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RESUME

L’objectif de notre travail est de mettre en évidence la localisation des récepteurs aux
androgénes (RA) au niveau des testicules par la technique d’immunohistochimie. Des
prélévements testiculaires ont été réalisés sur des agneaux 4gés de 2 4 5 mois pour 1’étude
immunohistochimique.

Les résultats obtenus par I’étude immunohistochimique révélent :

- Dans le compartiment interstitiel, la présence des RA au niveau des noyaux de quelques
cellules de Leydig.
- Dans le compartiment tubulaire, une localisation des RA au niveau des noyaux :

= Des cellules de Sertoli.

= Des cellules de la lignée germinales.

= Des cellules myoides péritubulaires.

Au cours du développement du testicule des agneaux 4gés de 2 mois et jusqu’a 1’Age
de 5 mois les RA sont détectés par immunohistochimie uniquement dans le noyau des cellules
testiculaires (cellules de Leydig, cellules de Sertoli, cellules germinale et les cellules myoides
péritubulaires).

Mots clés : Immunohistochimie, récepteurs aux androgénes, testicule, agneau, D’Man.

* *



ABSTRACT

The goal of our work is to localize androgen receptors (AR) at level of testes by
immunohistochemistry technique. Testicular samples have been made on lambs aged from 2
to 5 months old for the immunohistochemical study.

The results obtained by immunohistochemical study reveal:

- In the interstitial compartment, the presence of AR at level of nucleus of some Leydig cell.
- In the tubular compartment, a localization of AR at level of nucleus of:

= Sertoli cells.

= Germ cells of the lineage.

= Pertubular myoides cells.

On the development of the testicle of lambs aged from 2 months up to 5 months old,

AR are detected by immunohistochemistry only in nucleus of testicular cells (Leydig cells,
Sertoli cells, germ cells and pertubular myoides cells).

Keywords: Immunohistochemistry, androgen receptors, testicle, lamb, D’Man.
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INTRODUCTION

La localisation des récepteurs aux androgeénes, au niveau testiculaire, est un sujet de
controverse depuis de nombreuses années. Initialement sur la base d’étude de liaison avec des
molécules marquées, les résultats semblaient en faveur de I'hypothése que les récepteurs aux
androgénes pourraient se trouver & la fois dans les cellules somatiques du testicule et les
cellules de la ligné germinale. Cependant, Fritz (1978) avait annoncé I’hypothése que les
récepteurs aux androgénes (RA) se trouvaient uniquement au niveau des cellules somatiques
du testicule (cellules de Leydig, cellules de Sertoli et cellules myoides péritubulaires).
Par la suite, la production d’anticorps contre les récepteurs des androgenes et leurs utilisation
pour les études d’immunolocalisation, par plusieurs laboratoires, ont conduit 3 espérer que
cette controverse allait se trouver définitivement éclaircie (Sar et al., 1990 ; Bremner et al.,
1994). Malheureusement, des résultats contradictoires obtenus par différents chercheurs (Sar
et al., 1990 ; Bremner et al., 1994 ; Suarez-Quian et al., 1997 ; Regadera et al., 2001) ont
contribu€ a faire renaitre le débat sur la localisation des récepteurs aux androgénes au niveau
testiculaire.

En médecine, les androgénes et les RA sont connues avoir des roles dans la
reproduction chez le méle. L ’inactivation de I’expression des génes de RA contribuent dans le
disfonctionnement de la spermatogenese (Walters et al., 2010).. Les différentes mutations
dans les génes des récepteurs aux androgénes entrainent des syndromes d’insensibilité aux
androgenes (Giwercman et Svensson, 2008).

L’objectif de notre travail est de déterminer la localisation des récepteurs aux
androgenes, au niveau des testicules des agneaux de race D’Man 4gés de 2 4 5 mois par la
technique d’immunohistochimie. Aprés un bref rappel anatomo-physiologique de 1’appareil
génital du bélier, nous avons expos¢ les différentes étapes de la technique
d’immunohistochimie. Suivie du matériel et méthode utilisé dans ce travail. Les résultats sont
discutés en fonctions de quelques données de la bibliographie.

Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Recherches sur les Zones Arides

(LRZA), écophysiologie et endocrinologie animale (USTHB, Alger).

% %
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I. Rappels anatomiques et histologiques de ’appareil génital du bélier
L1. Anatomie de ’appareil génital

L’appareil reproducteur male se compose des testicules, des conduits excréteurs (Rete
testis, canaux efférents, épididymes, canaux déférents, et urétre), du pénis et des glandes

annexes (vésicules séminales, prostate et glandes bulbo-urétrales) (Figure 1) (L Hote, 2009).

Muecle
ischiocaverneux

Proszstate

Muscie
crémaster

il

Queue de

Figure 1 : Anatomie de I’appareil génital du bélier (Bister, 2007)

L1.1 Les testicules

Les testicules sont des organes pairs doués d’une double fonction exocrine (production
des spermatozoides) et endocrine (production des androgénes), de forme ovoide, ils sont
localisées dans le scrotum, de part et d’autre du pénis. Les testicules sont formés d’un
enchevétrement de tubes séminiféres, entouré d’une capsule conjonctive, 1’albuginée. Les
tubes séminiferes sont le si¢ge de la spermatogenése ; entre les tubes séminiféres se trouve le

tissu interstitiel endocrinien et la vascularisation testiculaire (L Hoéte, 2009).
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-k-‘ Cordon spermatique

~ Vaisseaux sanguins et nerfs

, Tubes séminiferes
Téte de I'épididyme

Canaux efférents — 7
Canal deférent

Rete Testis " s j»—- Lobule
Tubes droits - T Septum
, " Tunique albuginée
Corps de I'épididyme ———r"" i q S

L
-

Tunique vaginale

Cavité de la tunique albuginée
Queue de I'épididyme

Figure 2 : Représentation schématique de I'anatomie du testicule (Gayrard, 2007)

I.1.2. Les canaux excréteurs

Dans le testicule, les tubes séminiféres se rejoignent pour former un labyrinthe
lacunaire, appelé Rete festis. De celui-ci émergent cinq canaux efférents qui se fondent en un
unique canal : le canal épididymaire. L’épididyme est formé de cet unique canal replié sur lui
méme et empaqueté dans une tunique conjonctive. Il comporte trois parties identifiables sous
la loupe : la téte, le corps et la queue (L’Hote, 2009). La queue se prolonge par le canal
déférent qui s’élargit en une ampoule qui s’abouche a Iurétre (Hanzen, 2009). L'urétre

parcourt le pénis jusqu'a l'appendice vermiforme (Baril et af., 1993).

L.1.3. Le pénis
Il comprend anatomiquement trois parties : la racine, le corps et I'extrémité libre. Le
pénis présente au repos une inflexion sigmoide appelé aussi S pénien. Lors de 1’érection, cette

inflexion s’efface, ce qui permet au pénis de s’allonger au moment du coit (Hanzen, 2009).

L1.4. Les glandes annexes

- Les vésicules séminales : S’étalent latéralement dans le bassin de chaque c6té de

lattache de 1la wvessie, elles sont lobulées et compactes (Baril et al, 1993).



Chapitre I : Rappels anatomiques et histologiques de 1’appareil génital du bélier 4

Leur fonction principale est de produire le liquide s€minal accompagnant les spermatozoides
lors de I’éjaculation (I.’Hote, 2009).

- La prostate : Comprend deux parties ; le corps de la prostate et I’autre partie est
disséminée autour de 1’urétre et s’étend jusqu’aux glandes bulbo-urétrales.

- Les glandes bulbo-urétrales : Encore appelées glandes de Cowper (ou glandes de

Méry) de petite taille (de la taille d'une noisette), sont situées dans la région caudale de 'urétre
(Hanzen, 2009).

Colon

Vésicule séminale e - ___ Anus

v
\ P

et o ’jw E\ Glandes bulbo
Vessie - ¥, urétrales
5. \ ’
P s / ~Prostate
| s — Spénien
e
I " Canal
& N | R ,}: déférent
Prépuce SRl Téte de I'épididyme

Figure 3 : Représentation schématique de I’anatomie du systéme reproducteur male,

indiquant la situation des différents organes et glandes (Girma, 2008)

L.2. Histologie du testicule et spermatogénése
1.2.1 Histologie du testicule

Le testicule est sectorisé en deux grands compartiments distincts sur le plan structurel.
Ces compartiments sont physiologiquement séparés par des barriéres cellulaires:

- Les tubes séminiféres, ou prend place la spermatogenése accomplissant une

fonction exocrine
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- L’espace interstitiel, dans lequel on retrouve notamment les cellules de Leydig a
fonction endocrine (Synthese et sécrétion des androgeénes) organisées en ilots a proximité de
capillaires sanguins entre les tubes séminiferes (Hanzen, 2009 ; L Héte 2009).

