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RESUME

Notre travail & pour objectif la détermination de la
localisation des récepteurs aux androgénes au niveau de
I’épididyme des agneaux de race D’Man éges de 2 a 5 mois, élevés
3 ]a station El-Meniaa par la méthode d’immunohistochimie. Les
résultats observés montrent la présence des récepteurs aux
androgénes dans le noyau des cellules de toutes les régions de
I’épididyme 2 savoir (la téte, le corps et la queue) et au niveau de
toutes les cellules de 1’épithélium épididymaire (cellule principale,
apicale, claire et basale) avec une intensité de marquage variable

d’une région a ’autre.

Mots clés : Immunohistochimie, récepteurs aux androgenes,

&pididyme, agneau D*Man.



ABSTRACT

Our work aims at determining the— localization of androgen receptors in the
epididymis of lambs Man From ages 2 to 5 months, raised to the station El-
Meniaa by the method ofimmunohistochemistry. The observed results show the
presence ofandrogen receptors in the nucleus of cells from all regions of the
epididymis that is (head, body and tail) and in all cells of theepididymal
epithelium (principal cell , apical, clear, and basal) with anintensity of

labeling varies from one region to another.

Key words: Immunohistochemistry, androgen receptor,

epididymis, lamb D’Man.
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INTRODUCTION

La connaissance des mécanismes d’actions des androgénes sur les organes génitaux que se
soit pour leur stimulation ou pour leur inhibition & occupée une grande place dans la recherche de la
fonction de reproduction a fin de déterminer les mécanismes qui influence la fertilité et I’infertilité

chez le méle.

Le but de notre travail est de mettre en évidence I'immunolocalisation des récepteurs aux

androgénes au niveau de I’épididyme des agneaux de race D’Man.

Aprés un bref rappel anatomo-physiologique de I’épididyme, nous avons présenté le
matériel animal utilisé ainsi que la méthode d’immunohistichimie appliquée dans ce travail
préliminaire. Enfin les résultats sont discutés en fonction de quelque donnée de la bibliographie

existante.

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Recherche sur la Zone Arides (LRZA),

écophysiologie et endocrinologie animale (USTHB, Alger).






Anatomie de I'épididyme
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I. Anatomie de I’épididyme

L’épididyme est un long canal unique en circonvolution, de longueur variable selon les
especes : 2 4 80 m chez les mammiféres [1], il est situé sur la face postérieure de testicule. La durée
de transit épididymaire des spermatozoides est de 12-15 jours chez le bélier [2]. Sur la base de sa
morphologie et son histologie, cet organe hautement différencie est divisé, chez les mammiferes, en
trois régions anatomiques distinctes : la téte (région proximale), le corps (partie médiane) et la

queue (région distale), en continuité avec le canal déférent [3, 4].

Figure 1 : Anatomie des différentes subdivisions de I’épididyme [5]

ED : canal efférent ; 0-1 : téte proximale; 2-3 : téte médiane ; 4 : téte distale; 5-7 : corps ; 8-9 :

queue et canal déférent Rt : rete testis.

Les différentes régions de 1’épididyme sont également subdivisées en plusieurs segments
[6.7, 8] et dont chacun d’entre eux étant délimité par des cloisons conjonctives ou septa (Figure 1)
[5]. Cette subdivision repose sur des analyses ultrastructurales ainsi que sur I’étude des activités

enzymatiques et transrationnelles de 1’organe.



I1. Histologie de I’épididyme

L’¢épididyme est formé par un cylindre de muscle lisse qui allant d’une seule couche
circulaire située & ’extrémité proximale & 3 couches disposées de la méme facon que dans le canal
déférent a Iextrémité distale. Ce cylindre est entouré par un €pithélium pseudo-stratifié¢ qui subit
une transition graduelle passant de la forme cylindrique haute, pseudo-stratifié localisé au niveau
de la région proximale, & la forme plus base, pseudo-stratifié située au niveau de la région distale

[9, 101.

L’épithélium de 1’épididyme a une composition cellulaire hétérogene : cellules basales,
apicales, claires, halos et cellules principales. Dans I’épididyme, ces cellules ne sont pas présentées
de la méme facon ni dans la méme région, en effet, certains types cellulaires sont compartimentes
dans des régions précises. Par exemple, les cellules ciliées se trouvent seulement dans le segment
initial et dans la zone intermédiaire, qui sont des zones avant la téte de 1’épididyme. Tandis que les
cellules claires apparaissent dans toute la longueur sauf dans le segment initial. Les cellules basales
et en halos se retrouvent pour leur part dans toutes les différentes parties de ’épididyme. Enfin, les
cellules principales sont présentes dans tout I’épididyme. et sont responsables de la majorité des
sécrétions protéiques retrouvées dans le milieu environnant les spermatozoides. Les composantes

sécrétées dans ce liquide leur permettent d’acquérir leur pouvoir fécondant et leur motilité [11].

L’ultrastructure de 1’épithélium du segment initiale de la téte montre des cellules
principale qui se rendent jusqu'a la membrane basale et qui contiennent de nombreuses vésicules,
des puits recouverts et parfois des endosomes. Celles-ci possedent de nombreux appareils de Golgi
et des réticulums endoplasmiques. Ces cellules ont aussi des excroissances et des Small vesicular
tubular aggregates. Contrairement aux cellules apicales, les cellules principales ne s'étirent pas
jusqu'a la membrane basale. Ces cellules possédent aussi des puits recouverts dans la lumiére du
tubule. Enfin, les cellules basales se retrouvent preés de la membrane basale et ne se rendent pas

jusqu'a la lumiere du tubule [9].

I.1. Différents types cellulaires
I1.1.1. Cellules principales

Sont le plus nombreux car elles constituent 65 & 80% des cellules présentes dans
I¢pithélium de 1’épididyme [11]. Elles peuvent étre facilement reconnaissables par leur hautement
et la localisation de leur noyaux [12].La hauteur de ces cellules et la longueur des microvillosités

qui tapissent leur pdle apical sont plus élevées dans la téte que dans la queue de I’épididyme [13].
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Ces cellules sont reliées entre elles par des jonctions serrées et des desmosomes [1]. Leur structure
interne comme le réticulum endoplasmique et le systéme de Golgi sont trés bien développés ; ce qui
lui donne une forte activité sécrétoire de petites molécules organiques et de protéines [14]. Elles ont
aussi une forte capacité d’absorption de fluide et des diverses particules [12, 15]. En effet, elles sont

classées comme des cellules sécrétrices de-constitution [16].

