidiques humains n’est pas connue et son rôle dans l’atrophie des

tubules reste à établir. (Nistal et coli., 2002).

L’orchite des testicules ectopiqctes a été décrite aussi chez des modèles animaux

expérimentaux. Cette orchite consiste en une accumulation des leucocytes, dont

quelques éosinophiles, autour des ttibules séminifères (Scott et coll., 1 979). Les lésions,

très similaires à celles retrouvées dans l’OAE, conduisaient à une hyalinisation plus ou

moins complète des tubules séminifères (Padmanabhan et Singh. 192 1).
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1.3.4 Le modèle choisi

Malgré la présence et la production de facteurs immunosuppresseurs, le

‘privilège’ immunitaire du testicule est parfois rompu.

Chez le vison (MïtsteÏa vison), l’infertilité peut être divisée en: infertilité

primciire qui se traduit par une absence de puberté et en infertilité secondaire, qui se

manifeste après une période variable de fertilité (Tung et cou., 1981; Pelletier, 1986;

Pelletier, 1988). L’infertilité secondaire relève parfois d’une maladie auto-immune du

testicule (Tung et cou., 1981).

Le modèle que nous avons choisi, le vison (Mustela vison), est un animal à

activité reproductive saisonnière avec des variations importantes dans l’activité

spermatogénétique chez l’adulte en fonction des saisons. Ces variations sont sous

l’influence des cycles jour/nuit qui provoquent des modifications hormonales (Sundqvist

et coil., 198$). Certains visons développent spontannement une orchite auto-immune.

L’activité spermatogénétique du vison est réduite durant les mois de mai à

octobre (dans l’hémisphère Nord) et augmente vers le mois de novembre pour atteindre

tin maximum durant les mois de février et mars, en concomitance avec la période

d’accouplement. Le vison constitue un modèle animal qui permet de comparer les

aspects de la réinitiation de la spermatogenèse avec ceux de la régression testiculaire.

L’infertilité qui se produit au cours de la régression testiculaire est accompagnée d’une

baisse sensible des hormones (Kabbaj et coll., 2003). Tung et coll. (19$4a) ont montré

que, chez les visons à fourrure noire. 47% d’animaux de mois d’avril présentaient une

orchite diffuse sévère et 25% présentaient une orchite focale. Les testicules des animaux

ayant l’orchite diffuse indiquaient une infiltration massive des lymphocytes et des

macrophages mais aussi la présence de dépôts IgG et C3 dans la membrane limitante des



17

tubules séminifères aspermatogénétiques. Ces réactions auto-immunes contre le testicule

ont été observées après la saison d’accouplement en fin mars (Tung et col!., 1981;

Sundqvist et coli., 1989) et coïncident avec le démembrement de la BHT (Pelletier,

1986; Pelletier, 1988). Chez tous les phénotypes des visons, cette modification de la

BHT est accompagnée de l’augmentation des titres d’auto-anticorps contre les cellules

germinales (Tung et cou., 1984). Toutefois, ce sont surtout les visons à fourrure noire

qui développent une 0M spontanée (20-30%) (Tung et col!., 1981; Tung et col!., 1984),

et ceci démontre l’existence de mécanismes responsables pour la suppression du

déclenchement d’OM chez certains phénotypes.

1.4 Les mécanismes de déclenchement des MAI

1.4.1 Généralités sur les auto-anticorps

Les mécanismes directement responsables de lésions tissulaires au cours d’une

MM sont semblables à ceux impliqué dans le système de défence immunitaire. Des

mécanismes lésionnels plus particuliers à l’auto-immunité peuvent être mis en jeu, médiés

notamment par les auto-anticorps.
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Schéma 3. Mécanismes effecteurs des réactions auto-immunes

C. complément ; APC. cellule présentant l’antigène ; TCR. récepteur antigénique

du lymphocyte CMH, complexe majeur dhistocompatibilité ; R, récepteur de

cytokines ; RFc. récepteur de faible affinité pour le fragment Fc des

immunoglobulines.

Les auto-anticorps sont des immunoglobulines qui interagissent avec des auto-

antigènes d’un individu. Brickrnan et Shoenfeld (2001) ont présenté quelques aspects

importants concernant l’interaction antigène - auto-anticorps

• la molécule qui se lie à un anticorps n’est pas toujours celle qui induit la

production de l’auto-anticorps

• la liaison antigène - auto-anticorps peut ou non conduire à une maladie

• des auto-anticorps peuvent être produits après des traumatismes, des

infections. etc. mais la durée de vie de ces anticorps est réduite.

Les auto-anticorps sont classés en fonction de leur origine (George et coIl.,

1996):

• La plupart des auto-anticorps sont des IgM et une petite partie est

constituée d’IgG, et d’IgA.

• Les auto-anticorps présentent une réactivité contre les antigènes du soi

(auto) et contre les antigènes étrangers.

• Les auto-anticorps sont produits par les lymphocytes B CD5+ qui

représentent entre 10-25 % des lymphocytes B circulants et spléniques.

Les immunoglobulines de type M représentent des anticorps de faible affinité

pour les auto-antigènes et leur producton constitue la première étape dans la réponse

immunitaire (Casali et Notkins, 1989). Dans la deuxième étape, les cellules B produisent
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l’IgG. La production des IgG commence très tôt et leur augmentation se fait une fois que

la production des IgM a cessé (Hodgkin et Basten, 1995).

1 .4.2 Les sous-classes des anticorps de type IgG

Les manifestations des maladies auto-immunes dépendent de la classe d’IgG

impliquée. Ces classes d’IgG ont des actions différentes. Les IgGi et IgG3 peuvent

activer le complément d’une manière plus efficace que l’IgG2 alors que l’IgG4 n’a pas

d’effet sur le complément (Michaelsen, et coll., 1991). Une classification des MAI a

permis d’établir les associations entre le type d’IgG produit et la réponse immunitaire

qu’il induit. Les IgGi et IgG3 sont impliquées dans la réponse contre les antigènes

protéiques, l’IgG2 est trouvée après une immunisation par des polysaccharides, et l’IgG4

apparaît après une infection parasitaire (Jefferis et Kumararatne, 1990).

Maladies Cibles d’auto-anticorps Classe d’IgG Références

Mvasthénie grave Récepteur d’acétylcholine IgGI +IgG3 Nielsen et
coll.. 19X5

Myxedema Thyroglobuline IgGY+IgG4 Barra et
coll.,19$6

Infertilité Spermatozoïdes IgGl+IgG3 Haas et
D’Cruz, 1991

1.4.3 Classes des anticorps de type IgA

Les IgA représentent 60% des immunoglobulines synthétisées, mais leur rôle est

essentiellement au niveau des sécrétions des muqueuses et des glandes exocrines

(Hexham et coll., 1999). Il existe deux classes d’IgA, l’IgAÏ et l’IgA2. Des expériences
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pour établir l’origine des IgA ont démontré sa synthèse au niveau local, et d’une petite

partie provenant de la grande circulation (Mestecky et cou., 1991). Le plasma séminal

contient des IgA, des IgG et des IgM qui sont produits dans le tractus génital masculin

(Fowier et Mariano, 1983; Friberg, 1980). Certaines études ont rapporté qu’il y a 25 fois

plus d’IgA que d’IgG dans le fluide séminal, la même valeur que dans d’autres

sécrétions externes (Tjokronegoro et Sirisinha 1974), alors qu’une autre équipe de

chercheurs a rapporté plus d’IgG que d’TgA (Mestecky et Fultz. 1999). Au niveau de

l’épididyme normal, de la vésicule séminale, ou de la prostate, aucune étude n’a

démontré la présence d’IgA (P. Brandtzaeg et coll., 1993).

Certains modèles animaux ont permis d’établir qu’il existe une liaison entre le

système génital masculin et le système lymphatique associé à la muqueuse intestinale

(gut-associated lyrnphoid tissue- GALT) (Clifion et coIl., 1992). Des rats immunisés par

diverses voies- intratesticulaire, intrapéritonéale- ont donné diverses réponses

immunitaires locales intestinales et/ou génitales (testiculaires). Ces expériences

suggèrent que GALT contribue à la réponse immunitaire IgA spécifique dans le tractus

génital masculin.

1.4.4 Classe des anticorps de type IgD

L’IgD se trouve dans le sérum dans une concentration moins élevée que celle des

IgG. IgA, 1’IgM mais plus élevée que celle de l’IgE. Le rôle de l’IgD sérique n’est pas

encore bien précisé, alors que plusieurs rôles ont été proposés pour l’IgD localisée sur

les membranes des lymphocytes B (Blattner et Tucker, 1984).

L’IgD représente 0.25% de toutes les 1g sériques et possède une durée de vie de

2,8 jours (Rogentine et coll., 1966), comme FIgE (Waldrnann et coll., 1976). L’lgD
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membranaire est le principal récepteur antigénique de surface des lymphocytes B

périphériques, où elle est co-exprimée avec I’IgM. L’IgD semble être impliquée dans la

génération et le maintien de la population de lymphocytes B avec mémoire et aussi dans

l’induction de la tolérance des lymphocytes B (Cambier et colt., 1987).

Les signaux envoyés par l’lgD et les lgM à l’intérieur des lymphocytes B sont

les mêmes, la différence réside dans la cinétique de la transmission des signeaux (Tisch

et cou., 1988). Après le contact des lymphocytes T avec des antigènes liés à FTgD

monomérique, 10 à 15 ¾ de lymphocytes T périphériques (CD4+ et CD8+), peuvent

présenter des récepteurs aux IgD (Coico et cou., 1988), et ces lymphocytes T, peuvent se

lier à des lymphocytes B pendant l’étape de la présentation d’antigènes aux lymphocytes

B (Wu et colt., 1999).

Il n’y a pas de corrélation entre le niveau d’IgD sérique et la quantité d’IgD

exprimée par les lymphocytes (Josephs et Buckley, 1980). Par contre, une corrélation

existerait entre les hormones sexuelles féminines et la production d’IgD. Les femelles

présentent plus d’IgD que les mâles (Dunnette et cou.. 1977). D’autres études montrent

moins digD sériques chez les femelles que chez les mâles (Stoica et coll., 1980) ou bien

que le sexe n’a aucun impact (Zegerset colt., 1975).

1.4.5 Classe des anticorps de type IgE

Les IgE constituent une fraction très réduite des immunoglobulines sériques. Ces

immunoglobulines exercent leurs fonctions bio I ogiques par 1’ intermédiaire de récepteurs

membranaires. Il existe deux types de récepteurs pour les IgE FcERI et FcERII (Sutton

et coli., 2000). Le mieux caractérisé, le FcERI, se trouve localisé sur les mastocytes et les

basophiles et il fixe exclusivement l’IgE monornériques. Le FcERII (CD23) se trouve sur
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possède une faible affinité pour l’lgE. Cette immunoglobuline joue un rôle central dans

les maladies allergiques dans lesquelles existe une production anormale d’anticorps de

classe IgE (Vercelli, 2001).

Dans le système génital masculin, des niveaux élevés d’IgE ont été associés à

l’infertilité (Mathur et cou., 1981), mais jusquà présent il n’y a aucune évidence que

l’infertilité d’origine immunologique serait le résultat de la production d’anticorps anti-

sperme spécifiques IgE.

Chez les femmes, une réponse allergique contre les protéines du plasma séminal

peut apparaître au niveau du vagin avec une évolution vers une vulvo-vaginite chronique

(Chang, 1976). Les tests dermatologiques contre les antigènes ont démontré que ces

réactions se font contre les protéines séminales et non contre les spermatozoïdes

(Haipren et coll., 1967).

1.4.6 Auto-anticorps anti-sperme (AAS)

La formation d’auto-anticorps contre les spermatozoïdes chez les mâles d’après

la théorie de Witkin (Witkin, 1988) (la plus complexe) a trois mécanismes

• une diminution de la quantité ou de l’activité des cellules immuno-supressives

qui se retrouvent dans le tractus génital masculin

• une diminution ou une absence des facteurs stimulants pour les cellules immuno

supressives

• Un changement dans l’antigénicité du sperme ce qui aurait comme conséquence

une suppression inadéquate de la réponse immune contre le sperme (Witkin,

198$).



En plus de ces mécanismes, n’importe quelle agression qui a pour résultat une

inoculation avec des antigènes spermatiques, peut annuler les mécanismes

u ‘imnl.unosuppression.

On retrouve le plus souvent une augmentation des anticorps anti-sperme après la

vasectomie, la torsion testiculaire, le cancer du testicule, l’infection (DCruz et coU.,

1991). le varicocèle, et la biopsie testiculaire (Haas, 19$7a). La vasectomie peut être

considérée comme un modèle expérimental pour l’auto-immunisation antispermatique

(Sarnuel et Rose, 1980 ; Flickinger et cou., 1990).

Parce que la plupart des malades ne présentent pas ces événements, on a présumé

que la présence d’auto-anticorps anti-sperme. serait une réponse d’une réaction croisée

contre des antigènes de micro-organismes ou une réaction contre les antigènes

spermatiques, qui inhiberaient les mécanismes immunosuppresseurs (Haas, 1996).

Les anticorps anti-sperme sont considérés comme des “anticorps naturels” dont

le rôle biologique reste inconnu. Des travaux suggèrent qu’ils agissent comme

‘anticorps primitifs” dans la première ligne de la défense immunologique (Haas, 1996).

En plus des mécanismes de barrière qui limitent les contacts des antigènes

spermatiques avec le système immunitaire masculin, le fluide séminal contient lui-même

des facteurs immunosuppresseurs. Le plasma séminal inhibe la capacité des lymphocytes

T et à proliférer après le contact avec des facteurs mitogènes (Jarnes et Szymaniec.

1985), et inhibe la phagocytose des macrophages. et des polymorphonucléaires (PMN)

(Witkin, 1986). De plus. des inhibiteurs (CD46 et CD59) qui interfèrent avec la voie

d’activation du complément ont été mis en évidence dans le plasma séminal (Seya et

coll., 1993).
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Des récepteurs pour l’IgG (fcgRIII) ont été détectés dans le plasma séminal

humain ce qui suggère que ces récepteurs soient impliqués dans le blocage des auto-

anticorps contre les spermatozoïdes et préviennent la destruction des spermatozoïdes et

une réponse immunitaire (Thaler et cou., 1989). Les antigènes du spermatozoïde

semblent être eux-mêmes immunosuppresseurs parce que chez les animaux pré-exposés

au sperme, sans adjuvant, l’apparition d’une OEA est inhibée (Hurtenbach et Shearer,

1982).

Les cellules T immuno-suppressives ont été décrites dans le tissu interstitiel du

testicule et de l’épididyme normal (E1-Demiry et colI., 1987; El-Demiry et James, 1988).

Un rapport T-suppresseur/T-auxilliaire élevé dans le sperme démontre une prévalence de

l’activité immuno-suppressive (Witkin, 1988). Quoique les lymphocytes T prédominent

dans le tissu interstitiel du système génital masculin, les lymphocytes qui adhèrent à

l’épithélium dans le système génital sont les lymphocytes T immuno-suppresseurs tEl

Derniry et coll., 1985). Un changement du rapport T-suppresseur/T-cytotoxique suggère

que, quand les lymphocytes T cytotoxique augmentent dans le système génital masculin,

une réponse immunitaire contre le sperme peut apparaître (Witkin et Goldstein, 1988),

mais il y a des exceptions à cette théorie (Barratt et coll.. 1990).

1 .4.7 Anticorps anti-sperme (AAS) chez les femelles

Il ne semble pas que le tractus génital féminin manquerait d’effecteurs et

d’affecteurs immuns après inoculation locale de sperme. Des études ont montré que les

antigènes placés dans le vagin, le cervix ou l’utérus, peuvent induire une réponse

immune locale ou systémique (Bulmer et Johnson, 1985; Khong, 1987). La

caractéristique de la réponse immune dépend plus de la nature de l’antigène utilisé que
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du site d’inoculation. En général, les antigènes spermatiques appliqués dans le tractus

génital femelle vont induire une réponse locale, médiée par l’IgA alors que l’inoculation

systémique induira la stimulation d’IgG circulante ou d’IgM. (Szekeres-Bartho et cou.,

1989).

Chez la plupart des femmes, la formation d’anticorps anti-sperme ne peut pas

être expliquée par un manque d’immunogénicité du sperme, ni par une déficience du

tractus génital féminin à développer une réponse immune aux antigènes locaux. Une

incidence augmentée des anticorps anti-sperme a été observée chez les «prostituées »,

mais cette présence a été corrélée avec la quantité et la variété des antigènes

spermatiques (Tabibzadeh et Satyaswaroop, 1989). Il reste à établir si cette

augmentation est consécutive à une inoculation massive des antigènes spermatiques et

du plasma séminal ou à des infections vénériennes.

Mais chez la plupart des femmes, l’absence ou la minimisation d’une réponse

immunitaire contre les antigènes des spermatozoïdes -les anticorps antisperme- après

l’accouplement a permis de décrire l’existence de plusieurs mécanismes (Witkin, 1988):

• une absorption réduite des antigènes du spermatozoïde dans le vagin à

cause de la présence d’un épithélium pavimenteux squameux

• une réduction rapide de la charge antigénique après le coït

• une suppression active de la réponse immune par les spermatozoïdes eux

mêmes via l’activation des lymphocytes T CD8+

• l’adsorption des AAS par les leucocytes due à une réactivité croisée entre

les spermatozoïdes et les lymphocytes

• la présence de facteurs immunosuppresseurs dans le plasma séminal
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Les facteurs qui peuvent prédisposer à une réponse aux AAS semblent être liés à:

• l’incapacité du sperme à activer chez la femme les lymphocytes T

suppresseurs.

• Une réduction idiopathique du nombre de lymphocytes suppresseurs dans

le cervix.

• Un potentiel accru pour une réponse immune chez les femmes qui ont des

partenaires positifs aux AAS.

En condition normale, le dépôt du sperme dans le tractus génital femelle est suivi

d’une infiltration de leucocytes attirés par des facteurs chémotactiques contenus dans le

plasma séminal (Anderson et Hill, 1989).

Une augmentation de certaines populations de leucocytes a été observée chez les

femmes infertiles ou chez les femmes présentant une endométriose (Stewart et col!.,

1992). Les leucocytes séquestrés dans le tractus génital pourraient sécréter une grande

variété de substances (lymphokines, monokines) qui peuvent réduire la fertilité et la

mobilité du sperme. De plus, il est possible que la libération de prostaglandine par les

macrophages joue un rôle dans la modulation négative de la réponse immune contre les

antigènes spermatiques (Stewart et coll., 1992).

Les effets des anticorps anti-sperme chez les femmes se résument à (Dondero et

col!., 1993):

• une diminution de la mobilité du sperme jusqu’au phénomène

d’agglutination des spermatozoïdes

• une réduction de la capacité des spermatozoïdes à traverser les sécrétions

génitales féminines
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• un effet négatif des anticorps anti-sperme au moment de la fusion des

gamètes

La pathophysiologie de Ï ‘infertilité chez les Jèmmes médiée par les anticolps anti-

sperme

La présence des auto-anticorps anti-sperme (AAS) chez la femme peut être le

résultat d’une anomalie dans le réseau immun idiotype/anti-idiotype (Carron et coll.,

1989). Ce réseau représente la base du contrôle du système immun dans l’organisme. En

l’absence de ce réseau, il y aurait une croissance incontrôlée d’anticorps après chaque

exposition à un antigène étranger. Une fois que l’antigène produit une réponse humorale.

le nouvel anticorps devient pour l’hôte un antigène étranger qui pourrait induire une

réponse humorale secondaire (anti-idiotype). Cette deuxième réponse réduira et va

contrôlera la réponse primaire (idiotype). Cette formation séquentielle, d’anticorps

idiotype/anti-idiotype, prévient la production excessive d’anticorps et de cellules

productrices d’anticorps (Cairon et coll., 1989). Si la production d’ AAS est

normalement réduite à cause d’une très forte réponse anti-idiotype, la régulation

négative du réseau immun pourrait avoir pour conséquence la formation d’anticorps

anti-sperme en quantité suffisante pour réduire l’efficacité de la fécondation.

Le sérum des femmes fertiles exposés au sperme possède suffisamment

d’anticorps anti-idiotypes capables de neutraliser l’activité des AAS (Naz et coll., 1993).

Les anticorps anti-idiotypes manquent dans le sérum des femmes vierges qui n’ont pas

été exposées au sperme (Naz et colI., 1993). Une variation entre le sperme viable et non

viable a été rapportée (Vogelpoel et colI., 1987). Le sperme non-viable est capable de se

lier aux IgG et au complément (C). alors que le sperme viable n’en est pas capable.
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Les immunoglobulines associées aux spermatozoïdes poulTaient influencer la

réponse du tractus génital féminin contre les antigènes spermatiques potentiellement

étrangers. Il serait difficile de démontrer quune femme possède des AAS contre le

sperme de son partenaire, qui lui même est aussi AAS positif, parce que les

immunoglobulines qui se trouvent sur le sperme sont difficilement différenciables des

autres anticorps appartenant à la femme et qui apparaissent sur le sperme (Mathur et

coIl.. 1987).