- Les tubes séminifeéres (Figure 4) contiennent des cellules germinales a différents
stades de leur développement ainsi que des cellules somatiques, les cellules de Sertoli
(Dadoune et Démolin, 1991). Cette association de cellules germinales et de cellules de Sertoli

forme 1’épithélium séminifére.
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Figure 4 : Coupe transversale d’un tube séminifere (L’Hote, 2009)

- Les cellules germinales sont hautement organisées dans 1”épithélium séminifére elles
forment une série d’associations cellulaires ou cycles spermatogénétique de 1’épithélium
séminifére de telle mani¢re quun méme cycle donné occupe la totalité d’une section
transversale d’un tube séminifeére. Les cellules les moins différenciées sont situées du coté
basal du tube séminifére (vers la lame basale) et les cellules les plus matures sont situées du
coté apical du tube séminifere (vers la lumiere) (Vernet, 2006). L’épithélium séminifére
repose sur la lame basale du tube séminifére. Cette lame basale est constituée de tissus
conjonctifs et d’une fine couche de cellules appelées cellules myoides péritubulaires
(Mackawa et al., 1996). Ces cellules sont des cellules contractiles qui participent & la
propulsion et a I’évacuation des spermatozoides qui ne sont pas mobiles dans le testicule. Les

cellules germinales sont dépendantes des cellules de Sertoli (Vernet, 2006).
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- La cellule de Sertoli a une forme pyramidale et repose sur la lame basale du tube

séminifere (Russell et Griswold, 1993). Elle constitue un véritable squelette pour les cellules
germinales. Ses faces latérales sont en contact étroit avec environ cinq autres cellules de
Sertoli et avec trente a cinquante cellules germinales (Weber et al., 1983 ; L’Hoéte, 2009). La
forme et le volume de la cellule de Sertoli varient au cours du cycle de 1’épithélium
séminifére de manicre a optimiser 1’adhérence des cellules germinales avec lesquelles elle est
en contact. Le noyau de la cellule de Sertoli est situé du c6té basal du tube séminifére (Russell
et Griswold, 1993) ; ce noyau a une forme irréguli¢re, avec une invagination bien marquée.
De plus, son nucléole est trés volumineux. Ces caractéristiques permettent de distinguer le
noyau de la cellule de Sertoli des noyaux des cellules germinales qui sont arrondis (Vernet,
2006).
En plus de la fonction de maintien de ’architecture de 1’épithélium séminifére, la cellule de
Sertoli assure d’autres fonctions : Elle sépare, tout d’abord, I’intérieur du tube séminifére de
la circulation sanguine, fournissant ainsi un environnement adéquat pour la méiose et la
spermiogeénese. Elle controle également, a ’intérieur du tube séminifére, la production ou
I’élimination de facteurs de croissance, de nutriments et d’autres produits chimiques (Vernet,
2006).

L.2.2. Spermatogenése

La durée totale de la spermatogénese est une constante pour une espéce donnée. Chez
le bélier sa durée est de 46 a 49 jours (Baril et al., 1993). C’est le processus par lequel les
cellules germinales se différencient pour former les spermatozoides. La spermatogénése se
déroule a I'intérieur des tubes séminiféres (Vernet, 2006). Elle se divise en trois phases : la
phase proliférative, la phase méiotique et la phase de maturation appelée la spermiogénése
(Bellve et al., 1977 ; Jégou, 1995). A chacune de ces phases sont associés des types cellulaires
particuliers de cellules germinales (Figure 5) (L Hote, 2009).

- Phase proliférative : Cette phase conceme les spermatogonies, population de

cellules souches diploides au contact avec la lame basale du tube. Ces cellules se divisent par
mitose, afin de conserver un stock de cellules souches tout au long de la vie. Les processus de
gestion de cette population sont trés complexes et font intervenir de nombreuses cellules
intermédiaires, en partant de la spermatogonie de type A, cellule stock, 4 la spermatogonie de
type B, qui entrera en méiose (Figure 5) (L Hdte, 2009).
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- Phase méiotique: une partiec des spermatogonies A quitte le pool des

spermatogonies en prolifération pour entrer en méiose, on les nomme spermatogonies B. La
spermatogonic B subit une demniére division de mitose qui donne naissance a deux
spermatocytes I qui entrent en prophase de méiose 1. La premiére division de méiose (dite
réductionnelle) pendant laquelle la recombinaison entre chromosomes homologues prend
place, sépare les chromosomes homologues, et donne naissance aux spermatocytes de type II,
la premiere génération de cellules haploides. Chacun des spermatocytes II subit alors une
division dite équationnelle qui sépare les chromatides sceurs de chaque chromosome donnant

naissance a deux spermatides (Figure 5) (L Hote, 2009).
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Figure S : Représentation schématique de 1’évolution des cellules de la lignée germinale male

au cours de la spermatogénese (Gayrard, 2007)

- Spermiogenése : Une réorganisation cytoplasmique majeure et un remodelage
chromatinien complexe se déroulent pendant la spermiogenése au niveau des cellules
haploides que sont les spermatides rondes et allongées ce qui permet alors la formation des

spermatozoides (Vernet, 2006). Les spermatozoides sont des cellules flagellées, & chromatine
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compacte et inactive, et ne possédant quasiment plus de cytoplasme (Figure 6) (L Hoéte,
2009).
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Figure 6 : Représentation schématique de la spermiogénése (Gayrard, 2007)

- Spermatozoide : Le spermatozoide se compose essentiellement d'une téte, d'un col et

d'un flagelle et ce dernier se subdivisant en trois parties: les piéces intermédiaires, principales

et terminales (Figure 7) (Hanzen, 2009).

Acro{some Membfane 'lé‘ 10 Pm _%

) . plasmique
| hondrie ; Flagelle
/ Noyau MItOC" 1 | fum= 1 micromére

{ i =0.001 millimétre
@x |
Rl |

fBte piece queue

intermédiaire

Figure 7 : Représentation schématique de la structure d’un spermatozoide (Lajili, 2008)

Le spermatozoide a un réle trés important dans la reproduction, au moment de la

fécondation du gaméte femelle.
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II. Rappel sur la fonction endocrine du testicule
IL.1. Régulation hypothalamo-hypophyso-testiculaire

La double fonction du testicule est régulée par des interactions endocriniennes entre
I’hypothalamus, I'hypophyse et la gonade ou se trouve les cellules de Sertoli et les cellules de
Leydig (Dohle et al, 2003) . Ce systétme endocrinien est désigné sous le nom «axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique ». Il englobe une série de mécanismes de stimulations et
d’inhibitions (Figure 8). Ces mécanismes sont impliqués dans le contrdle de la quantité de
testostérone qui va se lier a son récepteur spécifique dans la cellule de Sertoli (récepteur des
androgénes). Cette liaison est essentielle au bon déroulement de la spermatogenése. Elle
permet notamment le déclenchement et ’entretien de la spermatogenése et inhibe I’apoptose

des cellules germinales (Vernet, 2006).
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cellules germinales
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Figure 8 : Mécanismes impliqués dans I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique et
régulation de la fonction testiculaire (Vernet, 2006)
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L’hormone hypophysaire LH (Luteinizing Hormon) stimule la synthése de
testostérone par les cellules de Leydig. Entre ces deux hormones existent un phénoméne de
feedback négatif. La FSH (Follicle Stimulating Hormon) stimule la synthése, par les cellules
de Sertoli, de I’ABP (Androgen Binding Protein), de I'inhibine et de l'activine. L'ABP lie les
androgenes d'origine Leydigienne et assure leurs transports jusqu'aux récepteurs des cellules
de Sertoli et des cellules germinales. Par ailleurs, la FSH contrdle indirectement la
spermatogenése. L'inhibine, par une rétroaction négative, inhibe la sécrétion de FSH, a
l'inverse de l'activine qui stimule sa sécrétion (Hanzen, 2009).

Les régulations de FSH et de LH sont aussi dépendantes de la gonadolibérine appelée
GnRH (Gonadaotropin Releasing Hormon) qui est libérée par I’hypothalamus de fagcon
pulsatile (Dohle et al., 2003).

IL.2. Androgénes testiculaires

Groupe dhormones stéroidiennes, dites hormones sexuelles males; produites
essentiellement par les testicules, dont la principale hormone est la testostérone (Tostain et
al., 2004 ; Gayrard, 2007). Parmi les androgénes testiculaires, seuls la testostérone et la DHT

ont des effets sur le systéme reproducteur.

- Testostérone : est le principal androgene circulant. Elle est produite, 2 95%, par les
cellules de Leydig ; le reste étant produit par les glandes surrénales en faibles quantités et par

le cerveau en quantités infinitésimales (Tostain et al., 2004).

- Sa-dihydrotestostérone (DHT) : est un métabolite de la testostérone ; qui est en fait un

androgene plus puissant en ce sens qu'il se lie plus fortement aux récepteurs des androgénes
(Nussey et Whitehead, 2001).