I1.1.2. Cellules claires

Elles sont moins nombreuses que les cellules principales ; elles sont situées dans la téte,
le corps et la queue de ’épididyme. Elles contiennent de nombreuses vésicules dans leur région
apicale et des vésicules contenant des gouttelettes lipidiques et des lysosomes dans la partie
médiane [1]. Elles ont une capacité d’endocytose plus grande que celle des cellules principales,
elles ingérent un grand nombre de protéines et participent & la capture de composantes provenant du

fluide et des gouttelettes cytoplasmique détachées du flagelle des spermatozoides [12].

I1.1.3. Cellules apicales

Sont situées dans le segment initial et la zone intermédiaire mais elles peuvent se trouver
aussi dans d’autres région de 1’épididyme [17], leur dénomination apical est par rapport a la
Jocalisation du noyau dans le tiers « apicale » de la cellule. Le cytoplasme de ces cellules est tres
riche en mitochondrie, contenant des lysosomes et de I’anhydrase carbonique impliquee dans la
sécrétion des ions H' et la résorption de bicarbonate (HCOs) permettant ainsi ’acidification de
fluide épididymaire [18]. Leur seule fonction connue réside dans leur capacité d’endocytose et la

production des enzymes protéolytiques [17].

I1.1.4. Cellules basales

Elles sont appelées cellules basale par rapport & leur proximité avec la membrane basale
et qu'elles n’ont pas un accés direct avec la lumiere de tubule [12], elles sont de petites tailles avec
des projections vers les cellules basales adjacentes [19]. Leur noyau est irrégulier, leur cytoplasme
pauvre en organites [20]. Elles possedent des puits recouverts du coté qui reposent sur la membrane
basale, ce qui laissent apparaitre des récepteurs servent de mediateurs entre les facteurs provenant
des cellules principales et ceux venant du sang [12].Les cellules basales jouent un role dans
I*élimination des radicaux libres ainsi que dans la protection immunitaire des spermatozoides en

participant & ce qu’on appelle la barriére hémato-épididymaire [21].



I1.1.5. Cellules en halos

Histologie de I'épididyme

Elles sont présentes tout au long de 1’épididyme dans des zones variées de I’épithélium,

mais sans I’occuper dans toute sa hauteur [12]. Elles renferment un grand nombre de mitochondries

et de réticulums endoplasmiques avec des petites vésicules apicales [17]. Le nombre de ces

cellules augmente avec I’age ; elles sont identifiées comme des lymphocytes intra-épithéliaux ou

des monocytes. Il s’agirait donc d’un systéme immunitaire primaire pour cet organe [22].

Tableau I : Caractéristiques structurales et fonctionnelles des différents types cellulaires de

Iépithélium épididymaire chez les mammiferes

Types Aspects Localisation Fonctions Références
cellulaires
Large cellules *Transport et sécrétion des [23, 24, 13]
prismatiques. Téte petites molécules organiques.
Lo Aspect variable des *Synthése et sécrétion de
Principale | gier¢ociles d’un - Corps protéine.
segment a [’autre.
- {Juene *Réabsorption de fluide
épididymaire.
Cellules petites, *Elimination des radicaux | [20, 25, 26]
allongées. - Téte libres.
Forme triangulaire
Reposent sur la - Corps *Protection immunitaire des
Basale | membrane basale. spermatozoides.
Noyau irrégulier. - Queue
Cytoplasme pauvre
en organites.
Lymphocytes intra - Téte [27, 26, 1]
En halo SpALIE IAn S - Lomps *Défense immunitaire
- Queue
Monocytes.
Cellule large a * Absorption de composante du | [20, 28]
aspect prismatique. _ Corps fluide épididymaire.
Zone apicale : :
. vésicule claire - Queue *Endocytose des gouttelettes
Claire i o g essentiellement . e,
Région  médiane : cytoplasmiques €éliminees par
lysosomes. les spermatozoides.
Région basale :
inclusion lipidique.
Aspect caliciforme. *Sécrétion d’ion H [20]
Noyau situé¢ dans le x
tiers apical. - T cte *Réabsorption de bicarbonate
Apicale (majoritairement

Lysosome.

segment initial)

* Acidification du fluide

épididymaire
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11.2. Communications cellulaires

La communication entre les cellules est un phénoméne incontrdlable a la vie d’un
organisme pluricellulaire puisqu’elle intervient dans de nombreux phénoménes physiologique,
embryologique ou encore pathologiques. Les relations intercellulaires reposent sur deux processus
clés :
Des contacts directs entre cellule via des molécules d’adhérence et des systemes de jonctions
cellulaires.
L’action de molécules de signalisation via une liaison & un récepteur spécifique d’origine

membranaire, cytoplasmique ou encore nucléaire localisé au niveau de cellule cible.

I1.2.1. Jonctions cellulaires
Au niveau de ’épithélium épididymaire, on distingue 3 catégories de jonction cellulaire,
se sont des petites structures localisées entre les cellules adjacentes d’un épithélium ou encore entre

les cellules épithéliales et la matrice extra-cellulaire.

11.2.1.1. Zonula occludens

Elles sont appelées aussi jonctions serrées ou jonctions imperméables, elles sont situées
dans la région apicale de la cellule principale adjacente [29], elles forment une barriere de
perméabilité sélectif entre les cellules épithéliales adjacentes en assurant la cohésion cellulaire et la
régulation de flux de molécules [30]. Elles relient entre les bicouches membranaires des cellules
adjacentes en délimitant ainsi un domaine apicale et un domaine baso-latérale avec des propriétés

biochimiques et fonctionnelles différentes [31].

Les jonctions serrées ont une structure dynamique complexe a cause des nombreuses
protéines qui entrent dans leur formation parmi lesquelles en distingue : protéines membranaires
périphériques telle que les Zonula occludens-1,- 2, et- 3 (ZO-1, -2, -3), le symplékine, la cinguline,
et des éléments du cytosquelette (actine, fodrine) [32, 33, 34], ainsi que les protéines
transmembranaires intégrales comme 1’occludine et les claudines, sous forme de polymere [35,36,

37,32].