1.5 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B assurent l’immunité humorale, responsable des réactions

d’hypersensibilité immédiate (anaphylaxie), de la cytolyse en présence du complément

et du phénomène d’Arthus. Dans l’auto-immunité, ils jouent un rôle crucial et pas

seulement à cause de la sécrétion d’auto-anticorps (Zouali. 2002). Ces cellules

expriment la molécule CD5. mais aussi des IgM de surface, et en plus certaines cellules

B matures présentent de faibles quantités d’IgD.

Les cellules B immatures qui reconnaissent des antigènes alors qu’elles sont

encore dans la moelle osseuse sont empêchées de se développer et de produire des

anticorps qui se lieraient aux cellules ou aux tissus hôtes. Des expériences (Nemazee et

Burki, 1989) avec des souris transgéniques ont identifié deux mécanismes différents qui

assurent la tolérance des cellules B immatures aux auto-antigènes. Un mécanisme actif

dans le cas des antigènes multivalents (les cellules qui présentent plusieurs copies des

molécules du CMH à leur surface), et un deuxième mécanisme qui agit dans le cas des

antigènes de faible valence (des protéines solubles) (Nemazee et Burki, 1989).
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Les cellules B matures qui peuvent reconnaître des antigènes vont être inactivées

par une autre série de mécanismes (Russeil et cou., 1991). Les cellules B auto- réactives

peuvent se différencier même si les auto-antigènes ne sont pas présents dans la moelle

osseuse. Ces cellules seront éliminées à cause de l’absence de signaux additionnels

délivrés par les cellules T auxiliaires. Aussi la présence de protéines solubles en

abondance peut induire un effet d’anergie dans les cellules B matures (Russeli et col!.,

1991). C’est seulement lorsqu’ une cellule B reconnaît un antigène et reçoit des signaux

additionnels qu’elle commence à synthétiser des anticorps (Cooke et coil., 1994).

La population des cellules B peut être divisée en deux groupes, en fonction de la

présence ou de l’absence du CD5 (Lydyard et coll., 1999) les cellules B CD5+, et les

cellules CDS-. Des études utilisant le modèle de souris transgéniques HEL-Ig (hen egg

lvsozyrne/irnmunoglobuline) ont permis d’établir que les lymphocytes B CD5+ sont

responsables du maintien de la tolérance pour les auto-antigènes (Cooke et coil., 1994;

Hippen et colI., 2000).

La lignée des souris MRL/lpr présente des manifestations de maladies très

semblables au lupus érythémateux disséminé chez l’humain accompagnée d’une

néphrite, d’une vasculite, et d’une sialadénite (Theofilopoulos et Dixon, 1985). Chez les

mêmes souris, dépourvues des cellules B. il n’y a pas de dépôts immuns au niveau rénal

ni d’infiltrats cellulaires (Shlornchik et coll., 1994). Les souris MRL/lpr possèdent des

lymphocytes B qui expriment des 1g de surface mais ne présentent pas d’anticorps

circulants développent une néphrite accompagnée d’un infiltrat cellulaire (Chan et coll..

1999). L’apparition d’une néphrite chez les souris MRL/lpr nécessite la présence des

lymphocytes B mais non d’anticorps.
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D’autres molécules de surface sont impliquées et jouent un rôle dans le maintien de la

tolérance: le CDY9 (Pesando et coll., 1989), le CD22 (Duodi et coll., 1995) et le CD72

(Adachi et coli., 2000).

Le nombre et la production des cellules B sont en relation avec les niveaux

d’hormones androgènes et oestrogènes (Viselli et coll., 1997; Ellis, et coll., 2001). Les

résultats démontrent qu’après castration, le nombre de cellules B à la périphérie

augmente, alors que celui des cellules T, NK (natural killer), et des granulocytes reste

inchangé chez les souris mâles (Ellis, et coll., 2001).

Au niveau testiculaire comme dans d’autres tissus, les lymphocytes B sont

normalement en nombre réduit (Pôllanen et Nierni, 1987; Wang et coll., 1994). Au

niveau épididymaire, les résultats démontrent des variations. Une équipe a mis en

évidence tin nombre réduit de cellules B — moins 1% des cellules immunes-(Serre et

Robaire, 1999) dans l’épithélium épididymaire chez les rats jeunes et environ 5% chez

les rats plus âgés. Une autre équipe (Flickinger et coll., 1997) n’a pas pu mettre en

évidence les cellules B au niveau de l’épididyme.

1.6 Les complexes immuns

Les contplexes immuns (CI) résultent de l’interaction d’un auto-antigène avec un

auto-anticorps et ces CI peuvent être formés à distance d’un site où ils vont se déposer,

ou au site mênte. Les CI sont formés par une combinaison d’antigènes, d’anticorps et de

complément. Ce dernier joue tin rôle important dans le métabolisme de CI (Schifferli et

coll., 1926). Les CI formés modifient la perméabilité locale des membranes biologiques

et activent les protéines du système du complément qui ensuite vont éliminer ces CI

d’une manière efficace sans provoquer de lésions tissulaires. Ce phénomène est
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accompagné aussi d’un recrutement local des cellules qui participent à une réaction

inflammatoire. Cette réaction inflammatoire est responsable secondairement des lésions

locales (Boitard, 1990

Un des facteurs qui influencent la pathogénicité des CI réside dans la taille de ces

CI. (Jolrnson et coll., 1987) Les CI de grande taille qui comprennent des antigènes

multivalents sont moins pathogènes, étant plus facilement détruits par les cellules

phagocytaires. Les CI de taille moyenne, ou de petite taille sont plus pathogènes

(circulent plus facilement, traversent les membranes basales, forment des dépôts

extravasculaires au niveau des tissus). Un autre facteur est la nature de l’auto-anticorps,

par exemple les lgG et/ou les IgM sont susceptibles d’inhiber la précipitation des

complexes alors que les IgA n’ont pas cet effet (Johnson et coll.. 1987).

1 .6.1 Les complexes immuns au niveau testiculaire

Au niveau testiculaire, la mise en évidence des CI comporte des problèmes

techniques. Les cryoséctions augmentent les artéfacts qui vont interférer avec

l’interprétation des résultats. Mais la difficulté majeure est l’auto-fluorescence du

collagène, une coloration positive des cellules myoides et des cellules germinales,

spécialement des spermatogonies, qui sont difficiles à séparer des CI qui se trouvent

dans la membrane limitante (MB) (Salomon et Hedinger, 1982).

Chez les lapins vasectomisés (Bigazzi, et col!., 1976), une réponse humorale

contre les antigènes spermatiques apparaît un an après la vasectomie et l’orchite est

accompagnée d’une atrophie qui varie d’un tubule séminifère à l’autre. La réponse

cellulaire se caractérise par un nombre réduit de cellules leucocytaires infiltrantes. En

utilisant l’immunofluorescence, des antigènes spermatiques, des IgG et la fraction C3 du
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complément ont été localisés dans la tunica propria des tubules sérninifères, et ces

complexes semblent avoir été formés in situ (Bigazzi, et cou., 1976). Chez l’humain

infertile, les résultats obtenus sur les dépôts de complexes immuns au niveau des MB

testiculaires, démontrent une similitude avec les résultats de lapins orchitiques (Tung et

Woodroffe, 1978; Lehmann et col!., 1987).

Chez les singes — Rhesits mctcctqttes - des dépôts immuns ont été signalés dans les

tubes efférents 1 à 12 ans après la vasectomie (Marsh et Alexander, 1982). Dans ces

tubes, un marquage positif pour IgG et C3 a été mis en évidence dans la MB.

Les dépôts dans le rete testis et le ductus efferens n’ont pas la même signification

pathologique que dans le testicule et la présence des dépôts immuns semble être un

processus physiologique (Salomon et Hedinger, 1982). Dans le rete testis, la BHT est

moins imperméable que dans les tubules séminifères (Suzuki et Nagano, 197$) et elle

présente une perméabilité aux anticorps (Tung et coIl., 1971). Chez les souris, 7 jours

après l’immunisation avec des antigènes testiculaires, les dépôts des IgG ont été

observés à l’extérieur de la BHT. Ces dépôts sont apparus avant le déclenchement de

l’orchite (Yule et colI.. 198$). L’apparition de dépôts immuns a été transférée chez les

souris normales par inoculation de sérum de souris orchitiques. Les mêmes dépôts d’IgG

ont été signalés après une immunisation incomplète (hornogénat testiculaire seulement),

sans OAE (Kohno et colI., 19$3b). Ceci montre que les dépôts immuns ne sont pas

suffisants pour déclencher à eux seuls une OAE (Tung et coll., 1970).

Dans les souris Brown-Norway (BN), des complexes immuns se développent

d’une manière spontanée entre la lame basale des tubules séminifères et les cellules

myoides testiculaires (Furbeth et coll., 1989). Ces complexes immuns apparaissent entre

les 8èmes et 12èmes semaines de la vie, augmentent en quantité jusqu’à la 30ème
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semaine et diminuent ensuite. Après la 20ème semaine. 15% des animaux montrent une

destruction de l’épithélium germinal accompagnée d’une infiltration des lymphocytes.

L’étape finale, qui ne montre au début aucun signe d’inflammation, est caractérisée par

une atrophie tubulaire diffuse. Cependant. jusqu’à la soixante-dixième semaine de la

vie, 85% des animaux avec les complexes immuns ne montrent aucun changement

pathologique (Furbeth et cou., 1989).

La présence d’IgG et de C3 dans le cytoplasme des cellules myoides a été

observée au cours de l’OAE, mais la fonction phagocytaire de ces cellules n’a pu être

démontrée (Salomon et Hedinger, 1982).

1.7 Les lymphocytes T

Le système immun a développé une stratégie complexe pour maintenir la

tolérance et pour prévenir une maladie auto-immune. Une réponse immunitaire implique

une réaction de la part des cellules lymphocytaires T. Les lymphocytes T peuvent être

subdivisés en deux grandes sous-populations selon qu’ils expriment la molécule CD4 ou

CD$ (Rock, 1996; Gueze, 199$). À l’état normal, celles-ci ne sont jamais co-exprimées à

la surface des lymphocytes T matures, sauf pendant leur différenciation. Les molécules

CD4 et CD2 représentent des co-activateurs importants des lymphocytes T. Ce sont des

molécules qui appartiennent à la superfamille des immunoglobulines.

En conditions normales. on trouve un nombre réduit de cellules lymphocytaires

T dans le testicule et dans le tractus reproductif masculin chez l’humain (Yeung. et colI.,

1994). le rat (Dym et Romrell. l975 Flickinger. 1997; Serre et Robaire, 1997) et la

souris ÇNashan et coll., 1995). Sur ces cellules T testiculaires, peu de choses sont

connues (Itoh et coll., 1995a; Hedger, 1997; Tompinks et cou., 1998; Hedger, 2002).
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1.7.1 Les lymphocytes T CD4+

La molécule CD4 présente une seule chaîne glycoprotéique de 55 kDa. (Rudd et

col!. 1988); elle est impliquée dans la reconnaissance de l’antigène avec l’aide des

molécules de classe II du CMN (Littman, 1987). Cette molécule agit comme récepteur

de surface pour toutes les cellules T auxiliaires (1h) (Parnes, 1989; Serre et Robaire,

1997).

Janeway et Travers, mmi., 1992

Schéma 4. La structure des molécules CD4 et CD8.

Dl, D2, D3, D4, les domaines du CD4; a et 13, les chaînes du CD8.

Chez les humains, les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les

éosinophules et les cellules réticulo-endothéliales expriment le CD4, mais en faible

densité en comparaison avec les cellules T (Scoazec et Feldmann, 1990). La molécule

CD4 possède quatre domaines Ig-like extracellulaires tandis que le CD8 n’en possède

qu’un seul à l’extrémité d’une longue tige protéique, fortement glycosylée et ayant la

CD4
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rigidité de la mucine (Littrnan, 1996) (Schéma 4). La molécule de CD4 présente 4

domaines extracellulaires, une partie transmembranaire, et une queue cytoplasmique qui

est très conservée chez les différentes espèces. La structure en 3-D des 2 premiers

domaines extracellulaires de la molécule a été caractérisée par cristallographie en rayon

X. Alors que le domaine extracellulaire arnino-terminal est similaire à la structure d’une

immunoglobuline, le deuxième domaine est semblable à l’immunoglobuline avec

quelques différences dans les deux domaines C et V (Moldovan et cou., 2002).

Les deux premiers domaines du CD4 réalisent une tige rigide qui est liée au

domaine carboxi-terminal de la molécule, par une liaison flexible (Doyle and

Strorninger, 1987). Le ligand physiologique du CD4 est représenté par les molécules du

CMH de classe II qui se trouvent sur les cellules présentatrices d’antigènes (CPA)

(Doyle and Strorninger. 1987). Dans les cellules T, le CD4 présente un site d’ancrage

entre la cellule présentatrice d’antigène et la cellule T et pendant l’étape de présentation

d’antigène, il stabilise l’interaction entre le CMH de classe II et le récepteur de la cellule

T (TCR). En plus, la partie intracellulaire de la molécule du C04 est associée à une

protéine tyrosine kinase p56 (Veillette et coll., 1988). Pendant l’étape de

reconnaissance de l’antigène, le CD4 et le complexe CD3 / TCR, qui est associé à la

protéine kinase p59h1, agissent d’une manière synergique en générant des signaux

d’activation.

Les deux enzymes p56’ et p59i)h1 phosphorylent les résidus tyrosines des

chaînes epsilon et gamma du CD3 qui à leur tour activent la tyrosine kynase ZAP-70 le

médiateur-clé de l’activation des cellule T (Sakihama et coll., 1995). Une étape

importante est la présentation de l’(auto)antigène à la cellule T réactive par les cellules

présentatrices d’antigènes. Cette présentation peut induire la tolérance des cellules T par
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délétion ou par anergie (Heath et Carbone, 2001). L’hypothèse actuelle est que les CPA

restent immatures et qu’elles préfèrent tolérer plustôt que d’activer les cellules auto-

réactives (Steinman et cou., 2000). Donc, une manière de briser la tolérance et

d’amorcer une réponse auto-immune serait de causer une interaction entre les cellules T

périphériques et les signaux des CPA matures.

Th 1h

Tu . : :: 4 AP: — frt

______
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lqci. da9cic

Cjr,ir.

Ohashi et DeFranco, 2002

Schéma 5. Activation des lymphocytes T par les APC matures stimulées.

APC, cellule présentant l’antigène; CTL, cellules T cytotoxiques; Th,

cellule T auxiliaire.

Plusieurs études ont démontré l’implication des cellules T dans les maladies

auto-immunes. Dans ces expériences des lymphocytes T sont transférés chez les

animaux. Les cellules T activées in vitro induisent une orchite sévère et une vaséite chez

les souris (Mahi-Brown et col!., 1987; Itoh et coll., 1992; Musaka et coll., 1992). D’une

manière similaire, des cellules T provenant des souris immunisées avec le peptide ZP3,

oophoritogénique transfèrent l’oophorite chez les nouveau-nés (Rhim et coll., 1992).
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Dans les deux cas, les cellules CD4 sont les responsables de la transmission de la

maladie (Mahi-Brown et colL, 1987; Mahi-Brown et Tung, 1989; Itoh et coll., 1991;

Rhim et cou., 1992). L’importance des cellules CD4” dans ce transfert a été démontrée

par les études qui utilisaient des lignées et des clones de CD4 + (Rhim et col!., 1992;

Yule et coll., 1993). Les lymphocytes T CD4+ exercent leurs activités grâce à

l’expression de cytokines ou de molécules apparentées.

Quand elles sont activées, les cellules Thi CD4+ produisent l’IL-2, l’IL-12 et

l’interféron y (IFN-y). L’IL-4 est caractéristique d’une sous-population des cellules T

auxiliaires, les cellules Th2 CD4+. Les cellules Thi activent les macrophages et

sembleraient répondre particulièrement bien aux antigènes présentés par ces cellules

(Rornagnani, 1992). A l’opposé, les cellules Th2 stimulent la production des

éosinophiles et des mastocytes, et augmentent la synthèse d’anticorps, en particulier de

classe IgE, grâce à la production d’IL-4. Les cellules Th2 répondent bien aux antigènes

présentés par les cellules B (Unanue, 1992; Rook et coll., 1994).

L’IFN-y des cellules Thl inhibe la prolifération des cellules Th2, tandis que l’IL

10 des cellules Th2 bloque la production de cytokines par les Thi (Romagnani, 1992).

Parce que les cellules CD4+ jouent tin rôle important dans la pathogenèse des

maladies auto-immunes, des interventions thérapeutiques contre les cellules T ont été

introduites (Schultze-Koops et Lipsky, 2000). Les clones CD4+ qui agissent contre le

peptide ZP3 en produisant l’oophorite après le transfert ; ils sont responsables de la

sécrétion d’IL-2, et d’IfN-y, mais ils ne produisent pas d’IL-4 et le transfert de la

maladie est bloquée par l’anticorps contre INFa (Rhim et coll., 1992; Luo et coIl.,

1993). Dans le cas de l’orchite auto-immune, l’utilisation d’anticorps anti-TNF peut
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atténuer d’une manière significative la gravité de la maladie par la neutralisation de TNf

(Yule et cou., 1993).

1.7.2 Les lymphocytes T CD$+

La molécule CD$ est un hétérodimère composé des chaînes a et f3 reliées par un

pont disulfure, chacune contenant un seul domaine de type immunoglobuline fixé à la

membrane par un segment de chaîne polypeptidique qui semble avoir une conformation

étirée (Janeway, 1998 ; Medzhitov, 2002). La molécule CD8 est spécifique aux cellules

lymphocytaires cytotoxiques (Serre et Robaire, 1997).

La molécule CD$+ entre en contact avec les protéines du CMI-I de classe I où

elle se lie faiblement au domaine a des molécules du CMH. La même molécule CD$ se

lie au complexe peptide . C’MH de classe I et entre en contact avec le TCR. À la queue

cytoplasmique au CD$ se lie Lck une enzyme qui déclenche l’activation de la cellule T

CD8+ (Janeway et Travers, 1996).

La différenciation des lymphocytes T CD8+ nécessite la présence de certaines cytokines

(en particulier de l’IL-2) dans le milieu, et après l’interaction avec les cellules

présentatrices d’antigènes. les cellules T CD8+ augmentent le nombre de récepteurs à

FIL-2 et en même temps la production autocrine de cette IL.
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Schéma 6. Différenciation des cellules T CD8+ cytotoxiques.

CTL, cellules T cytotoxiques; CMH, complexe majeur

d’histocompatibilité; TCR, récepteur antigénique du lymphocyte.

Au niveau cellulaire, l’activité cytotoxique des lymphocytes T peut se subdiviser en

trois étapes

• La reconnaissance de la cible par l’interaction du récepteur avec son antigène qui

se trouve à la surface du lymphocyte T cytotoxique, et du peptide antigénique

présenté par les molécules du CMH de classe i à la surface de la cellule cible.

• La cellule cytotoxique réalise une lésion irréversible de la cellule cible qui

conduira à la dernière phase de la cytolyse.

• L’action cytotoxique se réalise par la libération du contenu enzymatique des

granules lysosomiales. Les deux principales enzymes sont les granzymes A et B

(Atkinson et Bleackley, 1995).
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Les cellules T, CD8+ jouent un rôle majeur dans les réponses immunes et leur

fonction est liée à la protection contre les virus, les tumeurs et durant l’auto-immunité

(Liblau, 2002).

En conditions normales, la plupart des cellules de l’organisme expriment des

molécules du CMH de type I et donc ces cellules présentent un grand potentiel de

destruction tissulaire (Liblau, 2002). L’importance des cellules T CD8 dans les maladies

auto-immunes comme le diabète de type 1, l’arthrite rhumatoïde, la thyroïdite auto-

immune et la sclérose multiple n’a pas été reconnue depuis longtemps, mais des

destructions tissulaires ont été mises en évidence dans ces maladies auto-immunes chez

l’humain (Wong et coli., 1999 ; Liblau, 2002).

Dans toutes les espèces étudiées, on n’a pas mis en évidence la présence du

CMH au niveau de l’épithélium séminifères, mais les deux CMH, de classe I et de classe

II sont exprimés dans le tissu interstitiel (Tung et coll., 1987 ; Pôllinen et Maddocks,

198$ ; Wang et coll., 1994 ; Hedger, 1997). Dans le testicule normal, les cellules CD$+

sont présentes dans le tissu interstitiel de rats et de souris, en nombre réduit, ainsi que

des cellules CD4+, des cellules NK et des cellules dendritiques (Tompkins et coll.,

1998 ; Hedger, 2002). En condition normale, des cellules lyrnphocytaires se retrouvent

principalement au niveau du rete testis, de l’épididyme et du canal déférent (Ritchie et

coll., 1984).