IL.2.1. Biosynthése des androgénes

La biosynthése des androgeénes nécessite I’intervention d’un certain nombre d’enzymes
agissant en cascade a partir d’un précurseur commun 2 tous les stéroides, le cholestérol (Saez,
1994).
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La stéroidogenese commence par le transport du cholestérol du cytoplasme, dans la
mitochondrie par une protéine de transfert, StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) qui
est I’étape limitante de la stéroidogenése (Stocco, 2002).
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Figure 9 : Régulation de la stéroidogenése au niveau de la cellule de Leydig (Tostain et al., 2004)

Dans la mitochondrie et le réticulum endoplasmique lisse, le cholestérol est transformé
en une série de métabolites par différentes enzymes du groupe des cytochromes P450 avant
d’aboutir a la testostérone (Figures 9 et 10).
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Figure 10 : Biosynthese de la testostérone au niveau des cellules de Leydig
(Tostain et al., 2004)

La premicre étape de la biosynthese des androgénes est une étape clé, permettant la
conversion du cholestérol en prégnénolone. Cette étape est assurée par le cytochrome P450scc
situ¢ dans la membrane interne de la mitochondrie. La prégnénolone est ensuite transportée
dans le réticulum endoplasmique lisse ou elle est convertie en progestérone par la 3B-
hydroxystéroide déshydrogénase (3 B-HSD). Le cytochrome P450c17 va ensuite transformé
successivement la progestérone en 17 B-OH-progestérone puis en androsténedione. Enfin,
I"androsténedione est convertie en testostérone par la 17 B-hydroxystéroide déshydrogénase
(17 B-HSD). 1I existe deux voies d’obtention de la testostérone, la voie A5 et la voie A4. Le
passage des stéroides de la voie A5 a la voie A4 est catalysé par la 3 B-HSD (Tostain et a.,
2004 ; Gayrard, 2007).
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I1.2.2. Sécrétion et transport des androgénes

La testostérone se diffuse librement a travers les membranes plasmiques des cellules
de Leydig et dans le sang veineux. Dans le plasma, la testostérone circule sous trois formes :
1/ 2 % sous forme libre (c’es la seule forme utilisable directement par les tissus) ; 2/ 45-75 %
sont liés a la protéine de transport des stéroides sexuels dont la SHBG (Sex Hormon Binding
Globulin) et 3/ 30 a 55 % sous forme liée a I’albumine (Tostain et al., 2004). La testostérone
liée a la SHBG, contrairement a la fraction liée a I’albumine, se dissocie difficilement et n’est
pas disponible pour I"utilisation tissulaire. La testostérone bio-disponible représente la somme
de la testostérone libre et de la testostérone liée a I’albumine, soit 40 & 50% de la testostérone
totale. Les protéines de liaison servent de réserve de stéroides qui, autrement, seraient

rapidement métabolisée par le foie (Reveiller, 2008).

I1.2.3. Métabolisme des androgénes

La testostérone peut agir directement sur le récepteur aux androgénes (RA) ou
indirectement via son 16le de pro-hormone, par sa transformation en métabolites actifs qui
augmentent et diversifient ses effets biologiques (Tostain et al., 2004). Tout d’abord, elle
peut-€tre transformé en DHT sous 1’action de la 5 o-réductase de type 1 et 2. La DHT a cing
fois plus d’affinité pour le RA que la testostérone, donc son action est potentialisée. D’autre
part, la testostérone peut-étre métabolisée par I’aromatase en un cestrogéne puissant,
I’estradiol, principalement dans la graisse, et en quantité plus faible dans le testicule ( 15%),
la peau, les reins, les os et le cerveau. Enfin, les voies du catabolisme de la testostérone
existent principalement dans le foie, mais aussi dans la peau et la prostate pour aboutir & son
¢limination dans les urines ou par la peau. Les voies métaboliques qui participent & la
dégradation de la testostérone sont trés actives puisque la demi-vie de la testostérone est de 12

minutes ; ce qui implique une synthése permanente par le testicule (Reveiller, 2008).

I1.2.4. Récepteurs des androgénes

Le récepteur des androgenes est une protéine intracellulaire qui fait partie de la grande
famille des facteurs de transcription 4 médiation hormonale. Le récepteur androgénique
facilite les actions biologiques des androgénes physiologiques tels que la testostérone et la 5
o-dihydrotestostérone. Le complexe androgéne-récepteur régule les réponses du
développement dans les organes sexuels annexes en modulant la transcription génétique
specifique de la synthése des RA (Nussey et Whitehead, 2001 ; Gayrard, 2007).
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IL.2.5. Role des androgénes dans la fonction de reproduction

Les androgenes jouent un role essentiel dans 1’apparition et le développement des
caracteres sexuels secondaires du maéle et aussi dans I’apparition et le maintien de la
spermatogenese.
Au cours du développement, le testicule feetal a un réle dans la morphogénése et exerce un
controle sur la différenciation des organes génitaux. Le développement des canaux de Wolff
et la régression des voies génitales femelles dérivées des canaux de Miiller sont induits par les
androgeénes (Gayrard, 2007).
Par conséquent, tout déséquilibre détermine une perturbation de la différenciation des voies
génitales externes, en particulier dans le cas d’une hyperandrogénémie (Gayrard, 2007).
Au cours de la puberté, la production des androgénes, de LH et de FSH augmente et les
cordons sexuels se creusent, formant les tubes séminiféres. Les cellules germinales
commencent a se différencier en spermatozoides. Pendant toute la vie adulte, les androgénes
et la FSH coopérent et agissent sur les cellules de Sertoli dans les testicules pour soutenir la

production continue de spermatozoides (Nussey et Whitehead, 2001).
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ITI. Généralités sur Pimmunohistochimie
II1.1 Principe de Pimmunohistochimie

L’immunohistochimie a pour but de révéler in sifu, sur préparations tissulaires ou
cellulaires, des antigenes (Ag) par I’intermédiaire d’anticorps (Ac) spécifiquement dirigés
contre ces antigenes.
L’Ac peut €tre conjugué a : 1/ une substance fluorescente, 2/ une enzyme (ex : peroxydase) et
3/ des particules métalliques (ex: ferritine), dont le but de mettre en évidence (visualiser) un
Ag, a I’aide d’une réaction Ag-Ac ; permettant ainsi de préciser sa topographie qui peut étre
soit : extracellulaire, membranaire ou intracytoplasmique (Figure 11) (Garaud et Roussel,
2007).

o,
M D
4

1 — Antigéne ; 2 - Anticorps primaire ; 3 - Anticorps secondaire ; 4 - Systéme révélateur
Figure 11: Schéma du principe de la réaction d’immunohistochimie (Heron, 2009)

IIL.2. Rappels des constituants de ’immunoréaction

e Antigéne

L’antigéne est toute substance susceptible d’induire une réponse immunitaire
spécifique. Cet antigéne comprend plusieurs déterminants antigéniques ou épitopes, dont la
configuration est complémentaire du site anticorps des mmunoglobulines qui leur
correspondent. Un antigéne est dit immunogéne s’il est capable d’induire la formation

d’anticorps (Gaulard et al., 2008).
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e Anticorps

Les anticorps (ou immunoglobulines) sont des glycoprotéines présentes dans le sérum
et les liquides interstitiels des mammifeéres. Ils sont produits quand le systéme immunitaire de
I’héte est au contact d’antigénes immunogenes et se lie de fagon spécifique a I’antigéne qui a
mduit leur production. IIs sont synthétisés et excrétés par les plasmocytes (Gaulard et al.,
2008).

- Structure d’un anticorps : Tous les anticorps sont formés de quatre chaines
polypeptidiques, deux chaines 1égeres (L) et deux chaines lourdes (H). Les chaines lourdes
peuvent tre de cing, déterminant cinq classes d’immunoglobulines (Ig) : IgG, IgA, IgM, IgD
et les IgE (Figure 12) (Garaud et Roussel, 2007).

En immunohistochimie, ce sont les Ac de classe IgG, puis IgM qui sont les plus
utilisés (Garaud et Roussel, 2007).
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Figure 12: Schéma de la structure d”un anticorps (Prisot, 2004)

Au niveau d’une molécule Ig, on distingue des régions variables et des régions
constantes. C’est extrémité des régions variables qui interagit avec 1’antigéne (Figure 12)
(Gaulard et al., 2008).
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e Liaison antigéne- anticorps

- La liaison antigeéne- anticorps est réversible

- Pavidit¢ d’'un Ac pour un Ag est fonction du nombre d’épitopes reconnus
par I’anticorps

- Spécificité : Les sites anticorps dirigés contre les déterminants d’un antigéne ne sont
pas complémentaires de ceux portés par un autre antigéne.

- Il peut se produire des réactions croisées car 1’antigéne peut posséder un ou
plusieurs épitopes en commun avec un autre antigéne, certain anticorps dirigés contre le
premier antigéne réagiront alors avec le deuxiéme antigéne.

Les anticorps utiles en immunohistochimie sont des anticorps de forte avidité et de

spécificité étroite (Gaulard et /., 2008).

IIL3. Etapes de préparation des tissus pour I’étude immunohistochimique
II1.3.1. Fixation

Définition : C’est la conservation des structures par adjonction d'une substance
chimique qui réagit avec le tissu et qui permet une conservation suffisante de celles-ci pour
permettre une étude morphologique observée en microscope photonique, ou ultrastructurale

observée en microscope €lectronique (Garaud et Roussel, 2007).

