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Résumé

L’¢épididyme, organe clé de la fertilité masculine, est le lieu de maturation et de stockage
des spermatozoides. Cependant, 1’arrivée massive et tardive de ces cellules a la puberté,
longtemps apreés la mise en place du répertoire du soi, en fait des cibles potentielles pour le
systeme immunitaire qui risque de les détruire. Dans le méme temps, 1’épididyme est
fréquemment la cible d’infections rétrogrades qui, non contrdlées, altérent la fertilité. Par
conséquent, 1’épididyme doit mettre en place une réponse immunitaire efficace contre les agents
pathogénes tout en établissant une tolérance envers les spermatozoides. Une altération de cet
équilibre est impliquée dans 10 a 15% des cas d’infertilité masculine. Le testicule a longtemps
été considéré, a tort, comme le seul organe possédant une immunité dans le tractus génital male,

induisant un retard dans 1’é¢tude des autres organes, dont I’épididyme.

Les travaux menés au cours de cette thése visaient a compléter les connaissances
disponibles sur les acteurs cellulaires et moléculaires potentiellement impliqués dans les
mécanismes de maintien de 1’équilibre immun dans 1’épididyme murin. Mon premier objectif
était d’identifier et de quantifier les populations de phagocytes mononucléaires et de
lymphocytes, présents dans le tissu en contexte physiologique. J’ai ainsi identifié et localise
trois populations lymphocytaires jamais décrites dans 1’épididyme murin. La suite de mes
travaux a porté sur 1’étude du Transforming growth factor-beta (TGF-p), dont la voie de
signalisation est impliquée dans la tolérance aux spermatozoides chez la souris, sans que la
molécule ou ses récepteurs y soient totalement décrits. Nous avons ainsi montré que les 3
isoformes du TGF-p et de ses récepteurs sont exprimées de maniere différentielle tout au long
de I’organe, suggérant des roles variés dans la physiologie épididymaire, en plus de la tolérance

aux spermatozoides.

Ces études ont montré la richesse des mécanismes potentiellement impliqués dans
I’équilibre immun épididymaire et offrent de nombreuses pistes de recherche qui viseraient a

améliorer les traitements de I’infertilité masculine d’origine immunologique.
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Abréviations

3-HAA
AAS
ABCAL
ADAM
AND
ALK
AMP
ARN
ARNm
ARNt
ATP
BCR
BHE
BMP

C. albicans

C. trachomatis

CD
cDC
CDhpP
cGAS
Cr
CLDN
CMH
cMOP
Co-SMAD
CPAg
CRES
CRSIC
CST
CTL

acide 3-hydroxyanthranilique
anticorps anti-spermatozoides
ATP binding cassette A1

A disintegrin and metalloprotease
Acide désoxyribonucléique
Activing receptor like kinase
Adénosine monophosphate
Acide ribonucléique

ARN messager

ARN de transfert

Adenosine triphosphate
Récepteur des cellules B
Barriere hémato-épididymaire
Bone morphogenetic protein
Candida albicans

Chlamydia trachomatis
Cluster de différentiation
Cellule dendritique conventionnel
Common DC progenitor
cGMP-AMP synthase

chlore

Claudine

Complexe majeur d’histocompatibilité

Common monocyte progenitor
SMAD commune

Cellule présentatrice d’antigeénes

Cystatin-related epididymal spermatogenic

Cryptdin-related sequence 1 C
Cystatine

Cytotoxic T lymphocyte
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CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte antigen-4
CX3CR1 CX3C chemokine receptor 1

CXCL Chemokine (C—X—C motif) ligand

DAI DNA-dependent activator of IFN regulatory factor
DC Cellule dendritique

E. coli Escherichia coli

ELSPBP1 Epididymal sperm binding protein 1

EMP Erythro-Myeloid Progenitor

EOR Espéces oxygénées réactives

ERK Extracellular signal-regulated kinase
FasLL Fas ligand

FGL2 Fibrinogen like protein 2

Foxp3 Forkhead box P3

GCN2 General control nonderepressible 2
GDF Growth differentiation factor

GMP Guanosine monophosphate

GPI Glycosylphosphatidylinositol

GPX Glutathion peroxydase

Gram— Gram négative

Gram+ Gram positive

GTP Guanosine triphosphate

hBD human [-defensin

hCAP-18 human cationic antimicrobial peptide -18

HD Human defensin

HNP Human neutrophil peptide
HSC Hematopoietic stem cell

IDO Indoleamine 2,3-dioxygénase
IF116 IFN-inducible protein 16
IFN Interféron

IL- Interleukine-
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IL-10R
INDOL
[I-SMAD
iTreg
Jak