Une sous-population de cellules CD8 présente des marqueurs spécifiques qui

démontrent soit son activation— granzyme B (Griffiths et Mueller, 1991)- soit son potentiel

cytotoxique — TÏA-1 (Anderson, 1995). L’expression de la granzyrne B et de la T1A-1 a

été démontrée dans les cellules lymphocytaires intra-épithéliales du tractus gastro
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intestinal (Muller et cou., 199$ : Resnick, 1999), dans le tractus reproductif féminin (King

et cou., 1993) et dans le tractus génital masculin (Yakirevich et cou., 2002).

Au niveau du testicule luimain on trouve des similarités dans la présence des

cellules inflammatoires (CD4±, CD$+, neutrophiles etc.), mais les données sont encore

très limitées (Pôlifinen et Nierni, 1987 ; Hedger, 1997 ; Hedger, 2002).

Les mécanismes moléculaires de la mort celltt!aire progranunée

L’apoptose des cellules T matures assure Fhoméostasie et la tolérance dans les

tissus périphériques. Il y a au moins deux mécanismes d’apoptose, au niveau des

lymphocytes T, l’un induit par l’antigène et l’autre par les lymphokines (Lenardo et

coil., 1999).

L’apoptose accomplie par l’intermédiaire d’antigène est médiée par l’expression

des cytokines comme FasL (Fas ligand) et TNf-alpha. La grande famille des récepteurs

TNf comprend six membres — Fas, TNf-RÏ, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2. et DR6

(Hengartner. 2000: Schulze-Osthoff. 1998).

Certaines cytokines agissent sur des récepteurs spécifiques qui à leur tour

induisent l’activation de caspases (Ohashi et DeFranco 2002). Cependant, un autre

mécanisme vient d’être décrit. Le FasL pourrait supprimer l’activation des cellules T par

blocage de l’influx de Ca2 dans la cellule (Lepple-Wienhues et coll., 1999). Dans ce

processus, l’agent responsable serait une céramide produite après l’activation d’une

sphingomyélinase comme réponse à la stimulation de Fas (O’ConneÏÏ, 2002).

Dans les cellules T. le FasL induit la mort cellulaire de deux manières, par

“suicide”, ou par “fratricide” par une cellule voisine à la cellule T (Alderson et coll.,

1 995). Le récepteur Fas et son ligand, FasL, se présentent à la surface cellulaire sous
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forme de trimère, chaque monomère de fasL a la capacité de se lier à 2 molécules de

Fas distinctes et adjacentes. Cette liaison est suivie d’un rapprochement des cellules qui

les expriment et ce rapprochement entraîne le rapprochement des régions

intracytoplasmiques spécialisées, les domaines de mort — death dornains — qui sont

responsables du déclenchement du programme d’apoptose (Peitsch, et Tschopp, 1995).

Ces domaines de mort sont nécessaires et suffisants pour initier le processus de

Ï’apoptose et ces domaines vont continuer l’activation des autres facteurs protéiques

(fADD/MORT 1) (Varfolomeev et coil., 1996).
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Schéma 7. L’implication du Fas dans l’apoptose.

FADD, Fas-associated death domain.

L’activation des caspases effectrices (caspase-3 ou caspase-7) entraîne le clivage

d’une grande variété de protéines, incluant les enzymes de réparation de l’ADN, et les

endonucléases, comme l’inhibiteur de l’activation de la caspase—déoxyribonucléase

(inhibitor of caspase-activated dedoxyribonuclease- ICAD). Suite à cet événement, la
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déoxyribonucléase activée par la caspase (caspase-actived deoxyribonuclease — CAD)

est libérée du ICAD et entre dans le noyau pour couper d’une manière aléatoire l’ADN

dans des fragments de 200 paires de bases. (Scaffidi et col!., 1999b).

Au niveau cellulaire, deux modes d’apoptose sont rapportés: le type I (la voie

extrinsèque), sans l’aide des mitochondries et le type II (la voie intrinsèque), avec l’aide

des mitochondries qui libère le cytochrome c (Scaffidi et col!., 1999). Les cellules de

type 1 présentent une grande quantité de caspase $ dans leur cytoplasme et sont associées

au premier mode d’apoptose, alors que les cellules de type II sont dépendantes des voies

extrinsèque et intrinsèque (Mor et col!., 2002).
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Schéma 8. Représentation schématique des composants intracellulaires de la voie

Fas/fasL.

Pro-Cspa B
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Des études in vitro suggèrent qu’il existe aussi des voies différentes d’apoptose

pour les diverses classes des cellules T. L’apoptose des lymphocytes CD4+ se ferait par

le système Fas/FasL, alors que celle des lymphocytes CD8+ se ferait préférentiellement

par la voie du TNF-alpha (Zheng et cou., 1995 ; Sytwu et coll., 1996). L’apoptose

induite par le système Fas/FasL se déclanche plus rapidement que celle induite par TNF

(Clernent et Stamenkovic, 1994 ; Varadhachary et col!., 1997).

Le système Fas/FasL semble être lié à la capacité de limiter l’invasion d’tine

inflammation dans un tissu et le fonctionnement de ce système a été mis en évidence au

niveau du cerveau (Bechmann, 1999) et du trophoblaste (Mor, 199$). Des études

récentes (Hikim et coIl.. 2003) ont montré que les souris gÏd (avec une mutation dans le

gène du FasL) présentent la même sensibilité à Fapoptose. induite par la chaleur. des

cellules germinales comme chez les souris normales. Ces résultats suggèrent que la voie

fas/FasL n’est pas nécessaire pour l’apoptose des cellules germinales induite par la

chaleur dans le testicule.

1.8 Les macrophages

Les macrophages sont des cellules qui se trouvent dans tous les tissus et organes

et ils représentent une population très hétérogène. Ces cellules ont des rôles dans le

maintien de l’homéostasie et la défense de l’organisme; elles possèdent une grande

variété de récepteurs de surface avec lesquels elles vont médier la reconnaissance des

ligands endogènes ou exogènes (Gordon, 2003).

1.8.1 Les macrophages testiculaires

Du point de vue morphologique, les macrophages testiculaires sont semblables aux

macrophages d’autres tissus. Ils expriment de nombreux marqueurs différents-
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immunologiques, histochirniques, de fonction et des récepteurs Fc. (Hutson, 1994). Ces

cellules présentent une activité phagocytaire, cytotoxique, et bactéricide. Une de leur

caractéristiques est de présenter des antigènes de classe II du complexe majeur

d’histocompatibilité (CMH) (Pôll.nen et Niemi, 1987; Tung et cou., 1987; Wang et cou.,

1994) et par conséquent, elles ont la capacité de présenter l’antigène aux cellules T

auxiliaires (Head et Billingham 1985; Itoh et cou. 1995b).

Chez les rats et les souris, les macrophages testiculaires sont peu nombreux avant la

puberté, mais ils augmentent en nombre avec la spermatogenèse (Hardey et coIl., 1929;

Ariyaratne, 2000). L’ élimination expérimentale des macrophages testiculaires par

injection d’une cytokine encapsulée dans les liposomes chez les rats adultes, est suivie par

une repopulation graduelle des macrophages dans le tissu interstitiel (Bergh et coll..

1993a). Quoique l’origine des macrophages testiculaires soit reliée aux cellules

monocytaires circulantes, des expériences ont démontré la possibilité de ces macrophages

résidants de se diviser (Schlatt et coll., 1999). Le recrutement et le maintien des

macrophages sont sous l’influence et le contrôle des cellules de Leydig. La destruction des

cellules de Leydig par des cytotoxines spécifiques, éthane diméthane sulphonate (EDS)

par exemple. est suivie d’une diminution progressive du nombre de macrophages jusqu’à

50% (Wang et coll., 1994) dans les semaines qui suivent. Le nombre de macrophages

revient à un niveau normal seulement après que des cellules de Leydig aient repopulé le

testicule (Wang et coli.. 1994). Dans le développement du testicule, la croissance du

nombre de macrophages est suivie également par la croissance du nombre de cellules de

Leydig (Raburn et cou., 1993; Ariyaratne et Mendis-Handagama, 2000). La destruction

complète des cellules germinales ne provoque aucun changement quant au nombre de

macrophages testiculaires (Meinhardt et cou.. I 99$).
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Un rôle dans la régulation des fonctions et du nombre de macrophages

testiculaires a été aussi attribué aux hormones hypophysaires, en particulière à

l’hormone de croissance (GH) (Gaytan et coll.1994c) et à l’hormone folliculo-stimulante

(FSH) (Yee et Hutson, 1983).

Le facteur « macrophage colony-sdmulating ibctor (M-CSF) » est impliqué dans

le contrôle du nombre de macrophages dans le tractus genital masculin (Pollard, 1997).

Des expériences ont démontré dans les souris knock-out -csfin° / csh°” - pour M-CSF

une réduction du nombre des macrophages testiculaires (Pollard, 1997). Le facteur qui

inhibe la migration des macrophages (MIF) est exprimé sur les cellules de Leydig

(Wennemuth et coll., 2000), mais son implication dans le recrutement des monocytes

dans le testicule n’a pas été encore mise en évidence (Mehâardt et coll., 1998). Un

aine facteur -la protéine qui attire les monocytes (MCP-l) est produite dans les mêmes

quantités, par la cellule de Leydig et par les cellules péritubulaires (Aubry et coL, 2000;

Gerdpraseft et coil., 2002). L’IL-lB est produite par les macrophages et par les cellules

de Leydig est il semblerait que la sécrétion de MCP-l est sous un control paracrine et

autocrine (Aubry et coU., 2000).

Une association fonctionnelle entre cellules de Leydig et macrophages

interstitiels a été mise en évidence par la présence d’inter-digitations spécialisées entre

ces deux types de cellules qui probablement permettent un échange d’informations

(Miller et coll., 1983). La destruction des macrophages avant la maturation testiculaire

chez les rats immatures et chez les rats traités avec EDS conduit à une forte inhibition du

développement des cellules de Leydig chez ces animaux (Gaytan et coU., 1994). La

relation macrophages - cellules de Sedoli a été récemment précisée. Le diagramme

suivant représente le modèle d’influence entre l’axe hypothalamique-pituitafre
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testiculaire et les macrophages testiculaires (Hales et coll., 2002). Une injection i.p. de

lipopolysaccharide (LPS) cause une inhibition aigu et immédiate de la production de

testostérone, médiée par loxygène réactif (reactive oxygen species-ROS) élaboré pal- les

macrophages testiculaires. Les cellules de Leydig adjacentes, à proximité des

macrophages, sont soumises à un stress oxydant, ce qui a pour résultat la perturbation

des mitochondries et l’inhibition de la protéine StAR (steroidogenic acute regulatory

protein). L’activation des macrophages testiculaires et de monocytes/macrophages

périphériques par le LPS induit la production de cytokines pro-inflammatoires (IL- 1,

TNF). Ces facteurs inflammatoires, à leur tour, diminuent le taux de la testostérone dans

le sérum. En dépit de la baisse du taux de testostérone circulant, il n’y a aucune

augmentation compensatoire de la sécrétion de LH. Dans des conditions physiologiques

normales, la LH contrôle la production de la testostérone. Pal- un mécanisme de

feedback, la testostérone contrôle à son tour la sécrétion de la LH (Hales, 2002).

:
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Schéma 9. Les interactions macrophage—cellule de Leydig.

MØ, macrophage testiculaire; ROS, reactive oxygen species; LC,

cellule de Leydig: LPS, lipopolysaccharide; pit, glande pituitaire.
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Ces résultats montrent que les deux types des cellules —macrophage et cellule de

Leydig - interagissent et s’influencent d’une manière réciproque.

1.8.2 Les fonctions immunes des macrophages testiculaires

Les macrophages testiculaires ont la capacité de produire des cytokines qui ont

un effet stimulant sur 1’ immunité cellulaire, comme 1’ interleukine 12 (IL—1 2) ou qui sont

capables d’une activité de suppression dans l’immunité cellulaire, comme 11L-4, FIL-10

et le TNF-beta (Paul et Seder, 1994 ; Cobbold et Waldmann, 1998). De plus, les

macrophages peuvent contrôler les processus inflammatoires en synthétisant des

cytokines pro-inflammatoires comme FIL-1 et le TNF-alpha ou des cytokines anti-

inflammatoires comme I’IL-lO ou le TNF-beta (de Waal Malefyt et cou., 1992). La

synthèse des cytokines pro-inflammatoires a été démontrée dans des macrophages

testiculaires isolés. Les macrophages testiculaires isolés sécrètent aussi des

prostaglandines et des facteurs stimulateurs des granulocytes/monocytes (CSF) (Moore

et Hutson, 1994 ; Hayes et col!., 1996). Les cytokines anti-inflammatoires sécrétées par

les macrophages représentent la source principale des peptides immunosuppresseurs de

type beta-endorfine et de l’hormone alpha-mélanocyto-stimulatrice (He et cou.. 1991).

Les études de Russell et Lindenbaurn en 1979 et Miller en 1982 ont démontré

qu’en conditions normales, les macrophages testiculaires ne quittent pas le testicule,

mais ces études n’ont pas été continuées pour voir s’il existe un trafic durant les

réponses immunes.

La population des macrophages dans tin testicule normal n’est pas homogène et

le marquage avec des anticorps monoclonaux a mis en évidence des sous-populations

distinctes (Wang et coll., 1994 ; Meinhardt et coll., 1998). Chez le rat, l’anticorps ED1
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reconnaît un antigène lysosomiale qui est exprimé dans tous les monocytes et dans la

plupart des macrophages tissulaires (Damoiseaux et coIl., 1994). L’anticorps ED2

recomaît une intégrine spécifique aux macrophages. mais pas aux monocytes (Barbé et

cou., 1990). La majorité ($5%) des macrophages intratesticulaires présente le marqueur

ED2 (Hedger, 1997). L’analyse quantitative des macrophages après marquage au EDI

ou au ED2, montre qu’il y a une population de macrophages qui n’est pas identifiée, elle

n’est ni ED1ED2 ni EDLED2(Wang et cou., 1994).

On a proposé la voie suivante les monocytes quitteraient le sang comme

ED1ED2 et entreraient dans le testicule où ils séjourneaient quelques jours, après ils

deviendraient ED2 et perderaient complètement le ED1 (Hedger, 1997). Les arguments

en faveur de cette progression restent seulement indirects et ils sont basés sur des

observations effectuées sur des tissus autres que le testicule (Jager et al., 1993

Sakanashi et al., 1994 ; McLennan, 1996).
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Schéma 10. Représentation du développement de la population de

macrophages testiculaires chez le rat.

Les testicules des diverses espèces comme la brebis présentent un nombre réduit

de macrophages (Pôl1nen et Maddocks, 198$) et tin rôle important doit être accordé à

d’autres types de cellules immunes et testiculaires. Ati niveau testiculaire. des cellules

avec tine morphologie et qui répondent aux marqueurs des celltiles dendritiques ont été

visualisées, mais elles représentent une très faible proportion des cellules d’origine

myéloïde retrouvées dans le testicule (Itoh et coli., 1995a; Hoek et coil., 1997). Ces

cellules ont une structure stellaire et sont responsables de la présentation d’antigène

(Steiiiman, 1991) et elles stimulent la différentiation et la prolifération de lymphocytes

spécifiques (1-ledger, 1 997); les molécules accessoires qui reconnaissent les lymphocytes

T spécifiques sont LFA-3/CD5$, ICAM-l/CD54, B7-2/CD86 (Caux et col!., 1994;

Inaba et coll., 1994). La fonction exacte des cellules dendritiques testiculaires n’est pas

encore établie. mais il semblerait qu’elles interviennent dans le maintien de l’immuno—

tolérance (Finkelman et coll., 1996 Hackstein et coIl. 2001).

1.9 HLA (Human Leucocyte Antigen)

1.9.1. Généralité

Les molécules du CMH de classe II se retrouvent à la surface des macrophages-

monocytes, des lymphocytes B, des cellules endothéliales des capillaires et de certains

épithéliums. On les retrouve aussi sur les lymphocytes T activés et leur expression peut

être induite dans d’autres cellules par I’IFN-7. Les cellules qui expriment les molécuLes

du CMH de classe II présentent 3 ou 4 formes isotypiques de la molécule du complexe

majeur d’histocornpatibilité.



51

• une molécule ou deux de DR.

• une molécule DQ.

• une molécule DP.

I CeÏÏules/tissus CMHII CeÏÏuÏes/tisszts

L Fositifr négatifs

cellules du système lymphocytes B matures, lymphocytes B immatures

immunitaire monocytes-macrophages, plasmocytes

lymphocytes T activés, cellules lymphocytes T au repos

dendritiques interstitielles

cellules précurseurs érythrocytaires cellules matures de la série

, granulocytaires et monocytaires érythrocytaire et
hematopoietiques

granulocytaire

cellules et tissus endothélium vasculaire, capillaires

normaux-CMH sanguins, vaisseaux lymphatiques, --

classe II positifs épithélium de Purètre, épididyme,

sein, dure-mère

cellules et tissus glandes endocrines

normaux-CMH thyroïde, hypophyse,

classe II négatifs surrénale, système nerveux

central (neurones) et

périphérique, épithélium de

l’uretère, vessie, prostate,

testicules, spermatozoïdes

La molécule DR. quantitativement la pius représentée a été la première à être

identifiée. Elle est une glycoprotéine trans-membranaire de 55-60 kDa et présente deux

chaînes associées de façon non-covalente la chaîne lourde n (3 1-34 kDa) et la chaîne
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légère f3 (26-29 kDa). Chaque chaîne comporte deux domaines extracellulaires N-

terminaux, un domaine trans-membranaire hydrophobe et un domaine C-terminal intra

cytoplasmatique.

Colornbani .1 993

Trois représentations de la molécule CMPH2. (a) La représentation « fil-

de-fer » domaine Œ 1: 4 replis f3 et 1 hélice a; domaine Œ2 7 replis f3.

(b) et (e) la symétrie de 4 domaines représentés par des ellipses ou des

rectangles.

Les deux domaines extracellulaires de la chaîne a (al et a2) et de la chaîne f3 (f31

et f32) comportent chacun environ 90 acides aminés. Cette molécule présente une

symétrie au niveau des domaines al et f31 d’une part et a2 et f32 d’autre part. Les

domaines f31 et f32 de la molécule DR comportent chacun un pont discilfure (S-S). La

chaîne DRa ne présente qu’un pont S-S dans le domaine a2 mais comporte deux chaînes

oÏigosaccharidiques N-liées. La chaîne DRa n’est pas polymorphe alors que la chaîne f3

l’est très fortement au niveau des replis f3 et de l’hélice a du domaine f31 (Colombani,

1993). Les autres molécules de classe II, DP et DQ, possèdent une structure similaire à

(b) (t)

Schéma H.
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celle de la molécule DR, avec de petites modifications (Colombani. 1993). La chaîne

DQ13 possède une séquence intra-cytoplasmique plus courte qtte la chaîne DRf3

(Colombani, 1993). La chaîne DPf3 présente une délétion de deux acides aminés par

rapport à la chaîne DRf3. Les molécules et les gènes humains de classes II représentent

une famille homogène et présentent des liens avec les molécules et les gènes murins.

1 .9.2 Association du HLA et les maladies auto-immunes

La nature complexe des MAI et leur association avec les molécules du HLA de

type II sont déterminées par plusieurs facteurs t les gènes HLA, les gènes non-HLA qui

se retrouvent sur le bras court du chromosome 6 - la région 6p 21.3 - mais aussi des

facteurs environnementaux qui contribuent au développement des MAI. Des

associations entre certains allèles de HLA de classe II et des maladies auto-immunes ont

été décrites longtemps avant la découverte d’un rôle majeur des molécules HLA dans la

présentation anti génique des peptides aux lymphocytes T.

La fonction principale des molécules de HLA est de présenter des peptides au

TCR (T-cell receptor — le récepteur de la cellule T). Les chaînes a et 13 des molécules du

CMH de classe II s’orientent elles-mêmes pour former 9 plis dans la région de liaison

avec les peptides. Les plis 1, 4. 9 sont considérés comme des plis majeures alors que les

autres. moins profonds, sont considérés comme mineures. Les liaisons réalisées entre les

peptides et les CMH sont importantes pour la structure et la stabilité du complexe CMH

/peptide.

L’affinité entre les CMH et le peptide joue le rôle principal, en contrôlant la

stabilité et la densité des complexes CMH/peptide à la surface des cellules présentatrices

d’antigènes. A leur tour, la densité et la stabilité du complexe déterminent la réponse des
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cellules T. Les différents degrés de liaison entre 1CR et le complexe CMH/peptide

peuvent initier la différentiation des cellules T, vers les celltiles Thi ou Th2 et peuvent

modifier le rôle d’un peptide agoniste en antagoniste sur une même cellule T.