But : La fixation a pour but de figer les structures et immobiliser in sifu les antigénes,
afin que les structures ne soient pas endommagges, stabilise et préserve l'aspect structural ou
ultrastructural des échantillons (Garaud et Roussel, 2007).

Il n'existe pas de fixateur universel car certains épitopes sont résistants & certains
fixateurs, d’autres pas (en biologie moléculaire, on utilise ’AFA (Alcool-Formol Acétique)
car il préserve I’ADN (Garaud et Roussel, 2007).

e Principaux fixateurs :

- Formol : Tamponné a 10%. C’est une molécule de petite taille donc diffusion facile
dans les tissus. En théorie, 1 h pour un culot de cellules, 5 4 12h pour une petite biopsie, 24 h
pour une piéce macroscopique.

Le formol est un fixateur réticulant, il entraine la formation de liaison avec et entre les
protéines ce qui les rend insolubles ; il bloque les sites antigéniques et les masque et géne la
diffusion des réactifs (Garaud et Roussel, 2007).
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- Bouin : C’est un fixateur réticulant comme le formol. 1l fixe plus rapidement les
tissus que le formol, ainsi la durée de la fixation doit étre moins longue que celle préconisée
pour le formol. Ce fixateur n’est pas utilisé en Biologie Moléculaire car 1’acide picrique

fragmente les acides nucléiques (Garaud et Roussel, 2007).

- Alcool-Formol Acétique (AFA) : c’est un mélange de plusieurs fixateurs (alcool,
formol et acide acétique). L’AFA est un fixateur réticulant et précipitant trés rapidement.
Il conserve trés bien les acides nucl€iques mais la morphologie des tissus est altérée

(rétraction des tissus) (Garaud et Roussel, 2007).

Remarque sur la durée de fixation :

- Si la durée de fixation n’est pas suffisante, on est dans le cas d’une sous fixation,
ainsi il n’y a pas de conservation des épitopes. C’est un phénoméne irréversible.
- Si, par contre, la durée de fixation est trés longue, on est dans le cas d’une sur

fixation. En effet, les épitopes sont fortement masqués. C’est un phénoméne réversible.

II1.3.2. Déshydratation

La déshydratation est élimination de I’eau des échantillons fixés, par passage dans des
bains d’alcool de concentration croissante puis dans un solvant organique (toluéne, benzéne,
xyléne) liquide intermédiaire miscible dans la paraffine (André et al., 2008). Plusieurs

solvants peuvent étre utilisés dans cette étape dont les plus utilisés sont les alcools.

- Alcools et cétones : Leurs action principale est de déshydrater les tissus. Ensuite, ils
permettent la pénétration des milieux d'inclusion non miscibles a 1'eau (comme la paraffine
par exemple) (André et al., 2008).

Remarque : 1.es molécules non fixées seront extraites dans les solvants de déshydratation ;
ce qui peut étre, un inconvénient (disparition d'antigénes) ou un avantage (le tissu devient
plus perméable) selon ce que I'on veut mettre en évidence.

L’éthanol est le fixateur et 'agent de déshydratation le plus courant. L'acétone et le

méthanol sont moins souvent employés, mais ils donnent aussi d'excellents résultats (Garaud
et Roussel, 2007).
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IIL.3.3. Inclusion en paraffine

e Définition : C’est I’'imprégnation d'un tissu par un milieu capable de durcir et de
donner un bloc a partir duquel on peut effectuer des coupes au microtome (André et al.,
2008).

e Principe : Les tissus sont hydratés; ils ne peuvent donc pas étre imprégnés
directement par la paraffine. On doit avoir recours & une déshydratation par des alcools de
plus en plus purs. Puis les prélévements sont passés dans un solvant organique (toluene,
xyléne ou benzene) miscible avec la paraffine. Enfin, les prélévements sont imprégnés dans
la paraffine liquide a chaud (Gaulard et al., 2008).

II1.3.4. Confection des blocs de paraffine

Les tissus imprégnés sont placés au fond d’un moule métallique au quels on ajoute de
la paraffine liquide & 60°C. Puis I’ensemble est déposé sur une plaque réfrigérée qui va
permettre la solidification du bloc (Garaud et Roussel, 2007).
Remarque : Cette derni¢re étape de la confection des blocs de paraffine est fondamentale

pour l'orientation du prélévement au centre du moule.

IIL3.5. Coupe au microtome
e Définition : C’est la réalisation de coupes fines du tissu a 1’aide d’un microtome (3

a7 um d’épaisseur) (Garaud et Roussel, 2007).

e Etalement des coupes

Les coupes en paraffine sont étalées sur des lames silanées (Exemple : lames
Superfrost plus) apres avoir déposé de 1’eau distillée chaude sur une platine chauffante pour
faire disparaitre les plis. Par la suite, les coupes étalées sont séchées a I'étuve avant d'étre
déparaffinées. On peut les stocker telle quelles pendant longtemps dans une boite de
rangement a température ambiante (Gaulard et a/., 2008).

I11.3.6. Déparaffinage et hydratation
Les lames étalées et séchées doivent &tre déparaffinés puis hydratées pour permetire

I’immunoreaction des antigénes avec leurs anticorps respectif au sein d’un tissu (Figure 13).
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Figure 13 : Batterie de déparaffinage et d’hydratation (Schéma personnel)

I1.4. Etapes d’immunohistochimie (ou immunoréaction ou IHC) proprement dite

- Les étapes de la technique d’immunohistochimie sont les suivantes :

II1.4.1. Démasquage antigénique
Le démasquage antigénique permet I’acceés des anticorps a I’antigéne masqué et se

fait de deux manicres en fonction de la localisation de I’antigéne (Garaud et Roussel, 2007).

e Démasquage enzymatique par utilisation

- Surtout des protéinases (incubation 5 a 10 min. ; a T® ambiante)

- Aussi des trypsines, pronases et pepsines.

L’efficacit¢ du démasquage enzymatique est variable selon la localisation de
I’antigéne ; car il peut fragmenter les épitopes ou fragmenter le réseau protéique (Garaud et
Roussel, 2007).

e Démasquage par la chaleur
Il est simple et fiable par augmentation de I’intensité du marquage et réduction du
bruit de fond, il existe 3 méthodes :

a/ Démasquage au micro-onde : les étapes de cette méthodes sont :
- Les lames réhydratées sont immergées dans la solution de démasquage a T°
ambiante et le bac est passé au micro-onde.
- 2 a 4 passage de 5 min_; selon la puissance du micro-onde.
- Toujours le méme nombre de lames (compléter avec des lames blanches si

nécessaire).
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- Toujours le méme nombre de bacs.

- Compléter le niveau entre deux passages avec de I’eau distillée chaude si
évaporation; avec tampon chaud.

- Refroidissement sur paillasse pendant 20 min. (important car pendant ce temps la
réaction se poursuit.

- Ringage a I’eau distillée et les lames peuvent rester ainsi plusieurs heures.

- Refroidissement sur la paillasse pendant 20 min. (Garaud et Roussel, 2007).

b/ Démasquage a la cocotte minute : sc déroule comme suit :
- Cocotte remplie au 2/3 de solution de démasquage ou remplie d’eau, la solution de
démasquage étant dans un bac (moins de décollement).
- Lames sont ensuite immergées dans la solution bouillante.
- Une fois la cocotte sous pression (entre 2 a4 10 min.), on laisse refroidir le bac
contenant les lames, pendant 20 min., sur la paillasse.

- Ringage des lames avec de ’eau distillée (Garaud et Roussel, 2007).

Remarque : 11 faut que ce soit toujours la méme personne qui démasque, sinon les résultats

ne seront pas reproductibles.

¢/ Démasquage au bain marie : les étapes sont les suivantes :
- Solution de démasquage préchauffée a 98°C.
- Lames immergées dans la solution chaude pendant 20 4 40 min.
- Refroidissement sur la paillasse pendant 20 min.
- Ringage avec de I’eau distillée (Garaud et Roussel, 2007).

Remarques :
> Les avantages et inconvénients de chaque méthode du démasquage antigénique par la
chaleur sont présentés dans le tableau L
> Effet secondaire du démasquage par la chaleur est la réactivation des biotines
endogenes.
On peut bloquer les biotines endogenes, si nécessaire, avec un bloquant des biotines, ou
avec un systeme de visualisation n’utilisant pas I’avidine — biotine (Garaud et Roussel,
2007).
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Tableau I : Avantages et inconvénients des différentes méthodes de démasquage par la

chaleur
Méthodes Avantages Inconvénients
Mlcro-oyde Rapide Non reproductible
Homogens (2 2 3%5 min.) Décollement
(100°C) ’
Cocotte minute (I§a Iflliif) Reproductible
(120°C) o \ Décollement
T° homogene
Bain marie Homoesne Reproductible
(95-97°C) g Plus long (20 4 40 min.)

d/ Facteurs influencant la qualité du démasquage par la chaleur

Les principaux facteurs influencant la qualité du démasquage sont :

< La durée du démasquage est fonction de :

- La température : Plus la température est élevée, plus le démasquage est rapide.