11.2.1.2. Zonula adhérens

[’ établissement des jonctions serrées entre les cellules épithéliales adjacentes nécessite

dans un premier temps I’adhérence des cellules 'une a 'autre, puis la formation de jonction
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d’adhérence ou d’ancrage [34, 38,39], ces derniéres, en collaboration étroite avec les jonctions
serrées, ont le méme role dans le maintien de I'intégrité de 1’épithélium épididymaire et dans la
formation de la barriére hémato-épididymaire. Elles sont composées des cadhérines et des protéines
cytoplasmiques telles que les caténines qui relient les cadhérines au cytosquelette [40]. Elles ont un
role dans la signalisation intracellulaire et le positionnement et 1’assemblage des jonctions Serrees

[41, 42].

I1.2.1.3. Macula occludens

Elles sont appelées aussi jonction intercellulaires ou jonctions gap. Ce sont des
structures trés spécialisées correspondant & des canaux intercellulaires, groupés en plaques
membranaires et mettent en relation directe les cytoplasmes des cellules voisines, ce qui permet de

cordonner les fonctions de 1’organisme [43].

I1.2.2. Molécules de signalisation

Ces molécules impliquées dans le mécanisme de communication cellulaire. Il existe des
molécules de signalisation extracellulaires qui agissent en se liant &4 un récepteur membranaire
spécifique situé a la surface de cellule cible pour activer des cascades de signalisation
intracellulaires et conduisent ainsi au déclenchement d’une réponse cellulaire, leur action differe par
rapport & leur proximité de cellule cible, on parlera donc de I’action endocrine, paracrine et
autocrine ou lumicrine. Au niveau de 1’épididyme, ces molécules ont une action sur la régulation
des fonctions de cet organe comme la maturation des spermatozoides et les activités de réabsorption

de I’épididyme.
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I1I. Fonctions de I’épididyme

Les spermatozoides quittant fes testicules sont non fécondant et immobiles, ils sont
également inactifs du point de vue synthése protéique car leur ADN est trés fortement condensé
depuis la derniére étape de la spermatogénese. Cette condensation est due 4 la formation des ponts
de sulfures au niveau des protamines. C’est au cours de leur transit au niveau de 1’épididyme qu’ils

acquirent progressivement leur mobilité et leur pouvoir fécondant [44].

Lors de leur transit le long de I’épididyme, les spermatozoides ont une motilité réduite
[45]; cette faible motilité est due a une faible concentration en AMPc a lintérieur des
spermatozoides [46], mais I’AMPc n’est pas le seul facteur qui peut régler cette motilité. Il existe
des facteurs tels que I’immobiline, pH et le niveau de I’ATP qui sont responsables de I’immobilité
des spermatozoides au niveau de I’épididyme chez la plupart des especes. Les spermatozoides sont
potentiellement mobiles mais en réalité immobiles dans la queue [47].

En effet, le transport des spermatozoides au niveau de 1’épididyme est assuré par la
pression intra-luminale qui décroit de la téte & la queue et par les mouvements des stériociles des
cellules épithéliales et aussi par les contractions des cellules musculaires lisses de la tunique
musculo-conjonctif qui délimitent 1’épithélium épididymaire [47]. La motilité des spermatozoides et
sont acquisition est réalisée grice aux protéines qui sont sécrétées par les cellules épithéliales de

I’épididyme et aussi par les protéines qui se trouvent déja dans le fluide quittant les testicules [48].

La maturation des spermatozoides s’effectue, en dehors des gonades, dans I’épididyme.
Elle résulte de I’interaction des spermatozoides avec I’environnement de la lumiére de I’épididyme
[49]. en raison de la spécificité tissulaire, territoriale et cellulaire d’expression des génes codant
pour les protéines ubiquitaires ou spécifiques de I’épididyme [50, 51, 52]. La composition du fluide
épididymaire est propre a chaque région, a chaque segment qui constituent I’épididyme ; en effet,
les spermatozoides doivent étre exposés a différents niveau de 1'épididyme pour acquérir leur
maturation [53, 1, 54]. Cette maturation est un ensemble de modifications morphologiques et
biochimiques qui se traduit, essentiellement, par la modification des protéines membranaires du
spermatozoides suite & I’action des enzymes présentes dans le fluide épididymaire (glycosidases,
glycosyltransférases, protéases) [55, 56, 57, 58] ou par la fixation des nouvelles protéines, comme
I’immobiline par exemple [59, 60] certains protéines et ions, inositole, L-comitine et acide
scialique contenus dans le fluide épididymaire. Ces derniers participent aussi & la survie et au

maintien de I’intégrité des spermatozoides [61].
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Les spermatozoides sont une cible de multiples agressions et les attaques du systeme
immunitaire, c’est pour cette raison que ’épididyme intervient dans leurs protections par la barriere
hémato-épididymaire [62] ou par des protéines secrétées par 1épithélium épididymaire. Ces
protéines ont une action protectrice contre les dommages protéolytiques et oxydatives parmi
lesquelles on a: La cystatin-Related Epidymal Spermatogénique qui inhibe l’activité sérine-
protéase de la prohormone convertase 2 [63] ; ils protégent aussi les spermatozoides contre les
dommages protéolytiques qui peuvent avoir lieu au cours de la libération prématurée des enzymes

acrosomiales durant leurs transit au niveau de 1’épididymaire [53, 1, 54].

La glutathion peroxydase 5 qui se trouve fixée au niveau de la membrane plasmique de
la région acrosomiale est supposée protéger les spermatozoides contre les dommages oxydatifs
comme elle peut aussi participer au processus de détoxication en éliminant la peroxydase

d’hydrogeéne ou d’autres composés peroxydes.
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IV. Régulation de la fonction de I’épididyme

Elle est sous I’action des différentes molécules biochimiques trés variées et d’origines
diverses. Ces molécules ont un effet sur la régulation de I’expression des génes cibles situés au
niveau de cellule de ’épithélium épididymaire et par conséquent elles ont un effet sur les fonctions
physiologiques de cet organe. Par rapport a leur proximité aux cellules cibles, les facteurs régulant
]a fonction de ’épididyme peuvent étre : endocrine venant du sang, lumicrine apporté par la lumiére

du canal épididymaire, et enfin, paracrine et/ou autocrine par les cellules adjacentes ou par la cellule

elle-méme [64].