1.10 Facteurs génétiques responsables du déclenchement des MAI

L’identification de lignées résistantes et moins résistantes de souris a permis

d’évaluer la localisation et le nombre des gènes impliqués dans les MAI. Les études pour

élucider s’il y a une prédisposition différentielle de la part du testicule, de l’épididyme

ou du canal déférent pour l’OAE (orchite allergique expérimentale), ont montré que tes

souris de phénotype haploïde H2S développent l’orchite d’une manière prédominante.

alors que les souris au phénotype haploïde H_2k développent principalement une

épididymite et/ou une vasisite. Cette différence a été démontrée aussi en utilisant la série

BXH des lignées de souris transgéniques qui résultent de la lignée C57BL/6J

prédisposant à une OAE et C3H/HeJ résistante à l’OAE (Wardlaw, 1970).

D’autres études ont démontré quatre gènes susceptibles pour l’orchite Orch-]

situé dans l’H-2, Orch-2, Bphs et Orch-3 situés à l’extérieur de l’H-2. Des études basées

sur des souris modifiées génétiquement montrent que le gène Orch-1 se situe dans

l’intervalle H-2S/H-2D entre les gènes IR qui contrôlent la réponse humorale pour le

trinitrophenol-Ficoil (TNP-Ficoll) et le locus qui code pour le TNFŒ (Teuscher et coli.,

1990). L’ordre des gènes dans cette région a été établi H-28-TNP-ficoll-Orch-1-

TNfa-H-2D. Une analyse moléculaire a localisé l’Orch-l dans une région de 50-60kb

appartenant au Hsp 70.1 (Person et coll., 1992).

Les gènes situés à l’extérieur du CMH ont une forte influence sur la

prédisposition à l’OAE. La lignée DBA/2J (H-2’) de souris est résistante à Ï’OAE. alors
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que la lignée BALB/cSyJ a une prédisposition à cette maladie. La lignée dérivée

BALB/cSyJ x DBA/2J Fi donne des souris résistantes à l’orchite (Teuscher et cou..

1985). Dans la population (BALB/cSyJ x DBA/2J Fi) x BALB/cSyJ, 54% des animacix

étaient résistants, et seulement 46% démontraient une prédisposition à l’orchite. Ces

résultats permettent de préciser qtie la résistance dominante à l’orchite semble être

contrôlée par un seul gène Orch-2 (Teuscher et coll., 1985). En utilisant de l’ADN isolé

appartenant à cette population de cellules — BALB/cSyJ x DBA/2J Fi) x BALB/cSyJ- et

avec un marquage antérieur des autres populations de cellules —DBA/2J et BALB/cSyJ,

le gène Orch-2 a été trouvé sur le chromosome 11 dans une région qui code pour

d’autres produits immunologiques importants (nu, Idd—1. H—3. Tca—3, Mipla, Min1b)

(Buchberg et Camper, 1993).

L’induction de l’OAE nécessite un adjuvant comme la toxine du bacille

BordeteÏÏa pertussis et l’adjuvant de Freund. Le Bphs représente un locus qui contrôle

l’expression phénotypique de la prédisposition à l’histamine induite par la Bordetella

pertussis (Wardlaw, 1970). Les souris qui ont un allèle influençable à cette position

meurent à cause d’un choc hypo-volérnique suite à l’administration de l’histamine

(Teuscher, 1985 ; Teuscher et coll., 1987).

Des expériences sur l’EAE (encéphalomyélite allergique expérimentale)

(Linthicurn et Frelinger) et l’OAE (Teuscher. 1985) ont montré une association entre un

allèle dans la même position et la prédisposition à ces MAI. En utilisant des

microsatellites et des marqueurs spécifiques, le locus Bphc a été localisé au niveau du

chromosome 6, télomérique de Tcrb et centromérique de Pip (Sudweeks et coll., 1993).

Ces études ont placé le gène Bphs dans une région où on retrouve les gènes (IgJç Ly-2,
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Ly-4 et Tnfr-2) qui codent pour des molécules immunologiques importantes (Moore et

Elliott, 1993).

Le rôle des gènes dans la résistance contre les MAI a été étudié sur les

populations de souris BALB/c. La résistance héritée d’une manière récessive chez les

souris BALB/c est liée à une seule différence génotypique, le gène Orch-3 (Person et

coli., 1992). La position de ce gène n’est pas encore établie.

Le gène La fonction La localisation

Orch-1 EAO prédisposition Chromosome 17

Orch-2 EAO résistance Chromosome Ï Ï

Bphs Dans l’EAO la toxine du Chromosome 6
BordeteÏla perlussis

Orch-3 EAO résistance Pas encore localisé

AOD-1 D3TX- prédisposition à induire Chromosome 16
une oophorite auto-immune

La prédisposition à l’oophorite auto-immune chez les lignées de souris

transgéniques D3TX a été étudiée avec tine autre modification au niveau du récepteur T

et la distribution de la pathologie chez ces souris était sous l’influence du bagage

génétique de chaque souris qui porte la modification transgénique (Sakaguchi et coll.,

1994).

Des croisements entre des lignées de souris (C573L/6J X A/J)F1 x C57BL/6J et

A/l (90%-incidence de l’oophorite) ou (C57BL/6J x A/J)F1 (100% - incidence de la

maladie) ou C57BL/6J (8% - incidence de la maladie) ont montré que le rapport entre les

animaux qui présentaient ou non l’oophorite est de 1,15 (Wardell et coIl., 1995). Ce
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rapport est caractéristique de la présence d’un seul locus, qui a été retrouvé sur le

chromosome 16 où se retrouvent aussi d’autres gènes ayant une importance

immunoLogique (Ly-7, IJt, frc, Iigl-1, Mis-3, Vpre (Reeves et cou., 1993).

1.11 L’objectif de l’étude

Le modèle animal que nous avons utilisé dans cette étude est le seul disponible

au moins jusqu’à présent à développer une OAI d’une manière spontanée. Ce modèle

nous a donné l’occasion d’étudier les modifications patho-physiologiques au cours de

cette maladie. Cette affection est très semblable à l’orchite granulomateuse retrouvée

chez l’humain, suite aux Ï’oreiÏÏons. L’OAI conduit à une infertilité à cause

d’ aspermatogénèse.

Étant donné que l’OAI représente une modification dans l’état immunologique

normal, qu’elle est associée, comme d’autres MAI, à des changements dans l’immunité

humorale et cellulaire, nos objectifs était d’identifier et caractériser la population des

cellules infiltrantes au cours de l’orchite, de localiser des dépôts immuns au niveau du

testicule et de l’épididyme et de caractériser le sérum des visons orchitiques.

Pour identifier et caractériser la présence des cellules infiltrantes qui accompagne

l’OAI spontanée, nous avons utilisé des anticorps dirigés contre certains types

cellulaires : anti NCL-Macro. anti-CD4. anti-CDS. anti-CD 163, anti-HLA. anti-FasL en

immunohistochimie et immunofluorescence. Pour mettre en évidence et caractériser les

dépôts immuns, nous avons utilisé le Western blot et l’immunohistochimie, en utilisant

le sérum d’animaux orchitiques, des anticorps anti-IgG de vison et anti-IgM, -IgD, -IgA,

—IgE humain sur des tissus d’animaux sains et orchitiques.
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2. MATÉRIELS ET MÉTHODES

2.1 MATÉRIELS

2.1.1 Animaux

2.1 .2 Produits chimiques

2.1.3 Anticorps

2.1.1 Animaux utilisés

Pour cette étude, nous avons utilisé le vison (MusteÏa vison) un animal à activité

reproductive saisonnière, c’est-à-dire il présente des variations dans son cycle

reproductif en fonction des saisons. La phase d’activité spermatogénétique dont le

maximum se situe entre février et mars, est suivie d’une période d’inactivité

spermatogénétique durant laquelle se produit une régression testiculaire progressive qui

commence à pal-tir du mois d’avril et dont le maximum se situe en août.

Notre laboratoire utilise le vison comme modèle animal depuis plusieurs années

et nous avons rapporté les variations d’activité spermatogénétique au cours du

développement et du cycle amutel reproductif saisonnier (Pelletier R-M. 1986: Pelletier

R.-M. 198$).

Nous nous sommes procuré les visons à la visoimière St-Darnase, Québec.

Groupes d’ animaux:

A) normaux

Les animaux normaux sont des visons adultes, c’est-à-dire âgés de plus d’un an, au

cours du mois de mars - durant la phase spermatogénétique active, donc, qui ont déjà

passé par une période de fertilité.
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B) infertiles

Il s’agit d’animaux infertiles souffrant d’une infertilité secondaire. Nous avons utilisé S

animaux pour chaque groupe. L’infertilité a été établie par le fermier qui vérifie la

présence ou non de spermatozoïdes. Tous les animaux sont anesthésiés par une injection

de Somnotol (pentobarbital sodique - 0.2 mL/kg), intrapéritonéale.

2. L L 1 Prélèvement des testicules

Les testicules ont été prélevés en prenant soin d’enlever les vaisseaux sanguins et

la capsule entourant les testicules. Les testicules décapsulés sont soumis ensuite à une

digestion enzymatique pour générer des fractions enrichies en tubules séminifères et

d’autres en tissu interstitiel. La séparation des tubules séminifères et du tissu interstitiel

est essentielle puisque ces deux compartiments ont des fonctions distinctes les tubules

sérninifères contiennent les cellules germinales et les cellules de Sertoli et sont

impliquées dans la spermatogenèse alors que le tissu interstitiel assure la production

d’androgènes par le biais des cellules de Leydig.

Les testicules prélevés sont digérés dans du «minimum essentiel medium»

(MEM) contenant 0.25 mg/mL de collagénase D et 0.1 mg/rnL d’inhibiteur de la

trypsine sous agitation douce ($0-90 cycles/rninute) dans un bain d’eau maintenu à 37°C

(Pelletier et coll.. 1999 Kabbaj et coil.. 2001 Kabbaj et coll.. 2003). Dans certains cas.

les tubules sérninifères ou tissu interstitiel ont été séparés à l’aide de fines pinces afin

daccélérer la digestion.

La digestion une fois complétée est arrêtée par ajout d’un volume égal de MEM

sans enzymes. La solution de testicules digérés est ensuite transférée dans des tubes de 15

mL et laissée sédimenter pendant 30 minutes, à température ambiante. Par la suite, ces

tubes sont centrifugés deux fois à $40 rpm (centrifuge Beckman GS-6R, rotors GH-3.$,
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Beckrnan, Missisauga. Ont.) pendant 20 minutes, afin de séparer la fraction enrichie en

tissu interstitiel (partie supérieure) de la fraction enrichie en tubules sérninifères (partie

inférieure). La séparation était identifiable grâce à la coloration différente des deux

fractions : brun pour le tissu interstitiel et beige pâle pour les tubules séminifères. Les

fractions enrichies ainsi séparées sont prélevées puis lavées deux fois avec du PBS IX

(137 mM NaCl, 3 mM KCL $ mM Na,HP04, 1.5 mM KH2PO4) et centrifugées à 2500

rpm pendant 10 minutes. Les fractions sont ensuite homogénéisées. en fonction de leur

volume, à l’aide d’un hommogenisateur et d’un sonicateur (Fisher Sonic dismembrator

modèle 300, fisher Scientific, Pittsburgh, EU), dans du PBS iX contenant un cocktail

d’inhibiteur de protéases (lmM EDTA. 2mM PMSf, 2 ig/mL de Ïeupeptine et 2 tg/mL

d’aprotinine). Ensuite elles furent congelées à -80°C. Nous avons aussi vérifié au

microscope optique ta pureté des fractions enrichies en tubules séminifères et en tissu

interstitiel.

2. 1. 1.2 Prélèvement d’autres tissus

En plus des testicules, nous avons prélevé d’autres tissus de vison pour tes

utiliser comme contrôles positifs pour Western blots. Nous avons prélevé l’épididyme, la

rate et le sang. Mis à part le sang, les tissus ont été homogénéisés dans du PBS 1X

contenant le même cocktail d’inhibiteurs de protéases que nous avons utilisé pour

l’homogénéisation des fractions testiculaires.

Le sang prélevé est laissé à la température ambiante pour 12 heures et ensuite

pour les suivantes 12 heures à 4°C. Il est alors centrifugé à 2500 rpm deux fois pour

obtenir le sérum. Le sérum recueilli est aliquoté est gardé à - 80°C.
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2.1.2 Produits chimiques et enzymes

- BSA. DAB, inhibiteur de la trypsine et 3-arninopropyléthoxysilane.

de Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO, É-U)

- collagénase D et leupeptine de Roche Molecular Biochernicals

(Lavai, Québec, Canada)

- kit de chirniluminescence Lurni light plus Western blotting substrate

et BM chernilurninescence blotting substrate (POD) de Boehringer

Manheim (Laval, Québec, Canada)

- MEM, Gibco BRL Products (Burlington, Ontario, Canada.)

- Permount. fisher Scientific (Pittsburgh. PA. É-U)

- réactif Bradford. Bio-Rad. Mississauga. Ontario. Canada

- DABCO. Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada.

2.1.3 Source des anticorps

2. 1.3.] -anticorps primcifres

- anti-macrophage fait chez la souris, de Novo Castra, New Castie,

RU)

- anti-CD 4 et anti-CD $ faits chez la souris, de Novo Castra, New

Castle, R-U)

- anti CD163 fait chez la souris, de Novo Castra New Castie. R-U)

- anti-HLA DR, DP. DQ fait chez la souris de Cedarlane (Hornby,

Ontario, Canada)
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- anti IgG fait chez le vison, obtenu du Docteur Marshall E. Bloom

(National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Rocky

Mountain Laboratories, Hamilton, Montana, É-U)

- anti-human IgM, IgD, IgE, IgA faits chez le lapin de Dako (Glostrup,

Danernark).

2.1.3.2 anticolps secondaires conjugués à la biotine

- anti-lapin IgG (H±L) et anti-souris IgG (H±L). de Jackson

IrnmunoResearch Laboratories Inc. (Bio/Can Scientific, Mississauga,

Ontario, Canada)

2. 1.3.3 anticolps secondaires conjugués à la peroxydase

- anti-souris IgG, de Santa Cruz Biotechnology Inc., California. É-U

- anti-lapin IgG (H+L), de Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.

Mississauga, Ontario, Canada

2.1.3.1 anticoips secol?daires conjugués aux substances fluorescentes

- anti-lapin FITC de Jackson IrnmunoResearch Laboratories Inc.

lvii ssissauga. Ontari o. Canada

- anti-souris TRITC de Jackson IrnmunoResearch Laboratories Inc.

Mississauga, Ontario, Canada

2.1.4 Autres

- streptavidine conjuguée à la peroxydase. de Arnersharn Pharmacia

Biotech. (Baie d’Urfé, Québec, Canada)

- Somnotol, de MIC Pharmaceuticals (Cambridge Ontario, Canada)

- Kodak X-OMAT XAR-5 (Eastman Kodak. Rochester. NY, É-U).
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2.2 MÉTHODES

2.2.1 Western-blot

2.2.1.1 Dosage des protéines des échantillons

Pour déterminer la concentration de protéines contenues dans les homogénats de

tissu interstitiel et des fractions enrichies en tubules séminifères, nous avons utilisé la

méthode de Bradford (1976). Nous avons ainsi établi la courbe standard à l’aide de

concentrations connues de BSA et avons déterminé la concentration en protéines totales

de chacun des échantillons à partir de cette courbe standard.

2.2.1.2 Électrophorèse sur gels dénaturants SDS-PAGE

Pour étudier les protéines contenues dans les échantillons, nous les avons

séparées selon leur conformation et masse moléculaire par la technique SDS-PAGE.

Une fois leur concentration en protéines déterminée, chaque échantillon est ramené à

une concentration de 6 tg/tL par l’addition de PBS iX, puis les échantillons sont de

nouveau dilués dans du tampon d’échantillon 2X (8M d’urée, 3% SDS, 5% f3-

mercaptoéthanol, 0.005% de BBP, 70 mM Tris-HC1 pH 6.8) jusqu’à une concentration

finale de 3 ig/iL. Les échantillons sont resuspendus dans ce tampon puis chauffés

pendant 3 minutes dans un bain d’eau bouillante. Une quantité de protéines équivalente

de chacun des échantillons (25 jig) est ensuite placée dans les puits de gel de

polyacrylamide. La concentration en acrylamide des gels dentassement et de séparation

était de 4% et 10% respectivement. La migration est effectuée à un voltage de 70 à 90 V

pendant 2 heures (tampon du gel séparateur: I 0M Tris-0.5 M glycine; tampon du gel

d’entassement: 0.5M Tris-HC1 pH 6.7; tampon d’électrode: 0.1M tris, 015M glycine,

0.1% SDS) (Pelletier et coll.. 1999).
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Après la migration des échantillons, les protéines séparées contenues dans le gel

furent transférées sur une membrane de nitrocellulose dotée de pores de 4511m. Ce

transfert de protéines du gel à la membrane a été effectué à 4 °C sous un voltage de 27 V

toute la nuit (Towbin et cou., 1979). Le tampon de transfert utilisé est composé de

25mM Tris-HCÏ pH 8.3, 150 mM glycine et 20% méthanol. Les membranes furent

ensuite colorées au rouge de Ponceau (0.2% rouge de Ponceau dans une solution

aqueuse de 3% TCA) afin d’évaluer la qualité du transfert. l’uniformité de la quantité

protéinique de chacun des échantillons, la dégradation possible des échantillons et

l’emplacement des étalons de poids moléculaire. Les membranes furent rincées avec du

TBS iX (137 mM NaCL 2.7 mM KCI. 24.8 mM Tris-Base, pH 7.4) plusieurs fois,

jusquà ce que le rouge eu disparu.

Les membranes décolorées furent saturées pendant une heure à 37°C dans une

solution de lait écrémé (5% dans du T3$ lx). Les membranes furent ensuite incubées

dans une solution contenant l’anticorps contre la protéine étudiée. La durée et la

température de l’incubation varient de 2 heures à 37 °C à 24 heures à 4°C. selon

l’anticorps utilisé. Après cette incubation, les membranes furent lavées plusieurs fois

dans une solution de TBS-Tween-20 (0.05%) (TBST-0.05%). Les membranes étaient

incubées avec une solution contenant le deuxième anticorps couplé à la peroxydase anti

lapin-HRP, ou anti-souris-HRP selon le premier anticorps utilisé (1:2000). Les

membranes étaient lavées plusieurs fois avec du TBST-0.05% puis avec du TBS.

L’emplacement du complexe anticorps-antigène sur la membrane fut révélé par

l’utilisation de solutions de chimilurninescence de Roche Molecular Biochemicals. La

lumière émise par l’action de la peroxydase était captée sur film Kodak X-OMAT XAR
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5. Tous les résultats sont exprimés comme moyenne ± SEM (standard error of the

mean), après la quantification de l’intensité des bandes utilisant le programme Scion

Image (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EU, gratuit sur l’internet). Pour

déterminer si les differences observées entre le sérum normal et le sérum d’animaux

orchitiques étaient significatives, nous avons calculé la probabilité p associée au test t de

Student. Les valeurs de p<O.Ol étaient considérées significatives.

2.2.2 Immunohistochimie

Afin de déterminer la localisation des protéines étudiées dans le testicule, nous

avons utilisé la technique d’imrnunohistochimie (IHC) sur coupe de paraffine.

Les testicules de visons prélevés sont fixés par perfusion de l’artère testiculaire en

utilisant tout d’abord, une solution de PBS iX pour laver l’artère du sang puis une

solution de Boum (75 % d’acide picrique supersaturé. 25% de formaline liquide)

contenant 5% d’acide acétique (Pelletier, 1995; Pelletier et coll., 1997). Les testicules

furent immergés dans le même fixateur pendant 4$ heures (Pelletier, 1995). Les

testicules fixés furent ensuite déshydratés dans des solutions graduées d’alcool (70, 90 et

100% éthanol) puis dans du xylène pour ensuite être enrobés dans la paraffine. Nous

avons coupé ces blocs de paraffine afin d’obtenir des coupes de 5 microns. Ensuite nous

avons monté ces coupes de tissu sur des lames enduites de 3-

aminopropyltriéthoxysilane, ce qui permet à la coupe de tissu d’adhérer plus fermement

à la lame. Une fois les coupes bien séchées sur les lames, nous les avons déparaffinées

puis réhydratées dans des solutions de xylène et d’alcool (100, 90 70 et 50% éthanol) et

nous les avons plongées dans des bains d’eau distillée et de TBS iX. Pour perméabiliser

les cellules, nous avons utilisé le citrate de sodium -pH 6.0- à la température de 90°C
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pour 5 minutes (Sarsfield et cou., 1996, modifié), le méthanol à -20°C (Kabbaj et coll.,

2001) et la digestion avec la trypsine (Huang et coli., 1976). Pour bloquer l’activité

peroxydase endogène du tissu, nous avons placé les lames dans une solution de TBS iX

contenant 0.6% H202 pendant 10 minutes. Nous avons ensuite lavé ces lames dans des

bains de TBS iX et de TBST-0.1% (Kabbaj et coll., 2001; Kabbaj et coll., 2003). Nous

avons saturé les coupes de tissu en les incubant pendant une heure à température

ambiante avec une solution de lait (0.5%) contenant ou non du Triton X-100 (0.05%),

selon l’anticorps et la coupe utilisés. Nous avons ensuite incubé les lames pendant 24

heures à température ambiante avec l’anticorps dirigé contre la protéine étudiée, dilué

dans du lait écrémé à 1% (anti-macrophage fait chez la souris 1: 10, anti-CD4 fait chez

la souris 1:10, anti-CD$ fait chez la souris 1:10, anti-IgG 1:3000, anti-IgM 1:1500,

anti-IgD 1 :100, anti-IgE 1 :100, anti-IgAl :100 et le sérum, sain et orchitique 1 :3000).