- La durée de fixation : S’il y’a sur fixation, la durée de démasquage est augmenteée.

- La nature du fixateur utilisé.

Il faut calibrer la technique de démasquage sur un cas sur fixé pour éviter les fausses

négativités éventuelles (Garaud et Roussel, 2007).

< pH de la solution

- Pour la plupart des Ac, le pH de la solution influence peu la qualité des résultats.

- Dans la majorité des cas, un tampon citrate & pH = 6 est utilise.

Mais certains Ac nécessitent un pH de 9,9 comme par exemple les récepteurs des androgenes

(Garaud et Roussel, 2007).

< Nature de la solution tampon préconisée

- Tampon Citrate (1,01 M; pH=6)
- Tampon EDTA (Ethyléne Diamine Tetracetique Acide) (0,01 M; pH = 8)
- Tampon Tris EDTA (pH = 9,9)
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II1.4.2. Blocage des sites non spécifiques

Le blocage des sites non spécifiques est leur saturation avec des produits de nature
protéique comme la BSA (Bovin Serum Albumin), I’ovalbumine ou le sérum non immun
avec une dilution variant entre 0,1-10 % (Garaud et Roussel, 2007).

Pour un maximum d'efficacité, le sérum non immun doit étre de méme espéce que
I'anticorps secondaire. En effet, les protéines (en particulier les immunoglobulines du sérum
non immun) se fixent de maniére non spécifique sur le tissu, en empéchant l'anticorps
primaire de s'y fixer. L'anticorps secondaire ne peut se fixer sur les immunoglobulines du

sérum non immun de méme espéce que ’espéce de ’anticorps primaire (Garaud et Roussel,
2007).

I11.4.3. Anticorps primaire
L’immunohistochimie nécessite des anticorps primaires de type polyclonaux ou

monoclonaux spécifiques a la mise en évidence d’un Ag (Figure 14) (Garaud et Roussel,
2007).

e Anticorps polyclonaux

Ceux-ci sont fabriqués en injectant ’antigéne le plus purifié possible 4 un animal
(lapin, chévre, mouton, cochon,...) et en recueillant ensuite le sérum riche en anticorps. 11
s’agit en fait d’un antisérum, comportant un mélange d’anticorps reconnaissant diverses
parties (€pitopes) de la molécule d’antigéne (Figure 14), mais aussi les impuretés de la
préparation antigénique. On peut cependant augmenter leur spécificité en se débarrassant des
molécules d’anticorps indésirables (dirigés contre les impuretés) (Gaulard et ., 2008).

Anticorps Anticorps
polyclonaux monoclonaux
ATy
\}t\;\ anticoros
E‘$§ ?.3@& épitome__ \\{%“'
S ey & Yy =
w \‘} ‘5‘\» "/ N
s Angene Py 4 Antigine >
N >, p % /d
hd g\.,%g .
gt 0

Figure 14 : Représentation schématique des anticorps polyclonaux et monoclonaux
(Tosi et al, 2007)
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o Avantages

- Plusieurs Ac contre un seul Ag
- Plus « sensible »

- Fixation moins critique

- Mise en ceuvre rapide (Anonyme).

o Inconvénients
- Spécificité moindre : reconnait différents déterminants d’un méme Ag
- Affinité et spécificité variables suivant le lot des anticorps vendu dans le commerce

(Anonyme).

e Anticorps monoclonaux

Etant le produit d’un seul clone de lymphocytes B, les anticorps monoclonaux
consistent en une population de molécules d’anticorps toutes identiques dirigées contre un
seul épitope (spécificité élevée) (Figure 14). Leur production découle de la technique des
hybridomes. IIs sont habituellement fabriqués chez la souris (Gaulard et a/., 2008).

o Avantages

- Mono spécifique (un épitope)

- Affinité homogéne

- Production possible d’anticorps contre n’importe quelle protéine de la cellule, méme
si elle n’est pas purifiée (on peut sélectionner le clone produisant un anticorps donné).

- Production réguli¢re, sans variabilité, en grandes quantités (immortalité¢ du clone)
(Anonyme).

o Inconvénients
- Réalisation plus difficile.
- Plus grande sensibilité a la qualité de la fixation.

- Probléme de la conservation des anticorps (Anonyme)
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IT1.4.4. Révélation de ’immunoréaction

Il existe deux méthodes : méthodes directe et méthodes indirecte.

A) Méthodes directe

L’Ac primaire est directement couplé au systéme révélateur (Figurel5) (Garaud et

Roussel, 2007).
Fluorochrome
"‘" Anticorps 1

— . Antigénes 1

Figure 15 : Représentation schématique d’une immunoréaction directe (Schéma personnel)

B) Méthodes indirecte

La fixation de I’Ac primaire sur I’Ag est révélée grice a I’incubation d’un Ac

secondaire couplé au systéme révélateur (Garaud et Roussel, 2007).

11 existe 3 systémes :

o Systéme Peroxydase Anti Peroxydase (PAP)
Cette méthode utilise 3 réactifs :

- Ac primaire

- Ac secondaire

- Un complexe PAP (Figure16)
PAP
Anticorps 2
> de liaison
Anticorps 1

_;_" Antigénes 1

Figure 16 : Systéme Peroxydase Anti Peroxydase (PAP) (Schéma personnel)
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L’ Ac primaire et le complexe PAP sont issus de la méme espéce pour pouvoir étre pontés par

le méme anticorps de liaison.

o Systéme Alcaline Phosphatase Anti Phosphatase (APAAP)
Meéme principe que PAP mais la différence repose sur : Ac primaire est monoclonal

ce qui permet la détection d’Ag (Figure 17).

cece APAAP

Y,
Anticorps 2

>_ de liaison

Anticorps 1
X 1 Antigénes 1

Figure 17: Syst¢tme APAAP (Schéma personnel)

L’ Ac primaire et le complexe APAAP sont issus de 1a méme espece pour pouvoir étre pontés

par le méme anticorps de liaison.

o Les systémes faisant appel au couple Streptavidine / Biotine (ou Avidine /
Biotine)

Ces systémes sont : Le systéme Biotine - Avidine - Peroxydase et le syst¢tme Avidine
Biotine Complex (ABC). Ils reposent sur le fait que, la streptavidine et/ou I’avidine
reconnaissent la biotine avec une affinité.

La biotine (vitamine B8 ou H) est une petite molécule facile a se fixer sur une protéine.

La streptavidine (protéine isolée d’un saccharomyce) et I’avidine (glycoprotéine isolée des
ceufs) sont les plus souvent utilisées. Elles présentent 4 sites de liaison a la biotine ; elles
peuvent donc €tre utilisées comme picce intermédiaire servant a lier des protéines biotinylées
(Figures 18 et 21) (Coons et al., 2006).
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L "avidine comporte 4 sites de liaison 4 la biotine

[/A \\ Peroxydase
. 4

Avidine
Ou
Streptavidine

Figure 18 : Schéma de Ia Streptavidine (Avidine), Biotine, Peroxydase
(Coons et al., 2006)

- La peroxydase peut étre directement lide 3 I’avidine (Figure 19).

- L’Ac secondaire est biotinylé. On ajoute ensuite une streptavidine couplée a un
traceur.

- I est possible de biotinyler les protéines sans leur faire perdre leur activité
(Figure 20).

" VAN O1e

Anticorps
Secondaire
Anticorps / \
Secondaire ) / \
Anticorps
Primaire

&
Figure 21 : Systéme Biotine -

Avidine-Peroxydase (Coons et al.,
al., 2006) al., 2006) 2006)

Figure 19 : Avidine Figure 20 : Anticorps
Peroxydase (Coons et secondaire biotinylé (Coons et

- La peroxydase peut étre elle-méme biotinylée et forme avec I’avidine, un

complexe comportant de nombreuses molécules d’enzyme qui peuvent se lier 4 un Ac

secondaire biotinylé. Ce complexe constitue le systéme ABC (Figure 22) (Coons et al.,
2006).
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< o 1 g ,

ii;‘.-/

La peroxydase biotinylée

Svsteme ABC

t Avidin biotin complex

Figure 22 : Systéme Avidine Biotine Complex (ABC) (Coons et al., 2006 modifi¢)

o Avantages

- La liaison biotine — streptavidine est irréversible (covalente).

- Amplification considérable possible.

- Intérét de la streptavidine : point isoélectrique neutre (Garaud et Roussel, 2007).

o Inconvénients

- Bruit de fond.

- Biotines endogenes.

- L’avidine est chargée positivement. On observe quelque fois un marquage de

molécules chargées négativement (Garaud et Roussel, 2007).

e Les différents types de traceurs

- Les traceurs utilisés dans la technique d’immunohistochimie sont de deux types :
o Traceurs fluorescents sont résumés dans le tableau II :

Tableau IT : Les différents traceurs fluorescents

Fluorochromes Couleur

Fluorescéine Verte

Rhodamine Rouge
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< Avantages : Sensibilité supérieure des fluorochromes.