Lumigre

Epithélium

Celuiz en hao

Cellue princpae

Muscle lisse Spermmatozoides
Tissu conjonctif
Yaisseaux sanguins

FACTEURS ENDOORINES

EACTEURS PARADRINES

Figure 3: Représentation  schématique de I’organisation cellulaire de I’épithélium
épididymaire en coupe transversale et des différentes voies de régulation des fonctions épididymaire

[64]
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IV.1. Régulation endocrine
Elle est essentielle dans la régulation de 1’épididyme, cependant, il existe d’autres

éléments régulateurs qui ajoutent un degré de complexité a la compréhension de ces mécanismes.

IV.1.1. FSH
Est une hormone glycoprotéine hypophysaire. Elle joue un réle important dans la
fertilité chez le male en raison de la localisation de son récepteur a 7 domaines transmembranaires,

situés trés précisément a la surface de cellule de Sertoli [65].

Elle a un role dans la prolifération des cellules de Sertoli immature [66], et chez I’adulte,
elle stimule leur fonction de synthése et de sécrétion des protéines entrant dans la spermatogénese

[65].

Parmi les protéines sécrétées par les cellules de Sertoli sous ’action de FSH, I’ABP est

une protéine qui permet le transport de la testostérone du testicule vers I’épididyme [67].

Toute diminution de taux sérique en FSH provoque une diminution de sécrétion d’ABP
[67], alors elle induit une diminution du taux de testostérone au niveau épididymaire [68], et comme
la testostérone est essentielle au maintien de la structure et de la fonction de I’épididyme [69,
51,70], il en déduit une altération de la taille de 1"épithélium épididymaire de la téte et de corps

[71].

La diminution de taux FSH provoque ainsi une modification structurale de la téte et du
flagelle des spermatozoides, suite aux problémes fonctionnelles rencontrés au niveau des cellules de
Sertoli ou suite 4 une maturation épididymaire incompléte [71]. En résumé, la FSH a un role tres
important dans les fonctions des cellules épithéliales épididymaire et notamment dans la maturation

des spermatozoides.

IV.1.2. LH

Est une hormone glycoprotéique qui agit au niveau des cellules de Leydig par
stimulation de leur prolifération chez des animaux immatures et par la production de testostérone a
I’age adulte [72].Elle joue un role important dans la spermatogenése au niveau testiculaire, et dans

la maturation des spermatozoides au niveau épididymaire [73, 74, 75, 76], son action se fait par la
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liaison 4 un récepteur commun avec ’HCG (Hormone Chorionic Gonadotropine), qui se trouve a la

surface des cellules de Leydig et au niveau des cellules épithéliales épididymaires [77, 76].
La régulation des fonctions épididymaire par Ja LH est indépendante de la plupart des

androgénes [78, 79, 80], mais dépendante essentiellement de la testostérone [81].

IV.1.3. Androgenes

Sont des hormones stéroidiens représentés principalement par la testostérone, leurs
action est liée a la SBP (Sexe steroide Binding Proteine) qui arrivent par la voie sanguine [82] et a
I’ ABP (Androgen Binding Proteine) par la fluide testiculaire [83, 84]. Au niveau épididymaire et
principalement au niveau de segment initial se fait la conversion de la testostérone en 50-
dihydrotestostérone (DHT) par intermédiaire de la So-réductase de type et I [1, 85, 86]. La DHT
agit au niveau des récepteurs aux androgenes, le complexe formé se fixe sur une région spécifique
du récepteurs aux androgenes appelée élément de réponse aux androgenes (ARE) qui est située au

niveau du promoteur du géne cible pour régler positivement leur expression ou les réprimer

(Figure 4).
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Figure 4 : Mécanisme d’action des hormones stéroides [87]
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HS : hormone stéroide ; SBP: protéine de transport des hormones stéroides (sex stéroide binding

protéine) ; 1: inhibine; RN : récepteur nucléaire ; ERN : élément de réponse au récepteur

nucléaire ; P : protéine.

Le récepteur aux androgenes (RA) est fortement exprimé au niveau des épithéliums de la

téte et du corps épididymaire, mais de

facon différente, sur une méme région les cellules apicales du

segment initial de la téte qui s’expriment plus faiblement par rapport aux cellules principales et aux

cellules claires. Ces RA sont faiblement présent au niveau des cellules de stroma de la queue de

I"épididyme, mais le niveau de l’expression de RA au niveau de stroma reste le méme sur

’ensemble de 1’épididyme [87], cette

expression est sous le contrdle des androgenes.

Au niveau de I’épididyme, 1I’expression d’RA est sensible aux taux des androgenes au

niveau des cellules du stroma et dans les cellules épithéliales [88]. Les stéroides jouent un role

important dans le maintien des fonctions de 1’épididyme :

Elles assurent la différenciation structurale des cellules épithéliales [7, 89].

Elles stimulent I’expression des gene

s spécifiques et par conséquent des protéines spécifiques, qui

aprés leur sécrétion dans la lumiére de canal épididymaire, conditionnent le devenir des gametes et

leur maturation épididymaire [86].

IV.1.4. (Estrogénes

La majorité de ces hormones sont synthétisés sous forme de 17p-cestradiol au début par

les cellules de Sertoli & 1’état immature puis par les cellules de Leydig & 1’4ge adulte [90]. Ces

hormones sont le produit de catabolis

me de la testostérone ou de 1’ androsténedione par un complexe

enzymatique microsomale appelé ’aromatase qui comprend d’une part, la NADPH cytochrome

P450 réductase et la P450 aromatase, ce dernier est exprimé au niveau de la téte et de la queue de

I"épididyme [91, 92] ; cette expression est-sous le contrdle positif de la LH et des androgénes [93].

L’action des cestrogénes se fait par une liaison & un récepteur nucléaire spécifique (RE),

qui se présente sous 2 isoformes (REa, REP), ces derniérs sont exprimés au niveau des cellules de

I"¢épithélium épididymaire de facon différente selon les especes [94, 87].

Les estrogénes ont des fonctions multiples au niveau de |’épididyme : ils controlent le

transport ionique au niveau de fluid

e épididymaire et 1l maintien la structure de 1’épithélium [95,

96]. En effet le manque des récepteurs REa cause des défauts de réabsorption de fluide dans les

canaux efférents et une dilatation de

s tubules de segment initial de I"épididyme [97]. Ces hormones
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‘nterviennent aussi de maniére indirecte dans la régulation de ’expression et de Pactivité

fonctionnelle des récepteurs a ’ocytocine {98].