L’IgG utilisé est spécifique au vison et les autres immunoglobulines (IgM, IgA, IgD et

IgE) humaines reconnaissent les protéines de vison à cause de leurs homologies

structurelles (Coe et Hadlow, 1972 ; Haughton et coll., 1978; Bovkun et coll., 1993;

Najakshin et coli., 1993 Najakshin et coll., 1996). Nous avons lavé les coupes en les

agitant dans plusieurs bains de TBST-0.l% puis nous les avons incubées avec le

deuxième anticorps conjugué à la biotine (anti-souris-biotine 1:2000, anti-lapin-biotine

1: 1000) pendant une heure à température ambiante. Nous avons à nouveau lavé les

coupes dans du TBST-0.1% puis nous avons incubé les lames pendant une heure à

température ambiante avec la streptavidine conjuguée à la peroxydase diluée dans du lait

à 0.5% (1:200). Nous avons fait un lavage final avec du TBST-0.1% puis avons plongé

les coupes dans une solution de TBS iX contenant 0.05% DAB et 0.03% JI2O2 pendant

10-12 minutes (Pelletier et coll., 1999). Le produit de réaction obtenu fut visualisé



67

comme un précipité brun-rouge, nous avons lavé les lames dans l’eau, puis déshydraté

les coupes dans des bains d’alcool gradué (70, 90 et 100% éthanol) et de xylène. Nous

avons ensuite monté les coupes dans de la résine (Permount, fisher Scientific Co.,

Pittsburgh, PA). Pour effectuer des contrôles négatifs, nous avons réalisé des coupes en

incubant avec du lait à 0.5% sans le premier anticorps. Les résultats représentatifs d’au

moins trois expériences ont ensuite été visualisés et photographiés à l’aide d’un

microscope Zeiss et d’une caméra digitale Zeiss en utilisant un support informatique.

2.2.3 Immunofluorescence

Pour mettre en évidence un double marquage, nous avons utilisé une technique

qui permet de visualiser en fluorescence la présence de deux protéines en utilisant deux

haptenes différentes.

Une fois les coupes bien séchées sur les lames, nous les avons déparaffinées puis

réhydratées dans des solutions de xylène et d’alcool (100, 90 70 et 50% éthanol) et nous

les avons plongées dans des bains d’eau distillée et de TBS iX. Pour perméabiliser les

cellules nous les avons introduites dans le citrate de sodium à la température de 90°C

pour 5 minutes (modifié après Sarsfield et coli., 1996). Nous avons ensuite bien lavé ces

lames dans des bains de TBS iX et de TBST-0.1%. Nous avons saturé les coupes de

tissu en les incubant pendant une heure à température ambiante avec une solution de lait

(3%) contenant du Triton X-100 (0.05%). Nous avons ensuite incubé les lames pendant

24 heures à température ambiante avec l’anticorps dirigé contre la protéine, diluée dans

du lait à 1% (anti-macrophage fait chez la souris 1:1, anti-CD4 fait chez la souris 1 1.

anti-CD8 fait chez la souris 1:1 anti-Fas fait chez la souris 1 :1 et anti-FasL fait chez le

lapin 1 :15). Nous avons lavé les coupes dans le TBST-0.1%. puis nous les avons



68

incubés avec le deuxième anticorps (fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-lapin 1 :400.

et tetramethyl rhodamine isothiocyanate (TRITC) rhodamine anti-mouse 1: 100) une

heure à la température ambiante. Nous avons fait un lavage final avec du TBST-0.1%.

Toutes ces étapes se sont déroulées à l’obscurité pour préserver l’intensité de la réaction.

Pour effectuer des contrôles négatifs, nous avons incubé des coupes de tissus avec du lait

sans le premier anticorps.

Les coupes ont été ensuite montées en utilisant une solution de 50% de glycérine

et 5% de DABCO dans du TBS lx et ensuite scellées en utilisant du vernis. La

visualisation de la réaction est faite avec un microscope à fluorescence Zeiss Axioskop

II équipé avec des filtres pour FITC et TRITC.
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3. RÉSULTATS

3.1 Étude de l’immunité cellulaire chez le vison adulte normal et orchitique

3.1.1 Localisation par immunoperoxydase des macrophages dans le testicule et

t ‘épididyme de visons normaux et orchitiques

Afin d’identifier spécifiquement la localisation des macrophages, nous avons

incubé des coupes de testicule et d’épididyme de visons adultes, sains et infertiles.

obtenus en février et en mars. avec l’anticorps monoclonal anti-macrophages (NCL

Macro).

Dans le testicule normal de vison du mois de mars, les macrophages résident

dans les espaces interstitiels (Figure la) entre les tubules sérninifêres. Dans le même

espace interstitiel on voit des cellules de Leydig et autres cellules qui ne sont pas

marquées (Figure la). Les coupes de tissu incubées en absence de l’anticorps NCL

Macro (contrôle négatif) ne présentent pas de marquage (Figure la’). Dans le testicule

de vison orchitique obtenu au mois de mars. on a identifié. dans les espaces interstitiels

plus de marquage NCL-Macro (Figure lb) en comparaison avec le testicule normal. Les

macrophages entourent les tubules sérninifères complètement détruits (f igure 1 c) et sont

aussi présents à l’intérieur des tubules séminifères (Figure ic). Les flèches vides

(Figures la, b, e) identifient des cellules qui ne sont pas marquées dans le tissu

interstitiet. Dans des coupes dépididyme de vison sain dtt mois de février et mars on

remarque la présence de quelques macrophages dans le tissu interstitiel (Figure 1 d).

Dans les coupes d’épididyme de vison orchitique on a marqué des macrophages au
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niveau du tissu interstitiel (Figure le). La flèche vide (Figure le) montre des cellules qui

ne sont pas marquées dans le tissu interstitiel de vison orchitique.

3. 1.2 Localisation par iinmunoperoxydase des molécules dit complexe lncyeztr

d ‘histocompatibilité (CMLI) de classe lI dans le testicule et l’épididyme de visons

normaux et orchitiques

Pour déterminer la localisation des molécules du CMH de classe II dans le

testicule et l’épididyme, nous avons incubé des coupes de tissus sain et orchitique avec

l’anticorps monoclonal anti-HLA (DR, DP, DQ).

Dans le testicule du vison sain du mois de février et de mars on n’a pas mis en

évidence la présence de molécules du CMH de classe II dans les tubules séminifères

(Figure 2a). Par contre, dans le tissu interstitiel du même testicule on a marqué des

cellules possédant des molécules du CMH de classe II dans le testicule sain (Figure 2a).

Dans le testicule du vison orchitique du mois de mars, nous avons identifié des cellules

HLA+ dans le tissu interstitiel sous-capsulaire (Figure 2b), dans le tissu interstitiel

intertubulaire (Figure 2e), et dans les tubules séminifères complètement détruits (Figure

2a). Dans l’épididyme sain du vison adulte du mois de mars on n’a pas marqué des

cellules possédant des molécules du CMH de classe II (Figure 2d). Dans l’épididyme du

vison adulte orchitique du mois de mars nous avons marqué des cellules dans les espaces

intertubulaires (Figures 2e, f), ainsi que dans l’épithélium épididyrnaire (Figure 2f).

3. 1.3 Loccilisation par double marquage en inmnnmofluorescence des molécules dii

C’MH et FasL dans le testicule et l’épididyme de visons normaux et orchitiques
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Pour déterminer si les cellules HLA de classe 11+ étaient ou non fasL+. nous

avons utilisé l’anticorps monoclonal anti-HLA (DR, DP, DQ) et l’anticorps polyclonal

anti-FasL sur des coupes de testicule et de l’épididyme du vison fertile et orchitique.

Dans un testicule sain, le double marquage démontrait la présence dans le tissu

interstitiel des cellules marquées au HLA de classe II (Figure 3a) et FasL - (Figure 3a’).

Dans les tubules sérninifêres normaux, notts n’avons pas observé un marquage HLA

(Figure 3a). mais quelques cellules sont FasL+ (Figure 3a’). Dans le testicule de vison

orchitique le double marquage a identifié, sous la capsule, des cellules HLA de classe II

positives (Figure 3b) qui étaient FasL négatives (Figure 3b’). Dans les tubules

séminifères nous avons observés des cellules HLA de classe II positives (Figure 3b) qui

étaient FasL positives (Figure 3b’). Dans le tissu interstitiel on a identifié des cellules

HLA de classe II positives (Figure 3e) qui étaient FasL négatives (Figure 3c’). Dans le

tissu interstitiel, les cellules FasL positives (Figure 3c’) étaient HLA de classe II

négatives (Figure 3c). Dans l’épididyme normal nous avons identifié dans l’espace

interstitiel des cellules positives pour HLA de classe II (Figure 4a) qui étaient négatives

pour FasL (Figure 4a’). Dans l’épididyme de vison orchitique nous avons identifié dans

les espaces interstitiels des celluLes HLA positives (Figure 4b), mais FasL négatives

(Figure 4b’).

3. 1.1 Localisation par double marquage en iinmunofluorescence des macrophages et

de cellules FctsL positives dans le testicule et Ï ‘épididyme de visons normaux et

orchitiques
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Pour déterminer si les macrophages étaient ou non FasL+, nous avons utilisé

l’anticorps monoclonal l’anti-CD163 et l’anticorps anti-fasL. sur des coupes de testicule

et d’épididyme de visons adultes, sains et infertiles, obtenus en février et en mars.

Dans le testicule normal on a identifié des macrophages CD163 positifs dans

l’espace interstitiel (Figure 5a) qui présentent un faible marquage FasL positif (Figure

5a’). Dans les espaces interstitiels du testicule de vison orchitique (Figure 5b) on a

observé des macrophages marqués au CD 163. Le marquage avec le NCL-Macro (Figure

1 b) est plus prononcé en comparaison avec le marquage CD 163 (Figure 5 b) ; ceci

pourrait être expliqué par une différence de nature des antigènes reconnus par les deux

anticorps. L’anticorps NCL-Macro (3A5) reconnaît un antigène de la famille de CD68,

qui est probablement une molécule de différentiation (Jaspars et coli., 1994). L’antigène

recornut par CD163 est un récepteur scavenger probablement modifié dans le vison

orchitique, ce qui pourrait masquer l’epitope reconnu par l’anticorps utilisé. Dans

l’épididyme normal nous avons identifié des macrophages CD 163 positifs dans le tissu

interstitiel (Figure 5c). Ces cellules n’étaient pas marquées au FasL (Figure 5c’). Dans

l’épididyme de vison orchitique les macrophages marqués au CD163 (Figure 5d)

n’étaient pas marqués au FasL (Figure 5d’).

3. 1.5 Localisation par immiinoperoxydase des cellules CD1 positives dans les

testicules et les épididymes de visons normaux et orchitiques

Dans le but de localiser les cellules CD4+, nous avons incubé des coupes de

testicule et de l’épididyme de visons adultes sains et orchitiques avec l’anticorps anti

CD4.
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Sur les coupes de testicule de vison sain on n’a pas marqué de cellules CD4H-

(Figure 6). Par contre, le testicule de vison orchitique démontrait la présence des cellules

CD4+ dans les espaces interstitiels (Figures 6h, c) et à l’intérieur des tubules séminifères

complètement détruits (Figure 6c). Dans l’épididyme de vison fertile nous avons observé

des cellules CD4+ dans le tissu interstitiel (Figure 6d), alors que dans un épididyme de

vison orchitique on a mis en évidence une accumulation de cellules CD4+ dans le tissu

interstitiel (Figure 6e).

3.1. 6 Loccitisation pcir double mcirquage en immunofluorescence de cellules CD1 et

fasL dans les testicules et les épididymes de visons normaux et orchitiques

Pour déterminer si les cellules CD4+ étaient ou non FasL positives, nous avons

utilisé le double marquage en immunofluorescence. Nous avons incubé des coupes de

testicule et d’épididyme du visons fertiles et orchitiques avec l’anticorps anti-CD4 et

l’anticorps anti-FasL.

Dans le testicule normal on n’a pas identifié de cellules CD4 positives dans

l’espace interstitiel (Figure 7a). Néanmoins, l’espace interstitjel présentait des cellules

FasL positives (Figure 7a’). Des cellules CD4+ se trouvaient dans le tissu interstitiel du

testicule de vison orchitique (Figures 7b, e), mais ces cellules étaient FasL négatives

(Figure 7h’). À l’intérieur des tubules séminifères des visons orchitiques qui présentaient

une dégénérescence plus avancée, on a marqué des cellules CD4+ (Figure 7e) qui

n’étaient pas FasL + (Figure 7e’). Dans le tissu interstitiel de l’épididyme de vison

normal. nous avons observé des cellules CD4+ (Figure 8a) qui étaient FasL- (Figure 8a’)

et des cellules fasL+ (Figure 8a’) qui étaient CD4- (Figure 8a). Dans l’épithélium

épididymaire normal, nous n’avons pas identifié de cellules CD4+ (Figure 8a). Par
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contre, nous avons identifié des cellules FasL+ (Figure 8a’). Au contraire, dans

l’épithélium (Figure $b) et le tissu interstitiel (Figure $c) de l’épididyme de vison

orchitique nous avons identifié des cellules CD4+, qui étaient FasL- (Figure 8b’, $c’).

3. 1. 7 Localisation par iininiinoperoxi’dase des cellules CD8+ dcins les testicules et les

épididymes de visons normaux et orchitiques

Dans le but de localiser des cellules CD8+, nous avons incubé des coupes de

testicule et de l’épididyme du vison adulte sain et orchitique avec l’anticorps anti-CD$.

Dans le testicule normal, nous n’avons pas identifié de cellules CD8+ ni dans

l’espace interstitiel ni dans les tubuies séminifères (Figure 9a). Au contraire, dans le

testicule de vison orchitique nous avons marqué des cellules CD$ + dans les espaces

interstitiels (Figure 9b, c, d,) et â l’intérieur des tubules séminifères détruits (figure 9c).

Dans l’épididyme de vison normal nous avons observé quelques cellules CD8+ dans le

tissu interstitiel (Figure lOa). alors que dans un épididyme de vison orchitique on a

observé une accumulation des cellules CD8+ dans le tissu interstitiel (Figure lOb, c, d)

et aussi à la base de l’épithélium (Figure lOb, d).

3. 1.8 Localisation, par double marquage, en iininuno/lztorescence des CD8 et du FasL

dans le testicule et Ï ‘épididyme de visons normaux et orchitiqttes

Afin de déterminer si les cellules CD$+ étaient aussi FasL+. nous avons utilisé le

double marquage en immunofluorescence, en utilisant l’anticorps anti-CD8 et

l’anticorps anti-FasL sur des coupes de testicule et de l’épididyme de visons fertiles et

orchitiques.

Dans le testicule normal on a identifié de rares cellules CD8 + dans l’espace

interstitiel (Figure lia,) qui n’étaient pas FasL + (Figure lia’). À l’intérieur des tubules
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sérninifères de vison orchitique on a marqué des cellules CD8+ (Figure 1 lb) qui

n’étaient pas FasL + (Figure 11h’). Les cellules FasL positives d’un tubule sérninifère de

vison orchitique (Figure 11h’) étaient CD8 - (Figure 1 lb). Des cellules CD$± présentes

dans le tissu interstitiel du testicule de vison orchitique (Figure 11e) étaient FasL -

(Figure 11e’). Dans le tissu interstitiel de l’épididyme normal nous avons observé des

cellules CD8 + (Figure Ï2a) qui étaient FasL - (figure 12a’). Dans l’épithélium

épididyrnaire de testicule normal, nous n’avons identifié ni des cellules CD8+ (Figure

12a), ni des cellules FasL positives (Figure 12a’). Par contre, dans l’épithélium

épididyrnaire de vison orchitique nous avons identifié des cellules CD8+ (figure 12e),

qui étaient FasL + (Figure 12e’). Dans le tissu interstitiel de l’épididyme de vison

orchitique nous avons observé de nombreuses cellules CD8+ (Figure I 2b, e) qui étaient

FasL - (Figures 12h’, e’). Nous avons marqué dans l’espace interstitiel quelques cellules

qui étaient simultanément CD8+ et fasL+ (Figures 12e, e’).

3.2 Étude du statut de t’immunité humorate chez te vison adulte orchitique

3.2. 1 Caractérisation du sértim de visons ciduÏtes sains et orchitiques pcir

imm unoperoxydase.

Le marquage à la peroxydase était beaucoup plus important dans les membranes

limitantes des tubules séminifères et des capillaires sanguins du testicule sain en

présence du sérum de vison infertile (Figura 13b) qu’en présence du sérum normal

(Figure 13a). Dans les tubules séminifères nous avons mis en évidence une réaction

autour de spermatocytes (Figure 13 b). Sur des coupes d’épididyme normal incubées

avec le sérum danimal sain, nous avons observé un faible marquage dans le tissu
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interstitiel (Figure 13c). Après incubation de l’épididyme sain avec un sérum de vison

orchitique. le marquage dans le tissu interstitiel était plus important autour des

membranes limitantes du tubule épididymaire (Figure 13d) et dans te tissu conjonctif de

l’espace interstitiel (Figure 1 3d). Les spermatozoïdes qui se trouvent dans la lumière de

l’épididyme sont marqués (Figure 13d).

3.2.2 Ccircictérisadon de ici présence d IgG cÏcms te sérum de visons sains et

orchitiques par Western blot

Dans le sérum de vison fertile (Figure 14a, ligne A) et orchitique (Figure 14a,

ligne B). en utilisant l’anti-IgG de vison, nous avons identifié 5 bandes distinctes qui

correspondaient aux poids moléculaires de 25-, 36-. 61-, 103- et 145 kDa

respectivement. Après la quantification de l’intensité de chacune de ces bandes (Figure

14 b), nous avons observé que les protéines de poids moléculaires de 25- et 36 kDa

étaient présentes en plus grande quantité dans le sérum danimaux orchitiques en

comparaison avec le sérum normal. Ces différences étaient significatives (P<0.01). Dans

les fractions enrichies en tissu interstitiel et en tubules séminifères de vison sain, après

incubation avec un sérum de vison orchitique nous avons mis en évidence les mêmes

bandes immuno-réactives, des poids moléculaires autour de 150-, 130-, 100-, 80- et 50

kDa avec des intensités plus fortes, en comparaison avec le sérum normal (Figure 14e).

Dans l’épididyme du vison normal, après incubation avec du sérum de vison sain

(Figure 14d A) ou orchitique (Figure 14d B). nous avons détecté la présence des mêmes

bandes (avec des masses moléculaires autour de 150-, 80- et 63 kDa), mais l’intensité

des bandes était plus forte après l’incubation avec le sérum de vison orchitique.
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3.2.3 Localisation par immttnoperoxydase de dépôts cI ‘IgG dans le testicule et

Ï ‘épididyme de visons sains et orchitiques

Afin d’identifier et de localiser les dépôts dIgG dans les animaux sains et

orchitiques, nous avons incubé des coupes de testicule et d’épididyme de visons sains et

orchitiques avec l’anticorps anti-IgG de vison. Les résultats montrent une faible

marquage autour des membranes lirnitantes des tubules séminifères (Figure 14’a) et de

l’épididyme (Figure 14’d) d’animaux normaux. Sur des coupes de tissus de visons

orchitiques on a mis en évidence des dépôts d’IgG dans les membranes limitantes des

tubules sérninifères (Figure 14’b, e), dans le tissu interstitiel du testicule (Figure 14’b) et

de l’épididyme (Figures 14’e, f).

3.2.-L Cctrctctérisation de Ïa présence d’Ig1 dal?s le sérum de visons sctins et

orchitiques par Western blot

Après l’incubation avec l’anticorps anti-IgM humain. notis avons identifié 4

bandes distinctes dans le sérum de vison sain (Figure 1 Sa. ligne A) et orchitique (Figure

15a, ligne B), qui correspondent aux poids moléculaires de 21-, 47-, 61- et 103- kDa.

Les bandes obtenues ont été quantifiées en utilisant le programme Scion Image (Figure

15 b). Nous avons observé que toutes les bandes identifiées sont présentes avec une

intensité plus grande dans le sérum de vison orchitique que dans le sérum de vison sain.

Cette différence entre les deux sérums était significative (P<0.01).