< Inconvénients

- Nécessite un équipement particulier (microscope a fluorescence).

- Probléme de «fading» ou photoblanchiment c'est-a-dire que sous forte
illumination, la molécule de fluorescence est détruite. Donc, le fluorochrome perd de son
activité au cours du temps et doit étre stocké a I’abri de la lumiére a 4°C (Garaud et Roussel,
2007).

o Traceurs enzymatiques :

Les traceurs enzymatiques sont résumés dans le tableau II1.

Tableau III : Les différents traceurs enzymatiques (Gaulard et a/., 2008)

Enzyme Chromogeéne Couleur Remarques

Permanent (insoluble en milieux

DAB Marron organique) et augmentation de la
Peroxydase durée du marquage.
Non permanent (si déshydratation, il
AEC Rouge # o ( Y
y a solubilisation du traceur).
Phosphatase NBT ou BCIP Marron Permanent
alcaline Fast Red Rouge Non permanent

DAB : Diaminobenzadine ; AEC : 3-Amino, 9- Ethyl Carbazole ; NBT : Nitro — Bleu —
Tetrazolium ; BCIP : Bromo —Chloro —Inodolyl- Phosphate

o Avantages

- Visualisation aisée, microscopie optique.

- Grande sensibilité.

- Différentes couleurs et contres colorations.
- Stables si déshydratées.

- Double marquage avec vision simultanée (Garaud et Roussel, 2007).
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Résine synthétique

Lamelle

Lame en verre

Figure 24 : Montage lame — lamelle (Mark, 2006)

A la fin de la technique d’immunohistochimie on dispose d’une « Préparation
microscopique» (appelée « lame ») préte a étre observée au microscope photonique (Mark,
2006)

I11.4.8. Observation au microscope photonique
L’observation de la lame préparée se fait & 1’aide d’un microscope photonique ou

d’un microscope a fluorescence.

Remarques :

Les résultats dépendent de plusieurs étapes en amont & commencer par la fixation, en
particulier sa durée et le type de fixateur.

D'autres facteurs sont capitaux, notamment la dilution de l'anticorps et le mode de
démasquage antigénique.

Il est indispensable de s'assurer, par des témoins positifs et négatifs pour la fiabilité
des résultats d’immunoréaction. La coloration est stable et peut étre analysée a tout moment,
méme plusieurs années apres (€tudes rétrospectives possibles) lorsque qu’on utilise le
chromogene qui est la DAB. De méme, le bloc de paraffine archivé peut étre recoupé et

donne la possibilité de réactions complémentaires ultérieures (Heron, 2009).

II1.4.9. Les paramétres a métriser

De nombreux paramétres sont pris en considération dans la technique

d’immunohistochimie, a savoir :
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s Type de tissus
- Tissus riches en biotines endogenes.
- Tissus riches en peroxydases endogenes.
- Tissus riches en phosphatases endogeénes.

- Tissus fortement irrigués = Ig circulants.

« Conservation de I’antigéne (au moment de la fixation)
- Conservation des lames
- Fixation adaptée a I’échantillon : temps et type de fixateur.
- Démasquage appropri€ : pH =6 ou pH =9,9.

< Anticorps primaire
- Monoclonale ou polyclonale.
- Espece hote.
- Isotype de I’anticorps.
- Dilution recommandée.

- Démasquage recommandé.

< Systéme de révélation
- Spécificité de 1’anticorps secondaire.
- Enzymes utilisées.
- Chromoggne.

- Sensibilité (Garaud et Roussel, 2007 ; Gaulard et al., 2008).

Remarques trés importantes a retenir

e Importance des témoins négatifs : il faut toujours ajouter des lames contenant un
témoin négatif.

e Utiliser un anticorps secondaire anti-espece de 1’anticorps primaire.

e Ne jamais laissé sécher 1’échantillon : Travailler toujours en chambre humide.

¢ Remettre les anticorps au réfrigérateur (4°C) immédiatement aprés utilisation.
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1. Matériel animal
1.1. Description de la race D’Man
C’est une race qui a pris de I’importance ces derniéres années en raison de sa
prolificité €levée, de sa trés grande précocité et de sa faculté a donner naissance 3 plusieurs
agneaux. La brebis peut avoir jusqu’a cinq agneaux en une seule portée. Cette race trés
rustique qui supporte tres bien les conditions sahariennes est répandue dans le Sahara du Sud
Ouest Algérien. On la trouve a Béchar, Saoura, Gourara, Touat et El-Meniaa (Chellig, 1992).

Elle est caractérisée par :
- Une laine : grossiére 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 comes: Petites, fines, ou n’existant pas
- Des oreilles: Grandes et pendantes
- Un profil : Convexe
- Une queue : Fine, longue a extrémité
blanche

- Une Taille : Petite, conformation Figure 25 : Agneau de race D’Man (Photo
défectueuse (Figure 25) (Chellig, 1992). personnelle)

1.2. Protocole expérimentale

Notre travail a port¢ sur des agneaux de race D’Man €levés en bergerie de la station
expérimentale d’El-Meniaa (30° 34” N., 02° 52° E.), 4gés de 2 4 5 mois, 3 agneaux ont été
utilisés pour chaque age.

Les testicules ont été prélevés aprés I"abattage des agneaux (Figure 26). Un fragment
du testicule est prélevé comme le montre la figure 26 pour étre utiliser dans notre étude
immunohistochimique pour la localisation des récepteurs aux androgénes au cours de la

croissance.
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A : Testicule avec I’épididyme entier; B: Méthode de séparation du testicule de
I’épididyme ; C : Différentes parties de 1’épididyme (Ep : épididyme proximal ; Ec : corps
de I’épididyme ; Ed : épididyme distal) ; D : Prélévement d’un fragment du testicule

Figure 26 : Etapes du prélévement des testicules (Photos personnelles)

1.3. Le protocole utilis¢é pour la mise en évidence des récepteurs des androgénes :
Immunohistochimie
Notre travail a ét€ réalisé au niveau du Laboratoire de Recherches sur les Zones
Arides (LRA), écophysiologie et endocrinologie animale (USTHB, Alger).
Le protocole d’immunohistochimie est divisé en deux étapes :

- Premiére étape : Préparation des prélévements par la technique d’histologie

e Les tissus prélevés sont immédiatement placés dans des cassettes en plastique
portant les références de 1’animal (Figure 27).

e Les cassettes sont immergées dans le fixateur (Formol du commerce dilué a

10 %) pendant plus de 24h (Figure 28).
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/ ®
Figure 27 : Prélévement dans une cassette Figure 28 : Cassettes immergées dans le
portant les références de I’animal (Photo fixateur (Photo personnelle)

personnelle)

e En suite, Les prélévements fixés sont déshydratés et éclaircit comme suit :
o Alcool 70° : 30 min.
o Alcool 96° : 45 min.
o Alcool 96° : 1h
o Alcool 100° : 1h
o Alcool 100° : 1h 30 min.
o Toluéne : 30 min.
o Toluéne : 45 min.
e Les prélevements déshydratés sont imprégmés dans les différents bains de
paraffine :
o Paraffine : 15 min.
o Paraffine : 30 min.
o Paraffine : 1h
o Paraffine : 1h30 min.
e Par la suite, les prélévements testiculaires sont inclut en paraffine pour
confectionner des blocs de paraffine, dont les différentes étapes sont les suivantes :
o Metire le prélevement au fond du moule métallique (choisir le moule selon la
taille du prélevement (Figure 29)).
o Couler la paraffine liquide a chaud (56°C).
o Immobiliser le prélévement au milieu du moule (Figure 30).
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Figure 29 : Moules métalliques (Photo personnelle)

o Laisser refroidir jusqu'a durcissement et obtention d’un bloc de paraffine
(Figure 31).

Figure 30 : Immobilisation du prélévement Figure 31 : Blocs de paraffine
au fond du moule métallique (Photo (Photo personnelle)
personnelle)

e Aprés la confection des blocs, les prélévements sont coupés au microtome avec une
épaisseur de coupe de 5 um (Figure 32).
e Le ruban obtenu est déposé sur un plateau ; puis a l'aide d'un scalpel, on sélectionne

les meilleures coupes (Figure 33).

s

Figure 32 : Coupe au microtome type Leica Figure 33: Etalement du ruban de coupe
(Photo personnelle) sur un plateau (Photo personnelle)
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e Afin de ne pas laisser de plis, les coupes sélectionnées sont déposées dans un bain-
marie (42°C) (Figure 34).

e Ensuite, les coupes sont récupérées sur une lame silanée de type « Superfrost plus »
(Figures 35 et 36).