IV.1.5. Progestérone

A une action non génomique, passe par une liaison & un récepteur spécifique exprime a
la surface des spermatozoides matures et capacités. La disponibilité du récepteur a la progestérone
pour son ligant augmente durant le transit des spermatozoides le long de 1’épididyme. Cependant, la
progestérone ne semble pas avoir d’effet au niveau de 1’épithélium épididymaire qui n’exprime pas

son récepteur [99].

IV.1.6. Prolactine

Longtemps connue pour sa participation au développement de la glande mammaire et a
la lactation, cette hormone joue un rdle important au niveau de tractus génital méle. En effet, son
lieu d’action au niveau de 1’épididyme révele la présence de site de liaison de trés grande affinité
localisé principalement au niveau des cellules principales [100].Elle a un r6le dans le controle
hormonale de I’épithélium épididymaire [101]. En effet, la prolactine augmente ’utilisation de la
testostérone par les cellules de la téte épididymaire ; elle a encore une action stimulatrice sur
activité de certaines glucosidase épididymaire (B-galactosidase et g-monosidase) et sur la

production d’acide sialique [102, 103].

IV.1.7. Ocytocine

Outre son role dans la parturition et la lactation, elle intervient aussi dans les fonctions
de reproduction chez le male en assurant la contraction des tubules épididymaires [104, 105, 106] ;
elle est aussi synthétisée localement par I’épididyme et exerce un contrdle paracrine et/ou autocrine
[107, 108, 109, 98]. Sa concentration au niveau de 1’épididyme décroit de la téte jusqu’a la queue
[107]. L ocytocine augmente la fréquence de contraction des cellules des muscles lisses entourant
la téte [110] et la queue de I’épididyme. [105], en assurant ainsi le transport des spermatozoides

durant leur transit épididymaire et au moment de I’éjaculation [111, 112].

IV.1.8. Mélatonine
La mélatonine a une action sur "innervation sympathique de |’épididyme pour sa
contraction, elle agit sur des récepteurs spécifiques localisés au niveau des cellules épithéliales de

1’épididyme [113] ; Par sa liaison & son récepteur spécifique, la mélatonine stimule la prolifération
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des cellules épithéliales épididymaires, cet effet est dépendant de la concentration et du temps

d’exposition a ’hormone [114, 115].

IV.1.9. Hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes (;[ri—iodothyronine (T3), et la tétra-iodothyronine (T4) ou
thyroxine) jouent un r6le important dans la fonction épididymaire. Les animaux présentant une
hypothyroidie souffrent d’une diminution du nombre et de motilité des spermatozoides ainsi que
d’une atteinte sévére de la morphologie et de I’histologie de leur épididyme [116, 117]. De méme
I’hyperthyroidie cause des modifications de la composition de liquide épididymaire et une
diminution du nombre et de la motilité des gametes [118]. Les hormones thyroidiennes contrdlent

également de facon directe et spécifique ["activité des enzymes épididymaires de type glycosidases

[119].

1V.1.10. Hormones corticosurrénaliennes

Au niveau des cellules claires de 1’épithélium épididymaire les récepteurs des
minéralocorticoides (surtout & 95% 1’aldostérone), glucocorticoides (cortisol) et gonadocorticoides
(déhydroépiandrostérone) sont exprimeés [120, 121, 122]. L’ablation chirurgicale de la surrénal

conduit irrémédiablement & une dégénérescence des cellules épithéliales de la téte et de la queue de

I’épididyme, en raison d’une privation en testostérone [123].

IV.1.11. Vitamine D

Plus précisément la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (calcitriol) intervient dans des
nombreuses fonctions telles que le maintien de I’hémostase du calcium, la prolifération et la
différentiation cellulaire et la fonction de la reproduction [124].

La vitamine D transportée par le sang se fixe a des protéines sériques appelées DBP
(vitamine D binding protein) pour atteindre ses cellules cibles ; ou elle traverse seule la membrane
plasmique pour se fixer & son récepteur VDR [125, 126, 127], ces récepteurs sont exprimés dans de
nombreux organes reproducteurs chez le male [128] ; au niveau épididymaire se trouve au niveau
des cellules principales et apicales de la partie proximale de la téte. La présence de ces récepteurs

explique le role de vitamine D dans la fonction épididymaire.
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IV.1.12. Activine et inhibine
L’épididyme est le principal site de synthese de I’activine et 1’inhibine et leur
expression ; ces hormones jouent un role important dans le processus de maturation des

spermatozoides durant leur transit épididymaire [129, 130].

1V.1.13. Hormones neuroendocriniennes

Plusieurs études ont montrés que la sécrétion du fluide luminal par les cellules
épithéliales épididymaire est sous le contrdle des hormones neuroendocriniennes : la sérotonine
[131], la bradykinine [132], I’angiotensine [133, 134, 135], la vasopressine [136] ainsi que

I’endothéline [137].

+ Sérotonine 4_
Encore appelé sous le nom de la 5-hydroxytryptamine (5-HT). Elle est trés abondante
dans I’épididyme [138]. C’est un médiateur important de ’activité de 1’épithélium épididymaire

[139].

+ Angiotensine IT
L’¢épididyme posséde tous les éléments nécessaires a la synthese locale d’angiotensine
II qui est localisé au niveau des cellules basales de I*épithélium épididymaire [75]. L angiotensine
11 agit via deux types de récepteurs (AT1 et AT2) qui sont localisé au niveau de la membrane basale

des cellules principales [140, 141] pour réguler la sécrétion d’anions et de fluides au niveau de

’épithélium épididymaire [141].