K+
LAP
LB
LGP2
LLC
LPS
LRR
LT
LTBP
LYZL
MAPK
MDAS
MDP
MyD88

IL-10 receptor

Indoleamine 2,3-dioxygenase-like protein
SMAD inhibitrice

Treg induit

Janus kinase

Potassium

Latency associated protein

Lymphocyte B

Laboratory of genetics and physiology 2
Large latent complex

Lipopolysaccharide

Leucine-rich repeat

Lymphocyte T

Latent-TGF-p-binding protein
Lysozyme-like

Mitogen-activated protein kinase
Melanoma differentiation associated gene 5
Monocyte and dendritic cell progenitor

Mpyeloid Differentiation factor 88

N. gonorrhoeae Neisseria gonorrhoeae

Na*®
NF-Kb
NK
NKT
nTreg
PAM
PAMP
PD-1
pDC
PI3K

Sodium

Nuclear factor-kappa B

Natural Killer

Natural Killer T cell

Treg naturel

Peptide antimicrobien
Pathogen-associated molecular pattern
Programmed cell death 1

Cellule dendritique plasmacytoide

Phosphoinositide 3-kinase
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pré-cDC
pré-pDC
PRR
QUIN
RIG-I
RLR
RPN
R-SMAD
S. Aureus
SLC
SLPI
snGPX4
SPAG
TCR
TGF-p
TGF-BR
Th

TIR

TJP
TLR
TNF
TRAIL
Treg
UPEC
70

Conventional DC precursor
pDC precursor
Pattern-recognition receptor
Acide quinolinique

Retinoic acid-inducible gene [
RIG-1 like receptor

Rat Neutrophil Peptide

SMAD associée au récepteur
Staphylococcus aureus

Small latent complex

Secretory leukocyte peptidase inhibitor
sperm nucleus GPX4

Sperm associated antigen
Récepteur des cellules T
Transforming growth factor-beta
TGF-p receptor

T helper

Toll-IL-1 receptor

Tight junction proteins

Toll-like receptor

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor—related apoptosis-inducing ligand

Lymphocyte T régulateur
Uropathogenic E. coli

Protéine zonula occludens
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Canal déférent

Téte de I'épididyme

Canaux efférents
Rete testis

Corps de I'épididyme

Testicule

Queue de I'épididyme

Figure 1 : Représentation schématique du testicule et de I’épididyme.

L’épididyme, situé a la face postérieure du testicule, relie les canaux efférents au canal

déférent. www.servier.fr

AN AN AN J
_'Y'_ Y
Caput Corpus Cauda

Figure 2 : Segmentation de I’épididyme murin.

L’épididyme est divisé en trois parties anatomiques et fonctionnelles : la téte (Caput), le
corps (Corpus) et la queue (Cauda). Ces parties sont subdivisées en 10 segments chez la

souris. D’aprés Johnston et al., 2005.
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A. L’épididyme

I.  Anatomie

L’¢pididyme, organe du tractus genital male, est accolé a la face postérieure du testicule
et relie les canaux efférents au canal déférent (Figure 1). Chez les mammiferes, c’est un long
tubule unique, fortement contourné dont la taille varie selon les espéces. Il mesure plus d’un
meétre chez la souris (Takano et al., 1981) et peut atteindre jusqu’a 5 métres chez I’homme
(Sullivan, 2004). L’épididyme est un dérivé Wolfien, a I’exception de la partie la plus proximale
(ou segment initial [S1]) qui dérive du mésoderme mésonéphrotique. Le segment initial a ainsi
une origine embryonnaire commune avec le rein, ce qui rappelle les analogies de
fonctionnement entre ces deux organes en terme de réabsorption et de filtration de fluide
(Robaire et al., 2006). Sur la base de sa morphologie et de son histologie, cet organe peut étre
divisé en trois parties distinctes : la téte (caput) ou région proximale, reliée au hile du testicule
par les canaux efférents et le rete testis, le corps (corpus) ou région médiane, et la queue (cauda)
ou région distale connectée au canal déférent (Figure 1; Abe et al., 1983 ; Abou-Haila and
Fain-Maurel, 1984). En raison de la présence de cloisons conjonctives, ou septa, 1’épididyme
peut étre subdivisé en segments dont le nombre différe en fonction des especes (Abou-Haila
and Fain-Maurel, 1984). Chez la souris, la téte de 1’épididyme peut étre subdivisée en cing
segments, tandis que le corps et la queue de I’épididyme sont respectivement subdivisés en
deux et trois segments (Figure 2 ; Johnston et al., 2005). En complément de leur r6le de support
interne pour 1’organisation de 1’organe, les septa permettent I’expression spécifique de génes et
de protéines et la création d’un microenvironnement Spécifique a chaque segment (Kirchhoff,
1999 ; Cornwall et al., 2002 ; Turner et al., 2003 ; Johnston et al., 2005 ; Tomsig et al., 2006 ;

Turner et al., 2007).