>
[y
§
Figure 34 : Coupe flottante dans le bain- Figure 35 : Récupération de la coupe

marie (Photo personnelle) a I’aide d’une lame (Photo personnelle)

{

Remarque : On utilise des lames spéciales pour I’immunohistochimie. Ces lames permettent
une adhésion sur le verre, grice 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 :
e Un déparaffinage et une hydratation (Figure 37) des prélévements comme suit
o CyclohexaneI: 10 min.
o Cyclohexane II : 10 min.
o Ethanol 4 95° : 5 min.

o Ethanol a 70° : 1 min.
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o Eau courante : passage jusqu'a disparition du trouble.
Les différentes étapes de I’immunomarquage indirect sont les suivantes :
e Les coupes déparaffinées et hydratées sont rincées au PBS (Figure 38 et 39)
e I’exces de PBS est enlevé par égouttage des lames sur du papier absorbant
e Les étapes du démasquage des sites antigéniques sont les suivantes :

o Agiter la solution de démasquage (Figure 40) (tampon citrate, pH = 6) et
prélever 15 ml et les diluer dans 1,6 litre d’eau distillée.

o Mettre le mélange dans la cocotte-minute (Figure 41) et mettre & bouillir sur
plaque chauffante.

o Mettre les lames dans un portoir métallique. Immerger les lames dans la
solution de démasquage bouillante et fermer la cocotte-minute.

o Une fois la cocotte-minute sous pression (Figure 42), laisser 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.

o Ouvrir la cocotte-minute et laisser refroidir pendant 30 min.

o Récupérer le portoir avec une pince en bois.

o Runcer les lames au PBS pendant 5 min.

e Apres le démasquage, incuber les lames dans le mélange PBS+H, O, a 3%
pendant 5 min.

e Rincer au PBS

e Entourer les coupes avec une résine hydrophobe (Dako-pen) et les placers dans une

chambre humide sur un agitateur va et vient (Figure 43).
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Figure 37 : Batterie de déparaffinage Figure 38 : Bacs de ringage au PBS (Photo
(Photo personnelle) personnelle)
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Figure 39 : Solution de PBS (Photo Figure 40 : Solution de démasquage (Photo
personnelle) personnelle)

Figure 41 : Cocotte minute « SEB » Figure 42 : Cocotte minute sous pression
(Photo personnelle) (Fléche jaune) (Photo personnelle)

Figure 43 : Chambre humide sur un agitateur va et vient (Photo personnelle)

e Incuber les lames dans du sérum de cheval (Réactif jaune du kit VECTASTAIN)
(Figure 44) a température ambiante, pendant 10 min.
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e Les biotines endogenes sont bloquées par le kit de blocage (Avidin/Biotin Blocking
KIT) (Figure 45) : incuber les coupes avec la solution Avidine D pendant 15 min. Rincer
brieévement avec le PBS ; incuber pendant 15 min. avec une solution Biotine (Figure 39).

e Rincer au PBS.

e L’anticorps primaire anti-récepteurs aux androgenes de type polyclonale, produit
chez le lapin, est dilué au 1/200 (AR N-20 : sc — 816, Santa Cruz) ; puis appliqué pendant une
nuit & 4°C.

¢ Rincer au PBS, 2x5 min. L’anticorps secondaire biotinylé, produit chez le cheval,
est appliqué (Réactif bleu du kit VECTASTAIN) (Figure 44) pendant 30 min. a température
ambiante.

e Rincer au PBS : 2x5 min.

e Appliquer le complexe Streptavidine-Peroxydase pendant 30 min. 4 température
ambiante (Réactifs gris du kit VECTASTAIN) (Figure 44).
e Rincer au PBS : 2x5 min.

Figure 44 : Kit VECTASTAIN (A) et les réactifs (B) du kit VECTASTAIN (Photos
personnelles)
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Figure 45 : Kit de blocage des biotines endogénes(A) et produits (B) du kit (Photos
personnelles)
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e Le chromogeéne utilisé est la DAB. Il est déposé sur les différentes coupes.
L’apparition du marquage est controlée sous le microscope photonique.
e Rincer a I’eau distillée.
e Contre colorer 4 I’hématoxyline pendant 10 secondes.
¢ Rincer 4 I’eau du robinet (c’est le pH alcalin de ’eau du robinet qui fait bleuir
I’hématoxyline).
e Déshydrater les lames comme suit :
o Ethanol a 70° : 2 min.
o Ethanol a 95° : 5 min.
o Ethanol a2 100°:5 a 10 min.
o Butanol : 5 min.
o Cyclohexane : 10 min.
e Déposer une goutte de liquide de montage « Eukitt » sur la lamelle (Figure 46).
Puis, appliquer la lamelle sur la lame en évitant la formation des bulles d’air. Enfin, la lame
montée est préte a étre observée (Figure 47).
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Figure 46 : Liquide de montage Figure 47 : Lame préte a étre observée

« Eukitt » (Photo personnelle) (Photo personnelle)

®Les lames montées sont séchées 4 Iair libre, puis observeés au microscope

photonique (Figure 48).
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Figure 48 : Microscope photonique

e Validité de la technique d’immunohistochimie
Au cours de notre technique, des controles négatifs sont insérés pour confirmer
I’immunomarquage observé. Les coupes qui servent de contrdles négatifs ont subit les mémes
¢tapes que notre prélévement sauf que 1’anticorps primaire anti-récepteurs aux androgénes est

remplacé par le PBS.
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Les résultats d’immunohistochimie des récepteurs aux androgeénes vont servir d’une
part a la localisation des RA au niveau testiculaire et d’autre part 4 la détermination de I’age a
la puberté des agneaux de race D’Man, 4gés de 2 4 5 mois.

1. Structure histologique des testicules au cours de la croissance
Avant de décrire la structure histologique des testicules au cours de la croissance, on
explique I’observation histologique de chaque type de cellules observé dans le testicule
(Figures 49 et 50).
- Les gonocytes apparaissent comme de volumineuses cellules localisées en position
centrale dans les tubes séminiféres. Leur noyau, en position centrale, contient de
I’hétérochromatine et un ou deux nucléoles.

- Les cellules de Sertoli occupent un grand volume au niveau des tubes séminiferes.

Ces cellules sont localisées a la périphérie des tubes séminiféres. Ces derniers sont délimités
par une lame basale. Leur noyau ovoide est caractérisé par une hétérochromatine, contenant
un ou deux nucléoles.

- Les cellules myoides péritubulaires ont une forme allongée, semblable aux fibres

musculaires lisses.
- Le tissu interstitiel est observé entre les tubes séminiféres ; il est constitué par des

cellules somatiques, de type cellules de Levdig, qui apparaissent comme de larges cellules

rondes groupées autour des vaisseaux sanguins. Les cellules de Leydig ont un noyau en

position centrale et renferment une hétérochromatine.

Les coupes transversales des testicules des agneaux de race D’Man montrent

I’évolution des structures histologiques des testicules au cours de I’4ge (Figures 49 et 50).

e A I'dge de 2 mois, les tubes séminiféres, se présentent a 1’observation
microscopique comme des tubes pleins sans présence de la lumiére centrale (Figure 51). Les
gonocytes peu nombreux, localisés au centre des tubules, sont les seules cellules germinales
observées. La partie périphérique des tubes séminiféres est occupée par les cellules de Sertoli
(Figure 49).

A cet dge, I’espace intertubulaire est occupé par un tissu interstitiel trés abondant. L ensemble

des structures observées, est délimité par un tissu conjonctif formant I’albuginée.
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e A partir de I’4ge 3 mois et jusqu'a 5 mois, une distincte lumiére centrale est
observée au centre des tubes séminiféres. Les cellules spermatogénétiques ont migrées vers la
périphérie des tubes séminiféres. Ces derniers sont délimités par une lame basale (Figure 50).

Les cellules du tissu interstitiel, de type cellules myoides péritubulaires, délimitent
extérieurement la lame basale. Le tissu interstitiel occupant ’espace intertubulaire est peu
abondant (Figure 50).

g e

Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; S : Sertoli ;
G : cellule germinale.

Figure 49 : Histologie des coupes transversales des testicules des agneaux dgés de 2 mois.
Coloration Azan (A :x400 ;B : x 1000)

Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; S : Sertoli ;
L : Lumiere ; CG : cellule germinale ; <> : Epithélium séminifére.

Figure 50 : Histologie des coupes transversales des testicules des agneaux 4gés de 4 mois
Coloration Azan modifiée (A : x 400 ; B : x 1000).
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2. Analyse de 'immunomarquage des récepteurs aux androgénes au niveau des

testicules

Aprés I’'immunomarquage des récepteurs aux androgénes, 1’observation au microscope
photonique des coupes de testicule des agneaux de race D’Man, montre une réaction positive
entre les récepteurs aux androgénes et 1’anticorps anti-récepteurs aux androgénes utilisé dans
notre travail.

Ce marquage est observé a la fois dans le compartiment interstitiel et dans 1’épithélium
séminifére (Figures 51, 52, 53 et 54).

- Dans le compartiment interstitiel : le marquage spécifique des RA se trouve au niveau de

quelques cellules de Leydig dont I’intensité de marquage varie d’une cellule 3 autre et

méme entre deux cellules adjacentes.

- Dans le compartiment tubulaire, la localisation des RA est observée aux niveaux des
NOyaux :

e Des cellules de Sertoli,

e Des cellules de la lignée germinale,

e Des cellules myoides péritubulaires.