+ Sécrétine
Localisée et exprimée dans la région apicale des cellules principales du segment initial
et des autres parties de la téte épididymaire. La sécrétine est impliquée dans la composition du
fluide épididymaire dans laquelle baignent les spermatozoides au cours de leur transit & travers
I’épididyme. En effet, le maintien d’un pH faible au niveau de I’épididyme est essentiel a

I"acquisition de leur motilité et a leur quiescence lors du stockage au niveau de la queue

épididymaire [142, 143].
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IV.2. Régulation paracrine/autocrine

IV.2.1.Ligand de c-ros

C’est un récepteur tyrosine kinase membranaire dit orphelin. Pendant la vie feetale, ce
récepteur est exprime au niveau du rein, de l'intestin et du canal du WoIff [144, 145]. Aprés la
naissance cette expression diminue au niveau du rein et des intestins et atteint un taux élevé au
niveau de la téte proximale épididymaire durant le développement pré-pubertaire ; cet évenement
est corréler avec la période de différenciation épithéliale du segment initial [146]. Une telle
diminution en nombre des ces cellules provoque une absence de développement du segment initial
épididymaire et des spermatozoides au flagelle anguleux ; une telle anomalie empéche leur

progression dans les voies génitales femelles [147].

1V.2.2. Monoxyde d’azote

C’est un radical libre, composé instable et trés réactif, qui agit comme un messager
intracellulaire, il est synthétisé & partir de L-arginine par une enzyme NADPH-dépendante, appelee
nitric oxyde synthétase(NOS) qui catalyse sa conversion en L-citrulline et la monoxyde d’azote

[148],1l intervient comme médiateur dans la protection de la L-arginine [149, 150, 151].

IV.2.3. Espéces oxygénées réactives
Elles sont nombreuses telle que : le peroxyde d’hydrogene (H202), I’anion superoxyde
ou encore le radicul hydroxyl (OH). Elles ont un effet sur les acides gras polyinsaturés de la

membrane plasmique des gametes males.

Ces dérivés du métabolisme de ’oxygeéne sont nécessaires a différentes fonctions
spermatiques a savoir Iactivation de la motilité, la capacité et la réaction acrosomique [152].
L’augmentation de la quantité de a des effets néfastes comme la peroxydation lipidique de la
membrane plasmique des gametes males et des probléemes lors de la capacitation. En effet, un

controle strict de la quantité de dérivés oxygénées réactives au niveau de 1’épididyme est donc

nécessaire [153].

1V.2.4. Endothéline-1
(’est un vasoconstricteur puissant, qui agit sur deux types récepteurs (ET-A et ET-B)
[154], les récepteurs fonctionnels ET-A et ET-B sont tous les deux exprimés au niveau des cellules

musculaires lisses peritubulaires. IL’edothéline-1 a un role dans la contraction des cellules
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musculaires lisses de I’épididyme et par conséquent elle facilite la progression des spermatozoides
lors de leur transit épididymaire [155]. Les récepteurs ET-A et ET-B se trouvent aussi au niveau des
vaisseaux sanguins, il semble que ’ET-1 controlerait dans ce cas précis, le flux sanguin au niveau

de I’épididyme par une action paracrine [156, 157].

IV.2.5. Ions et I’eau

Les ions contrdlent la sécrétion du fluide épididymaire par ’intermédiaire des canaux
ioniques qui sont exprimes 3 1a surface des cellules épithéliales épididymaires [158, 159, 160]. Ces
canaux sont important pour la physiologie épididymaire, notamment dans la fonction sécrétrice de

cet organe responsable de la sécrétion du fluide épididymaire, et donc de maniére indirecte, dans la

maturation des gametes.

’eau participe & la création d’un environnement essentiel au maintien de la

spermatogénése ainsi qu’au transport des gameétes males hors du testicule, notamment lors de leur

transit épididymaire [161].

IV.3. Régulation lumicrine

Tls sont les facteurs qui sont produits par les cellules du testicule puis transportés via le

fluide luminale jusqu’a 1’épididyme pour contrdler I’expression génique [162, 163].

IV.3.1. Androgenes

Ils sont acheminés par le fluide testiculaire et complexés a I’ABP (Androgen Binding

Pprotein) [83, 84] pour controler les fonctions physiologiques de I’épididyme.

IV.3.2. Facteurs de croissance
Ils ont un role important dans le maintien de 1’épithélium épididymaire [164] et sont

impliqué dans la division et la différenciation cellulaire. Les principaux facteurs de croissance ayant
une action au niveau de 1’épididyme sont au nombre de neuf et dans les plus improtants sont:

4+ EGF (Epidermal Growth Factor) : stimule la prolifération cellulaire de 1’épithélium épididymaire
[165, 166].

4+ FGFs (Fibroblast Growth Factors) : impliqué dans de nombre processus physiologique comme la
croissance, la motilité, la différentiation et I’apoptose [167, 168, 169, 170].

&£ TGF B (Transforming Growth Factor B) : impliqué dans la croissance. la différenciation cellulaire,

la cicatrisation et I’apoptose [171].
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4+ HGF (Hepatocyte Growth Factor):
spermatozoides lors de transit épididymaire [172].
4+ VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) : se trouve dans les cellules de Sertoli €

niveau de segment proximal de |"épididyme. Il a une action mitotiqu

élément important pour I’acquisition de la motilité des
t Leydig, leur

expression se fait au e sur les

capillaires sanguins épididymaires [173, 174, 175].

IV.3.3. Spermatozoides

- Durant la maturité sexuelle, les spermatozoides pénetrent dans 1’épididyme qui peuvent

réguler I’expression des geénes épididymaire et donc, interviennent dans les différentes fonctions de

- cet organe [163].
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Matériel et Méthode

1- Matériel animal

- Description de la race D’Man

C’est une race qui a pris de ’importance ces derniéres années en raison de sa précociteé

sexuelle, sa prolificité élevée donnant naissance a plusieurs agneaux par agnellage. La brebis peut

avoir jusqu’a cing agneaux en une seule portée. Cette race trés rustique, adaptée aux conditions

sahariennes et répondue dans le Sahara du Sud Oust Algérien. On la trouve a Béchar, Saoura,

Gourara, Touat et El-Meniaa [176].

Elle est caractérisée par :

+

Une laine : grossiere couvrant le haut du corps et la queue, et ne couvrant ni la poitrine, ni le

ventre, ni les pattes.

Une couleur : Noire ou brun foncé

Des cornes : Petites, fines, ou n’existe pas
Des oreilles : Grandes et pendanteé

Un profil : Convexe

Une queue : fine, longue a extrémité blanche

Une Taille : Petite, conformation défectueuse (Figure 4) [176].