Après l’incubation des fractions enrichies en tissu interstitiel et en tubules

séminifères de vison fertile, avec un sérum de vison orchitique et l’anticorps anti-IgM.

nous avons identifié des bandes immuno-réactives additionnelles autour de 200 kDa et

autour de 120 kDa en comparaison avec l’incubation du sérum de vison fertile (Figure
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Ï5c). Après l’incubation de l’épididyme du vison fertile, avec un sérum de vison sain

(Figure 15d, ligne A) ou orchitique (Figure 15d, ligne B) nous avons observé les mêmes

bandes.

3.2.5 Localisation par immunoperoxydase de dépôts d’IgM dans le testicule et

l ‘épididyme de visons sains et orchitiques

Pour identifier les dépôts de l’IgM, nous avons incubé des coupes de testicule et

de l’épididyme de visons sains et orchitiques avec l’anticorps anti-IgM humain. Nous

avons observé un marquage faible autour des membranes lirnitantes (interne et externe)

vasculaires, dans le tissu interstitiel du testicule (figure 15’a) et de l’épididyme (Figure

15’c) de visons fertiles. Au contraire, sur des coupes de testicule de vison orchitique,

nous avons trouvé des dépôts d’IgM au niveau de toutes les membranes limitantes de

tubules sérninifères et des capillaires sanguins (Figure 15’b). Dans l’épididyme de vison

orchitique, les dépôts se trouvaient dans la membrane lirnitante de l’épithélium

épididyrnaire (Figure 15’d). Dans l’épididyme de vison orchitique nous avons aussi

identifié des dépôts d’IgM localisées dans les espaces intertubulaires (Figure 1 5’d).

3.2.6 Caractérisation de la présence d ‘IgD dans le sérum de visons sains et

orchitiques par Western blot

Nous avons identifié une seule bande de 145 kDa dans les sérums de visons sains

et orchitiques. Après la quantification nous avons détecté une différence significative

(p<O.Ol) dans le taux d’JgD dans le sérum de vison orchitique par comparaison avec le

sérum de vison sain (Figure l6b). Nous avons fait migrer 25 tg de protéines de fractions

enrichies en tubules séminifères. en tissu interstitiel (Figure 16e) et de l’épididyme

(Figure 16 d) sur un gel 8% SDS-PAGE. Les membranes ont été incubées avec du sérum
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de vison sain et orchitique et ensuite avec l’anticorps anti-IgD. Les sérums des animaux

sains et infertiles reconnaissent les mêmes bandes avec la même intensité dans les

échantiltons des testicules examinés (Figure 16c). Dans l’épididyme, les bandes sont

pius fortes après l’incubation avec le sérum de vison orchitique (Figure 16d).

3.2. 7 Localisation par iminunoperoxydase de dépôts d’IgD dans le testicule et

Ï ‘épididyme de visons sains et orchiliques

Afin d’identifier les dépôts d’IgD dans les animaux sains et orchitiques nous

avons incubé des coupes de testicules et d’épididymes de visons sains et orchitiques

avec l’anticorps anti-IgD humain. Dans les testicules (Figure 16’a) et les épididymes

normaux (Figure l6’c) il n’y avait pas de dépôts dIgD. Dans les espaces interstitiels de

testicule d’animaux orchitiques nous avons identifié de dépôts d’IgD (Figure I 6’b).

Dans l’épididyme de vison orchitique nous n’avons pas détecté un marquage pour de

dépôts d’IgD (Figure 16’d).

3.2.8 Caractérisation de la présence d ‘igE dans le sérttm de visons sains et

orchitiques par Western blot

On a identifié 3 bandes distinctes dans les sérums d’animaux sains et orchitiques,

à 25-, 61- et 79 kDa (Figure 17a). Après quantification, en utilisant le programme Scion

Image (Figure 17b) nous n’avons pas observé des différences significatives entre les

sérums de visons normaux et orchitiques. Nous avons fait migrer 25 tg de protéines de

fractions enrichies en tubules séminifères. en tissu interstitiel (Figure 1 7c) et de

l’épididyme (Figure 17d) sur un gel 8% SDS-PAGE. Les membranes ont été incubées

avec du sérum de vison sain et orchitique et ensuite avec l’anticorps anti-IgE. Les
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sérums des animaux sains et infertiles ont reconnu les mêmes bandes avec la même

intensité dans les échantillons des tisstis examinés (Figure 1 7e, d).

3.2.9 Localisation, par immunoperoxydase, des dépôts U ‘IgE dans les testicules et tes

épididymes de visons sains et orchitiques

Afin d’identifier la présence de dépôts d’IgE dans les animaux sains et

orchitiques, nous avons incubé des coupes de testicules et d’épididymes de visons avec

l’anticorps anti—IgE humain. Dans le testicule (Figure 1 7’a) et l’épididyme normaux

(Figure 17’c) il n’y avait pas de marquage pour l’IgE. Par contre, dans les testicules de

visons orchitiques on a identifié un marquage aussi bien dans les tubtiles séminifères

(Figure 17’b) que dans le tissu interstitiel (Figure 17’b). Dans l’épididyme de vison

orchitique, nous avons détecté des dépôts d’IgE dans le tissu interstitiel épididymaire

(Figure 17’e), mais aussi dans l’épithélium épididymaire (Figures 17’d, e).

3.2. 10 Caractérisation de ta présence d ‘IgA dans te sérum de visons sains et

orchitiques par Western btot

Nous avons identifié 5 bandes de 25-, 61-, 72-, 82-, et 123 kDa dans le sérum de

vison sain (Figure Ï$a, ligne A) et orchitique (Figure l$a, ligne B). Après la

quantification, nous avons remarqué que seulement la bande de 82 kDa était

significativement plus intense dans le sérum de vison infertile (P<0.0l) (Figure l$b).

Des fractions enrichies en tubules séminifères, en tissu interstitiel (Figure 1 8c) et de

l’épididyme (Figure 18d) ont été incubées avec du sérum de vison sain et orchitique et

ensuite avec l’anticorps anti-IgA. Les bandes révélées dans les tissus examinés après

l’incubation avec les deux sérums sont similaires (Figure 18e, U).
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3.2.11 Localisation par immunoperoxydase de dépôts d’IgA dans le testicule et

l’épididyme de visons sains et orchitiques

Afin de mettre en évidence la présence de dépôts d’IgA, nous avons incubé des

coupes de testicule et de l’épididyme de visons sains et orchitiques avec l’anticorps anti

IgA humain. Dans le testicule (figure l$’a) et l’épididyme normaux (Figure 1$’c) on

n’a pas observé un marquage pour l’IgA. Par contre, dans les testicules (Figure Ï$’b) et

dans les épididymes (Figure 1$’d) de vison orchitique on a identifié un marquage dans

des cellules localisées dans les espaces interstitiels.
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Figure Ï Localisation par immunoperoxydase des macrophages dans le testicule et

l’épididyme de visons normaux et orchitiques.

Afin de déterminer la présence et la localisation des macrophages, nous avons

incubé des coupes de testicule (a, b, e) et d’épididyme (d, e) des visons normaux (u, cl) et

orchitiques (b, e, e) prélevées au cours des mois de février et de mars avec l’anticorps

anti-macrophages tNCL-Macro). Le contrôle négatif, incubé en absence d’anticorps

anti-macrophages apparaît en u’. Les flèches noires montrent des cellules marquées dans

le tissu interstitiel du testicule et de l’épididyme. Par contre, les flèches vides montrent

la présence de cellules qui ne sont pas marquées dans le tissu interstitiel du testicule (b,

c) et de l’épididyme (e). Les têtes de flèches montrent la présence des macrophages à

l’intérieur des tubules séminifères (c).

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifêre; * - lumière

épididyrnaire. Magnification: a, a’, b. d, e — X 630. c - X 400.
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Figure 2 Localisation par immunoperoxydase des cellules HLA de classe II dans

les testicules et les épididymes de visons normaux et orchitiques.

Afin de déterminer la présence et la localisation des cellules HLA de classe II,

nous avons incubé des coupes de testicules et d’épididymes de vison du mois de février

et de mars. fertiles (u, d) et orchitiques (b, c, e,J) avec Fanticorps anti-HLA (DR, DP.

DQ). Les flèches noires montrent la présence des cellules marquées dans les espaces

interstitiels du testicule de vison sain et orchitique (u, b, ç) et dans un tubule séminifère

d’un vison orchitique (b - tête de flèche). Dans la microphotographie b, les flèches vides

montrent une infiltration massive de cellules HLA+ sous-capsulaire d’un testicule. Au

niveau de l’épididyme (e,) on a mis en évidence des cellules marquées dans l’espace

interstitiel (flèches noires) mais aussi des cellules qui se trouvent dans l’épithélium

épididymaire (f- tête de flèche).

EE- épithélium épididymaire; ET— épithélium tubulaire ; TI- tissu interstitiel; TR- tubuli

recti; TS —tubule séminifère; lu- lumière du tubule séminifère; * - lumière

épididymaire. Magnification : a, d - X 400 ; b, e, e, f— X 630.
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Figure 3 Localisation par double marquage, en immunofluorescence des cellules

HLA de classe II et FasL dans les testicules de vison normaux et

orchitiques.

Afin de mieux déterminer la présence et la localisation des cellules qui expriment

HLA de classe II et du FasL, nous avons utilisé l’immunofluorescence. Les coupes de

testicules de vison sain (u— HLA, u’— FasL) et orchitique (b, b’, e, e’,) furent incubées

avec l’anticorps anti-HLA (—DR, DP, DQ) et l’anticorps anti-FasL. Dans les

microphotographies a et u’ les flèches blanches montrent dans le tissu interstitiel des

cellules positives pour l’HLA. mais négatives pour le FasL. Dans les images b, b’ les

flèches vides indiquent la présence dans le testicule de vison infertile, de cellcties

marquées au 1’HLA et au FasL dans le tubule séminifère (‘b’). Dans la région sous

capsulaire. les flèches blanches indiquent des cellules HLA positives (b) et FasL

négatives (b’.) Dans le tissu interstitiel (c, c’) on observe une augmentation du signal

pour l’anticorps anti-HLA, alors que les têtes des flèches montrent le marquage au FasL.

II- tissu interstitiel; TS —tubule sérninifère; lu- lumière du tubule séminifère;

Magnification t X 630.
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Figure 4 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, des cellules

qui expriment le HLA de classe II et le FasL dans les épididymes de

visons normaux et orchitiques.

Pour déterminer la localisation des cellules HLA de classe II positives et/ou FasL

dans l’épididyme, nous avons incubé des coupes d’épididyme de vison fertile (Va, a’) et

de vison orchitique (b, b’, c, c l’anticorps avec anti-HLA (DR, DP, DQ) et l’anticorps

anti-fasL Les flèches blanches montrent la présence des ceiltiles marquées pour HLA

(ti, b) et qui ne sont pas marquées FasL (ii’, b’) dans l’espace interstitiel des épididymes

de visons normaux et orchitiques. Dans l’épithélium épididymaire des visons orchitiques

on retrouve de cellules positives pour HLA (b - flèche vide) et négatives pour FasL (b’

flèche vide).

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; * - lumière épididymaire.

Magnification : X 630
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Figure 4
fILA FasL
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Figure 5 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, des

macrophages et de cellules qui expriment le FasL dans le testicule et l’épididyme

de visons normal et orchitique.

Afin de déterminer si les macrophages testiculaires étaient Fas-L positifs, nous

avons incubé des coupes de testicule et de l’épididyme, de visons sains (‘ii, u’, c, c et

orchitiques (‘b, b’, d, d’) avec l’anticorps monoclonal anti-CD163 et l’anticorps

polyclonal anti-FasL. Les flèches blanches identifient la présence des cellules CD 163

positives, donc des macrophages, dans l’espace interstitiel du testicule de vison fertile

(a, et infertile (‘b,). Ces cellules sont faiblement marquées au FasL (ci’, b’,). Dans

l’épididyme de vison sain et infertile, nous avons mis en évidence quelques

macrophages CD163 positifs au niveau du tissu interstitiel (‘c, d), mais qui ne sont pas

marqués au FasL (‘e’, d9.

EE- épithélium épididymaire; II- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; lu- lumière du

tubule séminifère. Magnification X 630
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Figure 5
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Figure 6 Localisation par immunoperoxydase de cellules CD4 positives dans les

testicules et les épididymes de visons normaux et orchitiques.

Afin de déterminer la présence et la localisation des cellules CD4+, nous avons

incubé avec l’anticorps anti-CD4+ des coupes de testicules de vison sain (ci) et

orchitique du mois de mars (b, c ) et des épididymes de visons normaux (d) et

orchitiques (e). Le testicule normal ne présent pas des cellules marquées avec

l’anticorps anti-CD4 (ci,). Des ceflctles marqctées se retroivent dans l’espace interstitiel

(b, c -flèches noires) et dans un tubule séminifère d’un testicule de vison orchitique (b -

tête de flèche). Dans l’épididyme normal (d) on a mis en évidence des cellules marquées

dans l’espace interstitiel (flèches noires). Dans l’épididyme de vison orchitique nous

avons mis en évidence une augmentation de cellules CD4+ dans l’espace interstitiel par

rapport au tissu sain.

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; lu- lumière du

tubule séminifère; * - lumière épididymaire. Magnification : a. d - X 400 ; b, c, e — X

r-’
o.,
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figure 7 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, des cellules

qui expriment le CD4 et/ou le FasL dans les testicules des visons

normaux et orchitiques.

Afin de déterminer si les cellules CD4+ étaient ou non FasL+, nous avons utilisé

1’ immunofluorescence, en uti lisant J’ anticorps anti-CD4+ et l’anticorps anti-FasL, sur

des coupes de testicules de visons fertiles (Va, a’,) et orchitiques (b, b’, c, c9. Dans les

microphotographies a et a’ les flèches vides montrent dans le tissu interstitiel des

cellules negatives pour CD4 mais positives pour FasL. Dans les images b, b’. on montre

l’existence dans le tissu interstitiel du testicule de vison infertile, des cellules CD4

marquées (flèches blanches), alors que les flèches vides indiquent la présence d’un

marquage FasL positif sur d’autres cellules. Dans les tubules séminifères de vison

orchitique présentant tine dégénérescence plus avancée (c, c’,) on a mis en évidence des

cellules CD4+ qui sont fas-L négatives à l’intérieur des tubules (flèches vides) et dans le

tissus interstitiel (flèches blanches).

TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; Magnification : X 630.
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Figure 8 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, des cellules

CD4+ et F asL dans l’épididyme de visons normaux et orchitiques.

Pour déterminer si les cellules CD4+ étaient aussi FasL+, nous avons incubé des

coupes de l’épididyme de visons fertiles (u, u’,) et orchitiques (b, b’, e, c’) avec

l’anticorps anti-CD4+ et l’anticorps anti-FasL. Dans le tissu interstitiel normal (u, u’),

nous avons observé des cellules CD4 positives (a, flèche blanche) qui étaient FasL

négatives (u’- flèche blanche) et des cellules fasL positives ta’- flèche vide) qui étaient

CD4 négatives (u - flèche vide). Les têtes des flèches (u, u’) indiquent dans l’épithélium

épididymaire normal, de cellules CD4 negatives (u), mais fasL positives (u’). Dans

l’épithélium épididymaire de vison orchitique nous avons identifié des cellules CD4

positives (b - têtes des flèches) qui étaient FasL négatives (b’- têtes de flèches). Dans le

tissu interstitiel de l’épididyme de vison orchitique, nous avons aussi mis en évidence

des cellules CD4+ (e- flèches blanches) qui étaient fasL negatives (e’- flèches

blanches).

EE- épithélium épididyrnaire; II- tissu interstitiel; lu- lumière du tubule séminifère; * -

lumière épididymaire. Magnification : X 630
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Figure 9 Localisation par immunoperoxydase des cellules CD$ +, dans le testicule

de vison normal et orchitiqtie.

Dans le but d’identifier et de localiser les cellules CD8+ dans le testicule. nous

avons incubé des coupes de testicule de visons fertiles (‘ct) et orchitiques (b, ç) avec

l’anticorps anti-CD$+. Les flèches noires montrent la présence des cellules marquées

dans l’espace interstitiel du testicule de vison orchitique (b, e, d. Dans les tubules

séminifères de vison orchitique on retrouve aussi de cellules CD8+ (e- tête de flèche).

II- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère. Magnification X 630
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Figure 10 Localisation par immunoperoxydase des cellules CD$+ dans l’épididyme

de visons normaux et orchitiques.

Pour identifier et localiser les cellules CD$+, nous avons incubé des coupes de

l’épididymes de visons fertiles (a), et orchitiques (b, c, d) avec l’anticorps anti-CD$+.

Les flèches noires montrent les cellules CD$+ dans le tissu interstitiel des épididymes de

visons normaux (‘a’ et orchitiques (b, e, d) alors que les flèches vides indiquent des

cellules CD$+ localisées à la base de l’épithélium.

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; * - lumière épididymaire.

Magnification X 630
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figure 11 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, de cellules

CD8+ et FasL dans les testicules de visons normaux et orchitiques.

Afin de caractériser si les cellules CD$+ étaient aussi FasL positives, nous avons

utilisé l’irnrnunofluorescence. Nous avons incubé des coupes de testicules de visons

fertiles (a, a,) et orchitiques (b, b’, c, c’) avec l’anticorps anti-CD$+ et l’anticorps anti

FasL. Les flèches blanches montrent des cellules CD$+ dans le tissu interstitiel du

testicule de vison sain (a, a) et orchitique (c, c’), et les flèches vides identifient le

marquage de FasL. Dans les illustrations b, b’ on identifie la présence des cellules CD$±

à l’intérieur d’un tubule sérninifère (flèche).

TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; Magnification X 630
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Figure 12 Localisation par double marquage, en immunofluorescence, des CD8+ et

Fasi dans les épididymes de visons normaux et orchitiques.

Pour déterminer si les cellules CD$+ étaient aussi FasL+, nous avons incubé des

coupes d’épididymes de visons fertiles (‘a, a’, et orchitiques (b, b’, c, c’) avec l’anticorps

anti-CD$+ et l’anticorps anti-FasL. Les flèches blanches montrent des cellules CD$+

dans le tissu interstitiel de l’épididyme (‘ii, a’, c, c,), et les flèches vides identifient le

marquage de FasL. Les têtes de flèches montrent les cellules CD$± qui se situent dans

l’épithélium épididyrnaire.

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; * - lumière épididymaire.

Magnification t X 630
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Figure 13 Caractérisation du sérum d’animaux sains et orchitiques par

immunoperoxydase

Nous avons incubé des coupes de testicules et des épididymes sains avec le

sérum d’animaux sains (‘ii, ç) et orchitiques (‘b, d). L incubation des tissus normaux (‘a, ç)

avec le sérum normal a montré une faible immunoréaction autour des membranes

basales des vaisseaux sanguins et lymphatiques ta, tête de flèche) et des tubuÏes

séminifères (ii, flèche noire) et dans le tissu interstitiel de l’épididyme (c, flèche noire).

Dans le testicule, une réaction plus forte est observée avec le sérum de vison orchitique,

dans les vaisseaux sanguins (l’intima et l’adventices, b- tête de flèche), dans les

membranes hmitantes de tubules séminifères (b, flèches noires) et dans les tubules

séminifères où la réaction est localisée en dépôt autour des cellules germinales (b,

flèches vides). Dans l’épididyme, lutiÏisation du sérum de vison orchitique (cl) montre

une forte réaction dans le tissu interstitiel, autour des membranes lirnitantes du tubule

épididymaire (d, flèches noires) et dans le tissu conjonctif de l’espace interstitiel (d,

têtes des flèches). Les spermatozoïdes qui se trouvent dans la lumière de l’épididyme

sont marqués.

EE- épithélium épididymaire TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; lu- lumière du

tubule séminifère; * - lumière épididymaire. Magnification X 630
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Figure 14 Caractérisation de la présence d’IgG dans les sérums des visons normaux et

orchitiques par Western blot

ii — Western blot obtenu après l’incubation du sérum de vison sain (ligne A) et orchitique

(ligne B) avec l’anticorps anti-IgG. Nous avons identifié 5 bandes immuno-réactives dans

les lignes A et B.

b — quantification avec le programme Scion Image des bandes obtenues en u ; les bandes de

25- et 36 kDa sont significativement plus accentuéés (P<0.01) dans le sérum de vison

orchitique (la ligne B) (n3).

c, d — Immunoblot représentatif des protéines de fractions enrichies de tubules séminifères

(TS). en tissu interstitiel (TI), la rate (ç) et l’épididyme (fi) normaux. Les membranes ont

été incubées avec dti sérum de vison sain (A) et orchitique (B) et ensuite avec l’anticorps

anti-IgG spécifique de vison. L.e profil des bandes était similaire après l’incubation avec le

sénun de vison sain et infertile, mais la réactivité semble plus forte dans tous les tissus

exaininés après l’incubation avec le sérum de vison orchitique (les lignes B).
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Figure 14’ Localisation par immunoperoxydase des dépôts d’IgG, dans les testicules

et des épididymes de visons normaux et orchitiques.