Au cours de la technique d’immunomarquage des coupes de testicule, des contrdles
négatifs ont été utilisé pour connaitre si I’anticorps primaire se lie de facon spécifique sur son
antigéne. L’ observation microscopique des lames utilisées comme contrdle négatif ne montre
aucun marquage au niveau des cellules des deux compartiments testiculaires interstitiel et
tubulaire (Figure 55).

Nos résultats sont validés par la présence de ce controle négatif ; car d’aprés Suarez-
Quian et al. (1997), la validité¢ des résultats d’une étude immunohistochimique repose
essentiellement sur la qualité¢ des contrdles effectués comprenant a la fois des controles

positifs et négatifs.
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Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; C : capsule
conjonctif ; S : Sertoli ; G : cellule germinale;="*- : Tube séminifére ; (A : x 400 ; B : x 1000)

>
--------

Figure 51: Immunolocalisation des récepteurs aux androgénes au niveau des coupes

transversales de testicules des agneaux de race D’Man, 4gés de 2 mois.



Résultats 47

Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; S : Sertoli ; L : Lumiére ; G : cellule germinale
(C:x400;D:x 1000)

Figure 52: Immunolocalisation des récepteurs aux androgénes au niveau des coupes

transversales de testicules des agneaux de race D’Man, 4gés de 3 mois.
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Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; S : Sertoli ; G :
cellule germinale ; ES : Epithélium séminifére ; Spz : Spermatozoide (E : x 400 ; F : x 1000)

Figure 53 : Immunolocalisation des récepteurs aux androgénes au niveau des coupes transversales de
testicules des agneaux de race D’Man, 4gés de 4 mois.
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Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; S : Sertoli ;
G : cellule germinale (G : x 400 ; H: x 1000)

Figure 54: Immunolocalisation des récepteurs aux androgénes au niveau des coupes
transversales de testicules des agneaux de race D’Man, 4gés de 5 mois
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Ti : Tissu interstitiel ; CL : cellule de Leydig ; M : cellule péritubulaires myoides ; S : Sertoli ;
G : cellule germinale (I : x 1000)

Figure 55 : Coupe transversale des testicules d’agneau 4gé de 2 mois : Controle négatif
(x 1000)

L’ensemble des résultats obtenus révele que les récepteurs aux androgénes détectés
par immunohistochimie sont localisés uniquement dans le noyau des cellules testiculaires
(cellules de Leydig, cellules de Sertoli, cellules germinale et les cellules myoides
péritubulaires) au cours du développement du testicule des agneaux 4gés de 2 & 5 mois
(Figures 51, 52, 53 et 54).
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Les résultats obtenus au cours de notre travail sont discutés par rapport a quelques
données rapportées par d’autres auteurs chez d’autres especes.

La description des structures histologique observé chez 1’agneau a savoir les cellules
germinale et les cellules somatiques décrites dans notre travail, est identique a celle rapporté
par Courot (1962; 1971) et Herrera — Alarcon (2007) chez la méme espéce.

A I’age de 2 mois, les tubes séminiferes pleins (sans lumiére centrale) témoignent que
les agneaux sont impuberes car les cellules de la lignée germinale sont indifférenciées. Ce
méme résultat est rapporté chez les autres mammiféres (Attal et Courot, 1963 ; Hauchereau de
Reviers, 1963 ; Joffre, 1977 ; Hauchereau de Reviers et Perreau., 1997), en particulier chez
les ovins (Courot, 1962; 1971 et Herrera — Alarcon, 2007).

A partir de I’age de 3 mois, 1’apparition de la lumiére au centre des tubes séminiféres
témoigne que les agneaux utilisés au cours de notre expérimentation sont pubéres. Un résultat
similaire a €t€ obtenu chez la méme espéce vivant dans le méme biotope (Boukenaoui, 2001).
Russel et al. (1989) expliquent que 1’apparition de la lumiére est une conséquence d’une
sécrétion €levée et d’une accumulation de liquide tubulaire produit par les cellules de Sertoli.
La présence de cette lumiére dans les tubes séminiféres témoigne que le processus de
développement et de différenciation de 1’épithélium séminifére est fonctionnel et la formation
du systéme jonctionnelles, de type tight juntions, entre les cellules de Sertoli adjacente est
mise en place (Russel et al., 1989).

Nos résultats d’immunomarquage des prélévements testiculaires des agneaux de race
D’Man ont montré différentes localisations de ces récepteurs dans le compartiment interstitiel
et dans le compartiment tubulaire. En effet, Zhou et al. (2002) a rapporté 1’existence d’une
variation considérable dans la localisation des récepteurs aux stéroides au niveau du tractus
génital male au sein d’une méme espece et entre différentes espéces étudiées.
L’immunolocalisation des RA, observée au cours de notre travail, a été mise en évidence au
niveau des deux compartiments du testicule chez les agneaux.

- Dans le compartiment interstitiel, I’immunomarquage montre que les noyaux des
cellules de Leydig sont positifs. Un résultat comparable a été rapporté chez la souris (Suarez-
Quian et al, 1997 ; Zhou et al, 2002), le rat (Sar et al., 1990 ; Suarez-Quian et al.,
1997 ; Pelletier et al., 2000), le porc (Ramesh et al., 2007), les primates (Pelletier et al., 2000)
et I’homme (Sar et al., 1990 ; Regadera et al., 2001Berensztien et al., 2006). Les cellules de
Leydig sont les cellules cibles de I’action des androgénes au niveau du testicule. En effet,
Shan et al. (1997) rapportent que les androgénes exercent un effet inhibiteur partiel sur la

stéroidogenese de ces cellules. Comme elles synthétisent et secrétent les androgénes (en



Discussion 52

particulier la testostérone) et contiennent des RA ; il peut étre suggéré que, dans ce type de
cellules, les androgeénes exercent une action intracrine ou paracrine par la présence de ces

récepteurs (Pelttier et al., 2000).

- Dans le compartiment tubulaire : L immunoréactivité des RA est trouvée dans les noyaux
des cellules somatiques (cellules de Sertoli et les cellules myoides péritubulaires) et dans les
noyaux des cellules germinales (Gonocytes, spermatogonies, spermatocytes, spermatides et
spermatozoides) aux niveaux des coupes transversales des testicules des agneaux au cours de
la croissance (2 a 5 mois). Des résultats similaires ont été rapporté par de nombreux auteurs
(Sar et al., 1990 ; Suarez-Quian et al., 1997 ; Pelletier, 2000 ; Pelletier et al., 2000 ; Regadera
et al., 2001 ; Zhou et al., 2002 ; Berensztien et al., 2006 ; Ramesh et a/., 2007) chez les
différentes especes étudiées a I’exception du marquage observé au niveau des cellules de la
lignée germinale. En effet, Suarez-Quian et al. (1997), Berensztien et al. (2006) et Ramesh et
al. (2007), ont rapporté des résultats similaires concernant la présence de marquage au niveau
des cellules de la lignée germinale. Par contre, Sar et al. (1990) ; Pelletier (2000) ; Pelletier et
al. (2000) ; Regadera et al. (2001) et Zhou et al. (2002), n’ont pas observé de marquage au
niveau des ces cellules germinales.

La présence de RA dans les cellules somatiques des testicules est en accord d’une part
avec certaines études fonctionnelles (régulations physiologiques) (Hansson et al., 1975) et des
résultats de localisation immunohistochimique et d’autre part avec I’hypothése de localisation
testiculaire annoncé par Fritz (1978).

En médecine, les androgénes et les RA sont connus pour avoir des réles dans la
reproduction chez le méile. L’inactivation de 1’expression des génes de RA contribue dans le
dysfonctionnement de la spermatogenése se traduisant par une interruption de la méiose des
cellules germinales, et par la production insuffisante de cellules spermatiques matures ; Ce
dysfonctionnement serait un des facteurs responsable de la stérilit¢ chez le male (Walters et
al., 2010). Par conséquent, les différentes mutations des geénes des récepteurs aux androgénes

sont responsables des syndromes d’insensibilit¢ aux androgénes (Giwercman et Svensson,
2008).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

De I’ensemble des résultats, nous retiendrons que, chez les agneaux de race D’Man
€levés a El-Meniaa (30°34° N, 02°52” E) agés de 24 5 mois, I’étude immunohistochimique
a révél€ un marquage :

- Dans le compartiment interstitiel : le marquage spécifique des RA se trouve au
niveau de quelques cellules de Leydig dont I’intensité des marquages varie d’une
cellule a I’autre et méme lorsqu’il s’agit de deux cellules voisines (adjacentes).

- Dans le compartiment tubulaire, la localisation des RA est observée aux
niveaux des noyaux : des cellules de Sertoli, des cellules de la lignée germinale, des

cellules myoides péritubulaires.

Ce travail préliminaire doit &tre complété par :
- Une étude biométrique (poids corporel, poids des testicules).
- Une étude morphométrique (détermination du diamétre des tubes séminiféres).
- Une étude quantitative (détermination du nombre de cellules de testiculaire).

- Un Western Blot pour valider 1’anticorps utilisé dans I’immunomarquage des RA.
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