Figure 4 : Agneau de race D’Man (photo personnelle)

2-Protocole expérimentale

Notre travail a porté sur des agneaux de race D’Man élevés a la station expérimentale

d’El Meniaa (30°34° N, 02° 52° E), dgés de 2 a 5 mois, 3 agneaux ont €té utilisés pour chaque age.
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Matériel et Méthode

Les testicules ont été prélevés aprés ’abattage des agneaux (Figure 6). L'épididyme est

prélevé comme le figure Spour étre utiliser dans notre étude immunohistochimique pour la

localisation des récepteurs aux androgenes au cours de la croissance.

A : Testicule avec I’épididyme entier ; B : Méthode de séparation du testicule de 1’épididyme ;

C : Différentes parties de I’épididyme (Ep : épididyme proximal; Ec corps de 1’épididyme ; Ed :

épididyme distal)

Figure 5 : Etapes du prélevement de 1’épididyme

Immunohistochimie : mise en évidence des récepteurs aux androgénes

Le protocole d’immunohistochimie conprend deux €tapes :

+ Premiére étape : Préparation des prélevements par la technique d’histologie

On place les tissus prélevés dans des cassettes en plastique portant les références de

I’animale (Figure 6).
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W

* Les cassettes sont immergées dans le fixateur (Formol du commerce dilué & 10%) pendant

plus de 24h (Figure 7).

Figure 6 : Prélévement dans une passette Figure 7 : Cassettes immergées
portant les références de 1’animal dans le fixateur
= Ensuite, les prélevement fixés sont déshydratés comme suit :
Alcool 70° : 30 min
Alcool 96° : 45 min
Alcool 96° : 1h
Alcool 100° : 1h
Alcool 100° : 1h 30 min
Toluéne : 30 min
Toluéne : 45 min
* Les prélévements déshydratés sont imprégnés dans les différents bains de paraffine :
Paraffine : 15 min.

Paraffine : 30min.

Paraffine : 1h
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Paraffine : 1h 30 min.

= Par la suite, les prélévements épididymaires sont inclus en paraffine pour confectionner

des blocs de paraffine, dont les différentes étapes sont les suivantes :

Mettre le prélévement au fond du moule métallique (choisir le moule selon la taille du
prélévement.

- Couler la paraffine liquide a chaud (59°C).

- Immobiliser le prélévement au milieu du moule (figure 8).

- Laisser refroidir jusqu’a durcissement et obtention d’un bloc de paraffine.

Figure 8 : Immobilisation du prélévement au fond du moule métallique (Photo personnel)

Apres la confection des blocs, les prélévements sont coupés au microtome avec une épaisseur de

coupe de 5 um (Figure 9).

= Le ruban obtenu est déposé sur un plateau ; puis a I’aide d’un scalpel, on sélectionne les

meilleures coupes. -

Figure 9 : Coupe au microtome de Type Leica
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Afin de ne pas laisser de plis, les coupes sélectionnées sont déposées dans un bain-marie (42°C)

(Figure 10).
* Ensuite, les coupes sont récupérées sur une lame silanée de type « Superfrost plus »

* Enfin, les lames sont séchées & I’étuve (50°C) pendant 1 h.

Figure 10 : Coupe flottante dans le bain-marie

Remarque : On utilise des lames spéciales pour I’immunohistochimie. Ces lames permettent une
adhésion sur le verre, grace a laquelle les coupes de tissus sont d’abord attirées, puis fermement

attachées a la surface de la lame par des liaisons chimiques.
+ Deuxiéme étape : Avant de commencer I’immunoréaction indirecte, on a fait :

®  Un déparaffinage et une hydratation des prélévements comme suit
° Cyclohexane I : 10 min.
© Cyclohexane II : 10 min.
° Ethanol a 95° : 5 min.
° Ethanol a 70° : 1 min.

° Eau courante : passage jusqu’a disparition du trouble.

= Les différentes étapes de I’immunomarquage indirecte sont les suivantes :

o Les coupes déparaffinées et hydratées sont rincées au PBS
o L’exces de PBS est enlevé par égouttage des lames sur du papier absorbant
@ Les étapes du démasquage des sites antigéniques sont les suivantes :

- Agiter la solution de démasquage (tampon citrate, pH= 6) et prélever 15 ml et les diluer dans 1,6 1

d’eau distillée.
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- Mettre le mélange dans la cocotte-minute et mettre a bouillir sur plaque chauffante.

- Mettre les lames dans un portoir métallique. Immerger les lames dans la solution de démasquage

bouillante et fermer la cocotte-minute.

- Une fois la cocotte-minute sous pression, laissé les lames 1 min. (ne surtout pas ouvrir la cocotte-
minute tout de suite) puis passer la cocotte-minute sous 1’eau froide jusqu’a ce que la pression

descende.

- Ouvrir la cocotte-minute et laisser refroi;iir pendant 30 min.
- Récupérer le portoir avec une pince en bois.

- Rincer les lames au PBS pendant 5 min.

o Apres le démasquage, incuber les lames dans le mélange PBS+H202 4 3 % pendant
S min.

o Rincer au PBS

@ Entourer les coupes avec une résine hydrophobe (Dako-pen) et les met dans une

chambre humide sur un agitateur va et vient (Figure 11).

Figure 11 : Chambre humide sur un agitateur va et vient

o Incuber les lames dans du sérum de cheval (Réactif jaune du kit VECTASTAIN) a

température ambiante, pendant 10min.

o Les biotines endogénes sont bloquées par le kit de blocage (Avidin/Biotin Blocking KIT) :
incuber les coupes avec la solution Avidin D pendant 15min. Rincer briévement avec le

PBS ; incuber pendant 15min. avec une solution Biotine.

o Rincer au PBS.
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L’anticorps primaire anti-récepteurs aux androgénes de type polyclonale, produit chez le

lapin, est dilué au 1/200 (ARN-20 : Santa Cruz) ; puis appliqué pendant une nuit a 4°C.
Rincer au PBS : 2x5 min.

Appliquer le complexe Streptavidine-Peroxydase pendant 30 min. & température ambiante

(Réactifs gris du kit VECTASTATIN) .
Rincer au PBS : 2x5 min.

Le substrat-chromogéne utilisé est la DAB. I est déposé sur les différentes coupes et

I"apparition du marquage est contrdlée sous le microscope photonique.
Rincer a I’eau distillée.
Contre colorer a I’hématoxyline pendant 10 secondes.