Afin de localiser les dépôts d’IgG dans les animaux sains et orchitiques nous avons

incubé l’anticorps spécifique anti-IgG de vison sur des coupes de testicules et des

épididymes de visons sains (a, d) et orchitiques (‘b, c, e,fl. Les résultats montrent sur les

coupes de testicules et d’épididymes normaux, une réaction autour de membranes

basales des tubules séminifères (flèche, a), et des tubules épididyrnaires (flèche, d. Sur

des coupes des tissus des visons orchitiques, on a mis en évidence des dépôts dans les

membranes lirnitantes des tubules séminifères (flèche, photo b). dans le tissu interstitiel

(tête de flèche, photo b), et des dépôts d’IgG (flèches vides, c, e,J).

Dans l’illustration e, on remarque une cellule qui contient des dépôts dans la lumière du

“tubuli recti” (tête de flèche vide), et une autre cellule similaire dans un tubule

sérninifère (tête de flèche).

EE- épithélium épididyrnaire; TI- tissu interstitiel; TR- tubuli recti; TS —tubule

sérninifêre; lu- lumière du tubule séminifère; * - lumière épididymaire. Magnification

X 630
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Figure 15 Caractérisation de la présence d’IgM dans les sérums de visons sains et

orchitiques par Western blot

a — Western blot obtenu après l’incubation du sérum de vison sain (ligne A) et orchitique

(ligne B) avec l’anticorps anti-IgM. Nous avons identifié 4 bandes immuno-réactives dans les

4
et

b — quantification des bandes obtenues en a avec le proamme Scion image; toutes les bandes

sont significativement plus intenses (P<O.O1) dans le sérum de vison orchitique (la ligne B)

(n3).

e, d — Western blot des protéines de fractions enrichies de tubules séminifères (TS), en tissu

interstitiel (Ti), la rate fr) et l’épididyme Les membranes ont été incubées avec du sérum

de vison saln (A) et orchitique (B) et ensuite avec l’anticorps anti-IgM. Les flèches noires

indiquent iCS bandes qui apparaissent seulement dans iCS TS et TI incubés avec iC sérum de

vison orchitique. Dans l’épididyme (d), le profil des bandes est similaire avec iC sérum sain

rr\
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figure 15’ Localisation par immunoperoxydase des dépôts d’IgM, dans des

testicules et d’épididymes de visons normaux et orchitiques.

Pour identifier les dépôts d’IgM dans les animaux sains et orchitiques nous avons

incubé des coupes de testicules et des épididymes de visons sains (à, c) et orchitiques (b,

d) avec l’anticorps anti-Igv1 humain. Sur les coupes de tissu sain on a mis en évidence

une réaction faible autour de l’intima et de l’adventice des vaisseaux sanguins, dans le

tissu interstitiel du testicule et de l’épididyme (a, c, flèches noires). Par contre, dans les

tissus des visons orchitiques il y avait une forte réaction dans toutes iCS membranes

l- .1.. - i 1. .* _1._ t, ‘ - L2_l_. ..1.. ...ua5ai tuuut s1I1I111rt1w uw5 capitiaires sanguins , uc uu LCc1cuiw.

Dans l’epididyme de vison orchitique on a identifie des depots d’IgM dans des cellules
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Figure 16 Caractérisation de la présence d’IgD dans les sérums normaux et

orchitiques par Western blot

a — Western blot obtenu après l’incubation du sérum de vison sain (ligne A) et orchitique

(ligne B) avec l’anticorps anti-IgD; nous avons identifié une seule bande immuno-réactive

dans les lignes A et B.

b — quantification avec le programme Scion Image des bandes obtenues en u ; la bande était

significativement plus intense (P<O.O1) dans le sérum de vison orchitique (la ligne B) (n=3).

c, d — Western blot de fractions enrichies de tubules séminifères, en tissu interstitiel, la rate

(‘ç) et l’épididyme (d). Les membranes ont été incubées avec du sérum de vison sain (A) et

orchitique (B) et ensuite avec l’anticorps anti-IgD. Il n’y avait pas des différences évidentes

entre les polypeptides visualisés après incubation avec le sérum de vison sain (A) ou infertile

(B).
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Figure 16’ Localisation par immunoperoxydase des dépôts digD dans des testicules

et d’épididymes de visons normaux et orchitiques.

Afin d’identifier les dépôts d’IgD dans les animaux sains et orchitiques nous avons

incubé des coupes de testictiles et d’épididymes d’animaux sains (u, ç) et orchitiques (b,

d) avec l’anticorps anti-JgD humain. Sur les coupes de tissus sains on n’a pas mis en

évidence un marquage pour l’IgD. Dans le testicule de vison infertile, dans l’espace

interstitiel on a identifié quelques cellules présentant des dépôts intracellulaires d’IgD

(flèche, b).

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; TS —tubule sérninifère; lu- lumière du

tubule séminifère; * - lumière épididymaire. Magnification X 630
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Figure 17 Caractérisation de la présence d’IgE dans les sérums des visons

sains et orchitiques pal- Western blot

a — Western blot obtenu après l’incubation du sérum de vison sain (ligne A) et orchitique

(ligne B) avec l’anticorps anti-IgE.

b — quantification des bandes obtenues en a avec le programme Scion Image; flOUS

n’avons pas identifié des différences significatives entre les sérums de vison sain (ligne

A) et orchitique (ligne B) (P>00l) (n=3).

c, d — Western blot des protéines de fractions enrichies de tubules sérninifères (TS), en

tissu interstitiel (II). la rate (c) et l’épididyme (d,). Les membranes ont été incubées avec

du sérum de vison sain (A) et orchitique (B) et ensuite avec l’anticorps anti-IgE. Les

bandes observées sont similaires après le traitement avec le sérum de vison sain (A) et

infertile (B).
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Figure 17’ Localisation par immunoperoxydase des dépôts d’IgE dans des testicules et

d’épididymes de visons normaux et orchitiques.

Pour mettre en évidence les dépôts d’IgE dans les animaux sains et orchitiques nous

avons incubé des coupes de testicules et des épididymes de visons sains (‘u, c,) et

orchitiques (h, il) avec l’anticorps anti-IgE humain. Sur les coupes de tissus sains, il n’y

avait pas de marquage pour l’IgE. Par contre, sur les coupes de tissu de vison orchitique

on a identifié des cellules marquées aussi bien dans le tubule séminifère (flèche, b) que

dans le tissu interstitiel (tête de flèche, b). Dans l’épididyme de vison orchitique il y avait

des dépôts dans des cellules localisées dans le tissu interstitiel épididymaire (tête de flèche

vide, e), mais aussi dans des cellules qui envahissent l’épithélium épididymaire (flèche

vide. cl, e).

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; TR- tubuli recti; IS —tubule

séminifère; lu— lumière du tubule séminifère: * - lumière épididyrnaire Magnification

X 630
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Figure 1$ Caractérisation de la présence d’IgA dans les sérums des visons

sains et orchitiques par Western blot

a — Western blot obtenu après l’incubation du sérum de vison sain (ligne A) et orchitique

(ligne B) avec l’anticorps anti-IgA ; nous avons identifié 5 bandes immuno-réactives dans

les lignes A et B.

b — quantification des bandes obtenues en ct avec le programme Scion Image; la bande de

$2 kDa est significativement plus intense (P<O.O1) dans le sérum de vison orchitique (la

ligne B) (n=3).

e, d — Western blot des protéines de fractions enrichies de tubules séminifères (TS), en

tissu interstitiel (TI), la rate (c) et l’épididyme (d). Les membranes ont été incubées avec

du sérum de vison sain (A) et orchitique (B) et ensuite avec l’anticorps anti-IgA. Le profil

des bandes dans tous les tissus étudiés est similaire après l’incubation avec le sérum sain

(A) et infertile (B).
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Figure 1$’ Localisation par immunoperoxydase des dépôts d’IgA dans des testicules

et d’épididymes de visons normaux et orchitiques.

Afin de mettre en évidence les dépôts d’IgA dans les testicules et les épididymes

d’animaux sains et orchitiques nous avons incubé l’anticorps anti-IgA humain avec des

coupes de tissu sains (u, ç) et orchitiques fb, cl,). Sur les coupes de testicule et de

l’épididyme sains il n’y avait pas de marquage pour l’IgA (u, c). Par contre, sur des

coupes des tissus orchitiqes (testicule et épididyme) on a identifié un marquage dans des

cellules qui se trouvent localisées dans l’espace interstitiel (flèche, b, d).

EE- épithélium épididymaire; TI- tissu interstitiel; TS —tubule séminifère; lu- lumière du

tubule séminifère; * - lumière épididymaire. Magnification t X 630
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4. DISCUSSION

4.1. Caractérisation de la réponse immunitaire cellulaire chez le vison adulte

orchitique

Un de nos objectifs était d’identifier les cellules leucocytaires du testicule de

vison orchitique. Pour identifier et caractériser les cellules infiltrantes qui accompagnent

1’OAI spontanée chez le vison adulte, nous avons utilisé des anticorps pour déterminer la

présence de certaines cellules du système immunitaire anti-NCL-Macro et anti-CD 163

(pour les macrophages), anti-CD4, anti-CD 8, anti-HLA, anti-FasL en

immunohistochimie et en immunofluorescence.

4. 1. 1 Les macrophctges

La population de cellules leucocytaires du tissu interstitiel testiculaire normal

comprend en grande majorité des macrophages, mais aussi un nombre significatif de

lymphocytes et quelques mastocytes (Hedger, 1997). Les macrophages ont un rôle

central dans l’immunité naturelle via leur activité phagocytaire, cytotoxique et leur

capacité de présenter l’antigène. Ils communiquent avec d’autres cellules et

interviennent dans le remodelage tissulaire via la sécrétion de protéases et d’inhibiteurs

de protéases (Hedger, 1997). Dans notre étude sur les testicules sains, nous avons

identifié dans les espaces interstitiels des macrophages en utilisant l’anticorps anti-NCL

Macro, par la technique d’immunoperoxydase. De plus, en immunofluorescence et en

utilisant l’anticorps anti-CD163 qui marque la protéine CD163 exprimée par les

macrophages, nous avons montré pour la première fois que les macrophages interstitiels
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du testicule et de l’épididyme de vison expriment aussi le marqueur CD 163. L’antigène

CD163 est un récepteur exprimé exclusivement sur les monocytes et les macrophages.

Le CD 163 est une glycoprotéine qui appartient à la superfamille des « scavenger

receptetir cystein-rich (SRCR)» (Hogger et cou., 1998). L’activation de cette protéine

dans les macrophages systémiques, chez l’humain, est suivie d’abord par la stimulation

d’une cascade de signalisation intracellulaire et ensuite par la sécrétion des cytokines

(IL-Ï. GM-CSF et IL-6) (Van den Heuvel et coli., 1999). Les observations de Van den

Heuvel identifient les macrophages matures comme une source potentielle de cytokines

pro-inflammatoires suite à leur activation par un ligand endogène de CD 163.

À Fintérieur des tubules séminifères de visons sains nos expériences n’ont pas mis

en évidence la présence de macrophage, ce qui est en concordance avec d’autres études

qui démontrent que les macrophages représentent une proportion importante des cellules

interstitielles du testicule sain (20-25%) (Niemi et coll., 1986), mais ils n’ont pas été

rapportés à l’intérieur des tubules séminifères chez le rat normal (Miller et coll., 1984;

Niemi et coIl., 1986; Hutson, 1990).

Dans les testicules de visons orchitiques étudiés, nous avons identifié des

macrophages dans les espaces interstitiels et aussi des macrophages qui envahissent les

tubules séminifères complètement détruits. Frungiri et coll. (2002) ont signalé la

présence de macrophages dans la membrane lirnitante et dans la lumière des tubules

séminifères chez l’humain infertile. Chez les rats soumis une orchite auto-immune

expérimentale, Suescun et coll. (2003) et Theas et coll. (2003), ont rapporté une

augmentation des sous-classes de macrophages (EDI+/ED2-; ED1-/ED2+) dans le

testicule. Ce phénomène était causé par une augmentation des macrophages de la
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circulation arrivés récemment dans le testicule (EDÏ+/ED2-) et des macrophages

résidents (ED2+/ED I -).

Dans l’épididyme des visons sains et fertiles, nous avons trouvé quelques

macrophages dans le tissu interstitiel. Par contre, au niveau du tissu interstitiel

épididymaire de vison orchitique, nous avons identifié un marquage beaucoup plus

important pour les macrophages. En utilisant un anticorps anti-macrophage OX-42.

Flickinger et coli. (1997) ont détecté un nombre plus élevé de cellules 0X42 positives

dans les tissus interstitiels des épididymes du rat sain que dans l’épithélium

épididymaire. Ce nombre très réduit de macrophages au niveau de l’épithélium

épididvmaire d’un animal normal limiterait la possibilité de capter et de présenter les

antigènes aux cellules effectrices du système immunitaire (Robinson et coll., 1986).

Une augmentation de macrophages dans les testicules et les épididymes de

visons orchitiques suggère une réaction inflammatoire. L’inflammation in vivo induit

l’arrivée de nouveaux monocytes et de macrophages dans le testicule (O’Bryan et coil..

2000; Gerdprasert et coll., 2002) avec une très forte activité pro-inflammatoire. Entre les

macrophages et les cellules de Leydig, il existe une très proche association. Dans les

conditions normales, les macrophages sont responsables de la production de facteurs

essentiels de croissance et de différentiation des cellules de Leydig (Hales, 1999). Suite

à une stirriulation immunitaire, les macrophages sont activés et produisent des cytokines

pro-inflammatoires (TL-1Œ, TNF-Œ) qui inhibent la stéroïdogenèse des cellules de Leydig

(Hales, 2002) ce qui se traduit par une diminution de testostérone chez les animaux

orchitiques (Pelletier et cou.. 2000).

Les macrophages testiculaires expriment les molécules du CMH de classe II à

leur surface (Pôllnen et Niemi, 1987; Tung et coIl.. 1987; Wang et coli., 1994). Chez
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toutes les espèces étudiées jusqu’à présent, l’expression du CMH II n’est pas détectable

dans les tubules séminifères normaux, alors qu’elle l’est dans le tissu interstitiel. Nous

avons aussi observé la présence de cellules exprimant le HLA de classe II seulement

dans le tissu interstitiel. L’expression des molécules du CMH de classe I (Fiszer et

Kurpisz, 1998) et II (PôHnen et Niemi. 1987: Tung et cou., 1987: Pllnen et

Maddocks, 1988; Wang et cou., 1994) a été rapportée dans le testicule normal.

4. 1.2 Le complexe majeur d ‘histo-compatibilité (CMII)

Nos résultats montrent l’absence de l’expression du CMH de classe II dans des

cellules des tubules séminifères des visons sains. Par contre, dans le tissu interstitiel de

ces mêmes testicules, nous avons mis en évidence un marquage qui démontre la

présence de molécules du CMH de classe II. Dans les testicules de visons orchitiques,

nous avons identifié des molécules du CMH de classe II dans les tissus interstitiels sous

capsulaires et intertubulaires et dans les tubules séminifères complètement détruits. Dans

le testicule de vison orchitique, en utilisant la technique de double marquage nous avons

identifié sous la capsule, des cellules HLA 11+ / FasL-. Nous avons observés dans les

tubules sérninifêres des cellules HLA 11+ / FasL+ et dans le tissu interstitiel des cellules

HLA 11+ / FasL- et aussi des cellules HLA II- / FasL+. Le système Fas-FasL est un

mécanisme par lequel les cellules qui expriment le FasL induisent l’apoptose des

cellules qui expriment le Fas. Des études sur le testicule adulte (Xu et cou., 1999;

Woolveridge et colI., 1999: Francavilla et coll., 2000) ont démontré que les cellules

germinales expriment le Fas. La présence d’un marquage HLA 11+ dans les tubules

séminifères de vison orchitique suggère une infiltration des cellules sanguines. La

colocalisation de HLA et FasL dans ces cellules suggère une possible implication de la



1—,
T-,

voie Fas/FasL dans l’apoptose des cellules germinales, stiivie de la destruction de

l’épithélium séminifère. Cette hypothèse est soutenue par les résultats de Theas et cou.

(2003) qui ont démontré, chez le rat ayant une QAL une augmentation significative des

cellules germinales Fas+. Cette augmentation était corrélée avec la croissance du

nombre des cellules germinales apoptotiques. P1lnen et Niemi (1987) ont signalé un

nombre élevé de cellules T qui expriment des molécules du CMH de classe II dans la

région sous-capsulaire du testicule humain sain. La prédisposition à produire une

réponse auto-immune dans la région sous-capsulaire du testicule de la souris est en

concordance avec cette observation (Tung et coil., 1987). Setchell et coll. (1990) ont

suggéré que l’endothélium micro-vasculaire de la capsule testiculaire attirerait les

lymphocytes plus efficacement que le feraient les vaisseaux sanguins du tissu interstitiel.

Ceci semble être important parce que dans l’orchite auto-immune induite, les lésions

tissulaires débuteraient dans la région sous-capsulaire (Tung et coll., 1987). Une

possibilité pour l’apparition de l’orchite auto-immune serait l’expression anormale du

HLA-DR. Cette molécule qui se trouve sur une panoplie de cellules immunes est

impliquée dans la présentation de l’antigène. HLA-DR est exprimée à la surface des

cellules épithéliales du tractus reproductif masculin (Pudney et Anderson, 1993) et son

expression aberrante pourrait conduire à une activation des cellules T et ensuite à une

orchite auto-immune.

Nous n’avons pas identifié de molécules du CMH de classe II dans l’épididyme

du vison sain, mais elles sont présentes dans le tissu interstitiel et aussi dans l’épithélium

épididymaire de visons orchitiques. La présence de molécules du CMH de classe II dans

l’épididyme de vison orchitique suggère leur implication possible dans l’activation de
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lymphocytes T résidents, qui pourraient participer à la génération des lésions auto

immtmes de l’orchite.

4.1.3 Le système fas-FcisL

Le système Fas-fasL est une importante voie d’apoptose dans une grande variété

de tissus humains (Lee et coil., 1999). Dans les lymphocytes T CD4+, l’apoptose —

AICD (activation induced ceil death)- est préférentiellement induite par l’interaction du

récepteur Fas avec son ligand (FasL) (Lenardo. 1996). Au contraire, dans les

lymphocyte T CD$+ [a voie dominante serait récepteur TNFŒ/INFŒ (Lenardo, 1996).

Suda et coU. (1995) suggèrent que le fasL serait exprimé par les cellules T CD4+ et

CD8+. mais pas par les cellules B.

Dans le testicule adulte, la localisation précise du FasL est controversée. Des

études ont rapportées l’expression du FasL sur des cellules de Sertoli (Xu et cou., 1999),

ou sur des cellules germinales (D’Alessio et coll., 2001) ou encore sur les deux types

cellulaires (Woolveridge et coll.. 1999). Ainsi la localisation et le rôle du système

Fas/FasL dans le testicule sont controversés.

Nos éttides d’immunofluorescence démontrent une augmentation dti nombre de

cellules qui expriment FasL dans les testicules et épididymes de visons orchitiques. Ces

résultats suggèrent que les altérations structurales dans Forchite auto-immune au niveau

du testicule et de l’épididyme seraient induites en partie par l’apoptose via le système

Fas/FasL. Nos observations sont en accord avec les résultats rapportés par Theas et coli.,

(2003) qui montrent que la mort des cellules germinales chez les rats orchitiques se

produit par un mécanisme apoptotique qui impliquerait le système Fas/fasL. D’AÏessio

et coll. (2001) ont montré que la transcription du FasL a lieu dans toutes les cellules

germinales, mais la protéine se trouve seulement au stade des spermatozoïdes matures,
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ce qui suggérerait que l’observation d’une expression du FasL par les cellules de Sertoli

serait erroné. Riccioli et coil. (2003) proposent que pour les spermatozoïdes de souris, le

FasL pourrait représenter un mécanisme d’autodéfense contre les lymphocytes présents

dans le tractus génital féminin.

1.1.1 Les lymphocytes T CD1+ et CD8+

Dans la population des leucocytes étudiés chez le vison, nous avons immuno

localisé des cellules CD4+ et CD8+ dans le testicule et l’épididyme. Dans le testicule de

vison sain, nous n’avons pas détecté la présence des cellules CD4+, et par

l’irnmunoftuorescence nous avons identifié de rares cellules CD8+ dans l’espace

interstitiel testiculaire. Dans les testicules et les épididymes de visons sains et

orchitiques, en double marquage en immunofluorescence, nous n’avons pas identifié des

cellules CD4+/FasL+. Dans l’épididyme de vison orchitique, nous avons observé de

cellules CD8+/fasL+. Les cellules CD8 + qui expriment le FasL peuvent induire

l’apoptose dans les cellules cibles qui expriment le Fas (Kagi et coll., 1994) La

colocalisation CD8/FasL suggère l’implication des lymphocytes CD8+ dans les lésions

observées dans l’épididyme de visons orchitiques. Le mécanisme Fas/FasL était décrit

aussi dans d’autres maladies auto-immunes comme la thyroïdite auto-immune (Giordano

et cou., 1997), l’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Sabelko-Downes et

coil., 1999), l’uvéite auto-immune expérimentale (Wahlsten et coli., 2000), le diabète

(Su et coll., 2000) et l’arthrite (Zhang et coll., 1997).

Par contre, en utilisant les mêmes techniques nous avons visualisé, chez les

visons orchitiques, des cellules CD4+ et CD8+ dans les espaces interstitiels et à

l’intérieur des tubules séminifères détruits. L’augmentation du nombre de cellules CD4+
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et CD8+ suggère que ces cellules seraient impliquées dans la pathogenèse des lésions

testictilaires par intermédiaire de leur activité cytolytique. Ces résultats sont en

concordance avec les données de l’équipe de Yakirevich et cou. (2002) qui montrent,

par immunohistochimie. l’absence de lymphocytes CD3 et de marqueurs cytotoxiques

dans Fépithéhum séminifère humain normal.

Les cellules CD4+ sont les cellules immunes essentielles pour le transfert d’une

orchite auto—immune chez la souris (Mahi-Brown et Tung, 1989). Qctand les cellules

CD4+ sont éliminées d’un transfert, l’apparition d’une orchite auto-immune

expérimentale est inhibée.

Dans le testicule normal, il y a un nombre très réduit de lymphocytes. Chez les

rats normaux, les cellules T testiculaires prédominantes sont de type CD8+ (Hedger.

1997). PôHnen et Niemi (1987) ont trouvé les deux types lymphocytaires CD4+ et

CD8+ dans le testicule normal humain (I’albuginée et le tissu interstitiel), mais El—

Demiry et cou. (1987) n’ont pas mis en évidence des cellules T intra-testiculaires en

conditions normales chez l’homme. Cette équipe a signalé une augmentation des cellules

T, CD4+ et CD$+ dans les testicules des hommes infertiles. Suite à un processus

inflammatoire on trouve une accumulation de lymphocytes, de neutrophiles et de

monocytes systémiques dans les testicules de souris (Fujii et coll., 1991). Chez les souris

ayant une orchite auto-immune induite et en phase initiale de la maladie, il y a une

infiltration massive de neutrophiles dans les tubules séminifères et dans le tissu

interstitiel du testicule accompagnée par une destruction de l’architecture des tubules

séminifères et une hypo-spermatogenèse (fujii et coll., 1991). Dans les phases tardives

de la maladie, les neutrophiles infiltrants cèdént la place aux cellules mononucléaires

(lymphocytes, macrophages) et la structure des tubules séminifères semble
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complètement détruite (Hedger, 1997). Cette modification est suivie d’une fibrose du

testicule et d’une aspermatogenèse (Fujii et cou., 1991). La production de cytokines

inflammatoires par ces cellules (les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes

circulants qui envahissent le testicule) stimule les lymphocytes résidents du testicule et

cette activation serait responsable du déclenchement de l’orchite auto-immune ou d’une

production d’anticorps (Hedger, 1997). Chez les rats avec une orchite auto-immune

induit, Lustig et coll. (1993) ont signalé une augmentation du nombre des lymphocytes

CD4+ et CD8+ dans les infiltrats testiculaires interstitiels et les tubules sérninifères ont

souffert une atrophie (Suescun et cou., 1994). Ces auteurs suggèrent aussi que les

cellules CD8+ cytolytiques qui ont pour cible l’épithélium sérninifère seraient

impliquées dans la destruction des tubules sérninifères observée dans l’orchite auto

immune. Les cellules CD 8+ cytolytiques reconnaissent les auto-antigènes membranaires

de classe I du CMH et Lustig et coll. (1993) suggèrent que les cellules CD8+

cytotoxiques seraient le principal sous-type présent chez les rats qui développent une

orchite auto-immune. L’absence des antigènes du CMH de classe i à la surface des

cellules des tubules séminifères a été rapportée par l’équipe d’Anderson (1984), mais

Ben et coll. (1986), en utilisant un modèle murin d’orchite auto-immune, ont montré

l’activation des cellules T cytotoxiques et l’expression des antigènes de CMH de classe I

sur les cellules testiculaires de cette même espèce animale.

Dans les espaces interstitiels de l’épididyme de vison sain, nous avons mis en

évidence quelques cellules CD4+ et CD$+. En revanche l’épididyme de vison orchitique

présentait une accumulation de cellules CD4+ et CD8+. Nous avons remarqué aussi la

présence de cellules CD$+ dans le tissu interstitiel et dans les tubules de l’épididyme.

Dans l’épididyme de rats normaux, Flickinger et coll., (1997) ont rapporté une
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concentration plus élevée de lymphocyte T dans le tissu interstitiel que dans l’épithélium

épididyrnaire. Cette distribution suggère que le tissu interstitiel pourrait servir de

réservoir de cellules qui pourraient être utilisées par l’épithélium au besoin. L’équipe de

Yakii-evich (2002) a obsei-vé que dans les épididymes humains normaux et

cryptorchidiques. le nombre de lymphocytes CD8-- était plus élevé dans Fépithélium

que dans le tissu interstitiel. Nos résultats sont similaires à ceux de Yakirevich (2002)

qui ont montré que la plupart des lymphocytes de l’épithélium épididyrnaire et du tissu

interstitiel de l’épididyme sont de type CD$+. Leur étude suggère que les lymphocytes T

CD8+ (cytotoxiques) activés dans l’épididyme normal pourraient contrôler l’apparition

de lymphocytes et de macrophages réagissant contre le sperme et ainsi contribuer au

maintien de la tolérance aux auto-antigènes.

4.2 Caractérisation de la réponse immunitaire humorale chez le vison adulte

orchitique

Plusieurs études suggèrent l’implication de l’immunité humorale dans l’infertilité

masculine. Dans des biopsies prélevées chez des patients infertiles, des dépôts immuns

ont été localisés dans les tubules séminifères. des cellules germinales et dans les cellules

de Leydig (Lehmann et Emmons, 1989; Salomon et coll., 1982). Dans le sérum des

malades infertiles, des auto-anticorps circulants contre les spermatozoïdes, les cellules

de Sertoli et la membrane basale des tubules séminifères ont été rapportés (Lehrnann et

coll., 1987; Lebrnann et Emmons, 1989; Salomon et coll., 1982; Salomon et Hedinger,

1982)

Chez les souris ayant une orchite expérimentale auto—immune. Itoh et coil.

(1994) ont observé que les auto-anticorps du sérum réagissaient exclusivement avec des
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spermatides à divers stades de développement. Dans des conditions normales, les

spermatides sont isolées du système circulatoire par la barrière hémato-testiculaire. Ainsi

les auto-anticorps circulants pourraient réagir spécifiquement contre les spermatides si la

fonction de la barrière hémato-testiculaire est altérée par une inflammation testiculaire

(Itoh et cou., 1994). L’immunisation avec des cellules de Sertoli et adjuvant de Freund

(Tung et Fritz, 1 987) ou avec un extrait de membrane basale des tubules séminifères

(Lustig et colI., 1982) chez les rats est capable dinduire une orchite auto-immune et

aussi de produire des anticorps anti-cellules de Sertoli et anti-lame basale.

Pour l’étude de la présence d’anticorps dans le sérum des animaux orchitiques

par immunopéroxydase, nous avons incubé des coupes de testicule et épididyme sains

avec le sérum d’animaux adultes sains et orchitiques, suivie d’une incubation avec

l’anti-IgG de vison. Les testicules normaux incubés avec le sérum de visons sains

montraient une réaction faible autour des membranes basales des tubutes séminifères et

des vaisseaux sanguins. Dans les testicules sains incubés avec des sérums d’animaux

orchitiques, nous avons observé une réaction plus forte dans les membranes limitantes

des tuhules séminifères et des vaisseaux sanguins. Aussi dans les tubules séminifères,

nous avons observé un dépôt autour des cellules germinales (spermatogonies et

sperrnatcvtes).

L’épididyme normal incubé avec le sérum d’animal sain et l’anticorps anti-IgG

présente un faible marquage dans le tissu interstitiel. Après l’incubation de l’épididyme

sain avec le sérum d’animaux orchitiques, des dépôts d’IgG sont très évidents dans le

tissu interstitiel autour des membranes limitantes des tubules épididymaires et dans le

tissu conjonctif de Fespace interstitiel. Ces résultats suggèrent la présence dauto

anticorps de type IgG dans le sérum des visons orchitiques.
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Chez les visons orchitiques, nous avons observé par immunopéroxydase des

dépôts d’IgG dans les membranes basales des tubules séminifères, dans les tissus

interstitiels du testicule et aussi des accumulations des complexes immuns dans les

épididymes. Ces observations suggèrent la présence d’auto-antigènes dans ces régions.

Chez les visons orchitiques et en utilisant la même technique, nous avons

identifié des dépôts d’IgM dans les membranes basales des tubules séminifères et des

vaisseaux sanguins testiculaires. Dans l’épididyme de vison orchitique des dépôts d’IgM

se trouvent dans les membranes basales de l’épithélium épididymaire et aussi dans des

cellules localisées dans les espaces intertubulaires. Dans les espaces interstitiels du

testicule de vison orchitique nous avons identifié de rares dépôts intracellulaires d’IgD

qui, dans l’épididyme de vison orchitique, étaient absents. Dans les testicules et les

épididymes normaux, nous n’avons pas trouvé de dépôts d’IgE. Par contre, dans les

testicules de visons orchitiques nous avons identifié des cellules marquées, aussi bien

dans les tubules séminifères que dans le tissu interstitiel. Dans l’épididyme de vison

orchitique, nous avons détecté des dépôts d’IgE dans des cellules localisées dans le tissu

interstitiel épididyrnaire et aussi dans des cellules qui traversent l’épithélium

épididymaire. Dans les testicules et les épididymes normaux, par la technique

d’imrnunoperoxydase, nous n’avons pas localisé de dépôts d’IgA. Au contraire, dans les

testicules et dans les épididymes de visons orchitiques, nous en avons identifié dans des

cellules des espaces interstitiels.

Chez les rats ayant une orchite auto-immune induite. Doncel et colI., (1989) n’ont

pas mis en évidence des dépôts d’IgG à l’intérieur des tubules séminifères. Les mêmes

résultats ont été signalés par Saari et coll. (1996). Furbeth et coll. (1989) ont rapporté que

des dépôts d’IgG et de C3 apparaissaient d’une manière spontanée dans les testicules de
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rats Brown-Norway entre la membrane basale des tubules séminifères et les cellules

myoides. Ces dépôts étaient accompagnés, dans une proportion de 15% des animaux,

d’une infiltration du testicule par des lymphocytes et d’une destruction de l’épithélium

sérninifère suivie d’une aspermatogenèse. Des dépôts d’IgG dans le compartiment basal

des tubules séminifères ont été aussi détectés chez les rats après une immunisation active

(Saari, et coll., 1996). Yule et Tung (1993) ont montré que des clones de cellules T

spécifiques anti-sperme sont capables d’induire l’orchite auto-immune, preuve que le

mécanisme cellulaire seul serait capable de produire l’orchite auto-immune sans

l’implication des anticorps. Les dépôts immuns seuls ne seraient pas capables d’induire

une orchite auto-immune (Yule et cou., 1988).

Chez les souris ayant une orchite expérimentale. Yule et coIl. (1988) ont rapporté

la présence de dépôts d’IgG à la périphérie des tubules sérninifères. Quelques dépôts

présentaient un aspect circulaire et semblaient être localisés autour des cellules

germinales, tandis que des dépôts granulaires sous forme de complexes immuns étaient

intracellulaires (cellules germinales). Dans cette étude, Yule et coll. avaient pour la

première fois démontré l’existence d’auto-antigènes sur les cellules germinales

(spermatocytes pre-leptotênes et spermatogonies) localisés à l’extérieur de la barrière

hémato-testiculaire. Ces auto-antigènes sont ainsi accessibles aux anticorps circulants. La

formation in situ de complexes immuns par les auto-anticorps circulants démontre que les

auto-antigènes testiculaires ne sont pas complètement séquestrés et que la barrière

hémato-testiculaire est une barrière immunologique incomplète. Pelletier (1986) a montré

que chez les visons la barrière hémato-testiculaire présente une variation physiologique.

Chez le vison adulte normal, pendant le cycle reproductif annuel saisonnièr, la barrière

hémato-testiculaire est incompétente d’une manière transitoire (Pelletier, 1986; 1988).



141

Pendant les phases d’incompétence de la barrière hémato-testiculaire, les auto-antigènes

testiculaires des cellules germinales deviennent plus facilement la cible des cellules

présentatrices d’antigènes ou des lymphocytes sanguins (Pelletier, 1986; Pelletier, 1988).

Cette augmentation dans la perméabilité de la barrière hérnato-testiculaire coïncide avec

une augmentation de 85% des anticorps anti-spermatiques dans le sérum des visons

normaux et dans le sérum des visons ayant une orchite auto-immune spontanée (Tung et

coil., 1984). Des données récentes (Yoon et coll., cité pal’ Pelletier et coll., 2000) placent

en discution les observations présentées par Tung selon lesquelles que le changement

saisonnier de la compétence de la barrière hérnato-testiculaire serait accompagné d’une

élévation de 7 à 10 fois du taux des anticorps anti-spermatiques dans le sérum de visons

orchitiques mais pas des visons normaux. Malgré le taux élevé des anticorps anti

spermatiques, la plupart des visons ne développement pas une orchite auto-immune

spontanée. Ceci indique que le développement et le maintien d’un état d’irnmuno

tolérance dans le testicule nécessite des facteurs immunosuppresseurs autres que la

barrière hémato-testiculaire qui vont inhiber l’apparition d’un infiltrat lymphocytaire et

prévenir l’installation d’une maladie auto-immune. Il est possible que les visons infertiles

manquent de facteurs immunosuppresseurs ou que ceux-ci soient inefficaces, ou encore

incapables de prévenir l’installation d’une orchite auto-immune (Pelletier et coll., 2000).

Pour mieux caractériser les sérums des visons orchitiques, nous avons utilisé le

Western blot pour comparer les profiles d’immunoglobulines des sérums des animaux

sains et orchitiques. Nos résultats montrent un taux significativement (p<O.O 1) élevé

d’IgG, d’IgM, d’IgA et d’IgD dans les sérums d’animaux orchitiques, alors que le taux

d’IgE ne présente pas de variation significative entre les sérums. L’augmentation des IgM

et IgD semble plus importante que celle d’IgA et d’IgG. Le rôle d’IgD sérique n’est pas
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encore établi et la signification d’une concentration anormalement élevée ou basse

diminue reste inconnue (Vladutiu, 2000). L’IgM est produite en faibles quantités par les

cellules 3-mernoires. et un titre élevé d’IgM dans le sérum démontre un contact récent

avec les auto-antigènes testiculaires. Dans le sérum des patients ayant des maladies auto-

immunes, des valeurs élevées d’IgG. IgA. IgM et IgD ont été rapportées (Lertora et coll.,

1975 ; LesÏie et cou., 1978; Onodera et cou., 1968; Rostenberg et cou.. 1978; Schmidt,

et coil., 1973).

Mathur et coll. (1981) ont rapporté que des taux élevés d’lgE seraient associés à

l’infertilité chez les humains. Il n’y a pas d’évidence qui demontre que l’infertilité

immunologique serait causée par les anticorps IgE anti-sperme. La contribution de

I’isotype d’anticorps à la pathogenèse des maladies auto-immunes est très controversée.

Les anticorps IgG anti-ADN injectés dans les souris induit le syndrome de «lupus-like »,

tandis que les anticorps IgM anti-ADN produisent rarement des lésions auto-immunes

(Mason et coil., 2001). Le rôle d’IgM a été étudié chez les souris Ipr (lupus pro). Après

une mutation de l’IgM induite chez les souris lpr, les animacix ont présenté une

glomérulonéphrite, une augmentation des anticorps IgG et une durée de vie réduite (Boes

et coll., 2000).

Pour soutenir les résultats obtenus par la technique d’immunohistochimie, nous

avons aussi utilisé le Western blot pour établir la présence possible d’auto-anticorps dans

les sérums des visons orchitiques qui réagiraient avec les auto-antigènes testiculaires et

épididymaires. Nous avons incubé des fractions enrichies en tubules sérninifères et en

tissu interstitiel de testicules normaux, des épididymes normaux et de rates normales avec

du sérum de visons sains et orchitiques afin d’étudier la réactivité de ces tissus avec

toutes les immunoglobulines. Les antigènes testiculaires et épididymaires reconnus par le
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sérum sont spécifiques à ces deux organes et ne sont pas reconnus dans la rate. En

utilisant l’anticorps anti-IgG de vison et après incubation des tissus avec les sérums des

visons orchitiques, nous avons identifié dans le tissu interstitiel de testicule et de

l’épididyme et dans les tubules sérninifères, les mfmes auto-antigènes qui sont présents

dans ces tissus incubés avec du sérum normal mais la réactivité est plus forte dans le cas

des sérums de visons orchitiques. Le sérum normal montrait une faible réaction avec les

antigènes épididymaires. mais la réactivité était plus forte après l’incubation avec le

sérum de vison orchitique. Ces résultats suggèrent la présence des auto-anticorps de type

IgG dans le sérum des visons orchitiques.

En utilisant l’anticorps anti-IgM et après incubation de tissu avec du sérum de

vison orchitique, nous avons identifié dans les tissus interstitiels et les tubules séminifères

des bandes immunoréactives de poids moléculaires voisins de 200 et 120 kDa qui sont

moins évidentes après l’incubation avec le sérum normal. Nos résultats suggèrent la

présence d’un niveau élevé d’auto-anticorps de type IgM dans le sérum des visons

orchitiques. En utilisant les anticorps anti-lgD, anti-IgE et anti-IgA sur des coupes de

testicules et d’épididymes, nous n’avons pas détecté de différences entre les tissus pré

incubés avec du sèrum de vison sain ou orchitique.

4.3. Conclusion

L’objectif de cette étude était de cai-actériser des facteurs cellulaires et humoraux

impliqués dans 1’ apparition de I’ orchite auto-immune spontanée chez le vison (MiisteÏa

vison) adulte. Nos résultats montrent la présence dun infiltrat de macrophages inter—

tubulaires et intra- tubulaires dans le testicule et l’épididyme. Nous avons montré pour la

première fois que les macrophages interstitiels du testicule et de l’épididyme de vison
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expriment le marqueur CD163. Dans le testicule et dans l’épididyme de visons

orchitiques, nous avons identifié un infiltrat de lymphocytes CD4+ et CD$+. La

colocalisation de HLA II et FasL dans les tubules séminifêres de visons orchitiques

suggère une implication possible de la voie fas/FasL dans Fapoptose des cellules

germinales, suivie de la destruction de l’épithélium séminifère. La colocalisation

CD8/FasL suggère l’implication des lymphocytes CD$+ dans les lésions observées dans

l’épididyme de visons orchitiques. Les taux sériques d’IgG. d’IgM, d’IgA et d’IgD ont

des valeurs significativement plus élevées dans les sérums des visons orchitiques. Nous

avons mis en évidence de dépôts immuns d’IgG et d’IgM dans les membranes limitantes

(vasculaires et tubulaires) et des dépôts intracellulaires d’IgA (dans le tissu interstitiel du

testicule et de l’épididyme de vison orchitique), digD (dans le tissu interstitiel du

testicule de vison orchitique) et d’IgE (dans les tubules et le tissu interstitiel du testicule

et de l’épididyme de vison orchitique). La présence dans les tissus des visons orchitiques

examinés d’une réponse cellulaire (de macrophages, de cellules CD4± et CD$±) indique

la participation dans la pathologie de l’OAI d’un mécanisme d’immunité cellulaire et

l’identification d’ une réponse humorale (des titres plus élevés d’ immunoglobulines dans

les sérums d’animaux orchitiques et des dépôts immuns), suggère l’implication de

l’immunité humorale dans la pathologie de l’OAI.

La compréhension des mécanismes qui réduisent la fertilité chez les visons mâles

donnera la possibilité de développer de nouvelles stratégies pour un diagnostique précoce

de l’OAI spontanée et aussi pour un meilleur traitement de cette maladie. Les

implications économiques dans l’industrie de la fourrure comptent lourd dans

l’approfondissement des recherches dans ce domaine.
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L’orchite auto-immune spontanée chez le vison est très semblable à l’orchite

granulomateuse qui apparaît après les oreillons chez l’homme. Le vison, comme modèle

d’études expérimentales, pourrait permettre d’envisager des études visant le

développement d’un traitement ciblé pour prévenir ou guérir une infertilité, jusque là

caractérisée d’irréversible, chez l’homme.
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