Rincer a I’eau du robinet (c’est le pH alcalin de 1’eau du robinet qui fait bleuir

héhématoxyline). -

Déshydrater les lames comme suite :

-Ethanol & 70° : 2 min

-Ethanol 4 95° : 5 min

-Ethanol 4 100° : 5 4 10 min

-Butanol : 5 min

-Cyclohexane : 10 min
Déposer une goutte de liquide de montage « Eukitt» sur la lamelle. Puis, appliquer la
lamelle sur la lame en évitant la formation des bulles d’air. Enfin, la lame montée est préte a

étre observée.

Les lames montées sont séchées a ’air libre, puis observer au microscope photonique

(Figure 12).
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Figure 12 : Microscope photonique

Validité de la technique d’immunohistochimie

Au coure de notre technique, des contrdles négatifs sont insérés pour conformer
I'immunomarquage observés. Les coupes qui servent de contrdles négatifs ont subit les mémes
ctapes que notre prélévement sauf que 1’anticorps primaire anti-récepteurs aux androgénes est

remplacé par le PBS
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RESULTATS ET DISCUSSION
M

1- Structure histologique de l’épid‘idyme

L’observation histologique (Figure 13) montre que I’épithélium épididymaire est un épithélium
pseudo-stratifié¢ composé par des différentes cellules qui sont disposées de fagons irrégulieres dans
les différents segments de 1’épididyme a savoir :

Cellules principales sont présentes dans toutes les régions de 1’épididyme. Elles occupent toute la

hauteur de I’épithélium, le méme résultat a été rapporté par Tasler et /. [11].

Cellules claires moins nombreuses, situées dans les différentes régions de 1’épididyme. Elles

contiennent des nombreux vésicules. Robaire et Hermol [1] ont décrit la méme observation.

Cellules apicales : Elles ont un noyau en position apicale. Ces cellules sont situées dans les

différents segments de 1’épididyme. Ce résultat est identique a celle trouvé par Hermo et al. [17].

Cellules basales reposent sur la membrane basale. Elles sont de petite taille avec un noyau

irrégulier. Le méme résultat a été observé par Soranzo et al. [20].

Cellules en halo : Présentes le long de 1’épididyme sans I’occuper dans toute sa hauteur. Le méme

résultat a €té rapporté par Hermo et al. [17].
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Spermatozoides

Lumiére

Tissu conjonctif

Epithélium
épididymaire

Cellule claire

Lumiére

Cellule en halo

Cellule principale Membrane

Cellule apicale basale

Cellule basale . ]
Tissu musculaire c

lisse

Figure 13 : Histologie de 1’épididyme. Coloration HES : a) x50, b) et ¢) x400

2- Analyse de 'immunomarquage des récepteurs aux androgénes au niveau de I’épididyme
L’imunohistochimie des prélévements des différentes régions de I’épididyme (téte, corps, queue)

d’agneaux de race D’Man 4gés de 2 & 5 mois (Figure 14) montrent les résultats suivants :

e Une réaction positive d’immunomarquage au niveau des différentes régions de
I’épididyme avec intensité variable d’une région a ’autre. Ce résultat est identique a ce rapporter
chez le caprin par Hari et al. [177].

En effet, un résultat similaire a €té rapporter chez le bélier [178] mais avec intensité plus forte au
niveau du corps de 1’épididyme ; Joyce et al. [179] n’ont pas trouvés d’immunomarquage au niveau
de la queue de I’épididyme du cheval mais juste dans la téte et le corps ; par contre Zhou et al. [94]
au cours de leur travaille sur le rat ont observés I'immunomarquage juste au niveau de la téte de

I"épididyme.
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Figure 14 : Immunolocalisation des récepteurs aux androgénes au niveau de I’épididyme.
a) x50 ; b) x50controle négatif ; ¢) x400 ; d) x400 contrdle négatif

e L’observation de I'immunomarquage au microscope photonique montre une réaction
positive au niveau de toutes les cellules de 1’épithélium épididymaire et dans les cellules les plus
importantes sont :
Les cellules principales : Elles ont une dépendance aux androgénes pour la maintenance de leurs
structures et leurs fonctions. -
Les cellules apicales: qui dépendent aux androgénes pour la production des enzymes

protéolytiques.
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Les mémes résultats ont été rapportés chez le bélier [178] et chez le rat [94], par contre chez le
cheval [179] et chez le bouc [177], il y a un immunomarquage qu’au niveau des cellules principales

de I’épididyme.

Chez ’homme, Hendrik et al. [180] ont observés le marquage des récepteurs aux androgenes

uniquement au niveau des cellules principales et basales de I’épididyme.

Les €tudes récentes montrent que les noyaux des cellules du stroma épididymaire sont plus
sensibles aux androgénes circulants que les cellules épithéliales de I’épididyme. En effet,
comparativement avec les autres tissues et organes du systéme reproducteur maéle, les cellules
épithéliales de I'épididyme ont une forte capacité de la maintenance d’une concentration élevée des

androgenes en cas de déficience [181].

L”ABP secrété par les cellules de sertoli transporte la testostérone du testicule 2 I’épididyme, il
maintien une forte concentration des androgénes [182, 183]. La sécrétion de I’ABP est controlée par

I’FSH et les androgénes [183].

Nos résultats sont validés par la présence de controle négatif ; car d’apres Suarez et al.
[185], la validité des résultats d’une étude immunohistochimique repose essentiellement sur la

qualité des contréles effectués comprenant a la fois des contrdles positifs et négatifs.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus dans notre travail, chez les agneaux de race D’Man 4gés de 2 & 5 mois,

révelent un marquage des récepteurs aux androgénes par immunohistochemie au niveau de :

e Toutes les régions de 1’épididyme (téte, corps et queue) avec une intensité variable d’une

région a I’autre.

o Tous les types des cellules (principale, apicale, claire, en halo et basale) de 1’épithélium

épididymaire.

Ce travail préliminaire doit étre complété par :

Une étude biométrique (poids corporel, poids de 1’épididyme).

Une ¢tude morphométrique pour la détermination du diamétre de 1’épididyme au cours de
I’age.

Une ¢tude quantitative pour la détermination du nombre de cellules marquées de
I’épididyme. >

Une validation de I"anticorps utilisé¢ dans I’immunomarquage des récepteurs aux androgénes

par la technique du Western Blot.
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