Cellule principale
Cellule claire

Jonction serrée

Cellule étroite

Lumiere

Interstitium

Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe transversale de I’épididyme.

Représentation des différents types cellulaires qui composent 1’épithélium
épididymaire : les cellules claires, les cellules en halo, les cellules basales, les cellules
étroites, les cellules apicales et les cellules principales. La lame basale est entourée
d’une couche de muscles lisses. Entre les tubules, dans I’interstitium, se trouvent les

vaisseaux sanguins et lymphatiques.

D’apres Knobil and Neill s Physiology of Reproduction, 2006.
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Il. Histologie

L’épithélium épididymaire est un épithélium pseudo-stratifié cylindrique (Figure 3). Il
est entouré d’un tissu conjonctif contenant des terminaisons nerveuses, des vaisseaux sanguins
et des vaisseaux lymphatiques (Robaire and Hermo, 1988). Le tubule épididymaire est bordé
de cellules musculaires lisses qui, par leurs contractions péristaltiques régulieres contr6lées par
les fibres nerveuses, permettent le transit des spermatozoides de la téte vers la queue de 1I’organe
(Setchell et al., 1994). L’épithélium repose sur une lame basale et est constitué de plusieurs
types cellulaires dont la proportion varie tout au long de 1’organe, assurant ainsi une évolution

de la composition du fluide épididymaire.

1. Les cellules principales

Les cellules principales sont les cellules les plus abondantes de 1’épithélium
épididymaire. Elles présentent des modifications morphologiques en fonction des régions dans
lesquelles elles se situent, en lien avec 1’évolution de leur fonction (Hermo et al., 1994). Dans
le segment initial chez la souris, ces cellules sont hautes et possedent a leur pble apical de
nombreuses microvillosités qui se projettent dans la lumiére du tubule (Abe et al., 1983). La
hauteur de ces cellules ainsi que le nombre et la taille des microvillosités diminuent fortement
dans la queue de I’épididyme. Elles sont trés actives quant au transport, a la sécrétion et a
I’absorption de petites particules et de protéines, jouant ainsi un rdle important dans la
maturation épididymaire des spermatozoides (Hermo and Robaire, 2002). Via 1’établissement
de jonctions serrées, les cellules principales participent également a la formation de la barriere
hémato-épididymaire (Suzuki and Nagano, 1978), structure qui sera développée ultérieurement
(cf. partie A-1V). Le nombre de cellules principales décroit graduellement tout au long de

I’organe. Elles constituent environ 80% de la population cellulaire totale dans le segment initial
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et ne représentent plus que 65% de la population cellulaire totale dans la queue de I’épididyme

(Trasler et al., 1988).

2. Les cellules basales

Les cellules basales représentent 10 a 20% de la population cellulaire totale de
I’épithélium épididymaire (Soranzo et al., 1982). De forme triangulaire et aplatie, elles sont
situées a la base de 1’épithélium épididymaire et ne sont donc pas en contact direct avec la
lumiére du tubule. Cependant, dans le segment initial de 1’épididyme murin, il a été montré que
ces cellules sont capables d’émettre des projections cytoplasmiques entre les cellules
épithéliales, en direction de la lumiére (Kim et al., 2015). Les cellules basales sont en
association étroite avec les cellules claires, avec lesquelles elles participent a la régulation de
I’acidité du fluide épididymaire, via leurs extensions cytoplasmiques (Veri et al., 1993 ; Shum
et al., 2009). Elles sont également impliquées dans la détoxication des radicaux libres (Veri et
al., 1993). En raison de la présence de cellules exprimant des marqueurs macrophagiques en
position basale de I’épithélium épididymaire, certains auteurs ont associe les cellules basales a
des macrophages résidents (Yeung et al., 1994 ; Seiler et al., 1998, 1999). Cependant, des
expériences d’immunofluorescence et de cytométrie en flux ont permis de montrer de maniere
non équivogue que les cellules basales (exprimant le marqueur cytokératine 5) sont différentes

des macrophages épithéliaux (exprimant le marqueur F4/80) (Shum et al., 2014).

3. Les cellules apicales

Les cellules apicales, qualifiées ainsi en raison de la présence de leur noyau au pole
apical de 1’épithélium, présentent un cytoplasme dense trés riche en mitochondries. Elles se
trouvent principalement dans le segment initial ou elles représentent 10% de la population

cellulaire totale de 1’épididyme. Leur nombre diminue tout au long de 1’organe pour ne
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représenter que 1% des cellules dans la queue de 1’épididyme (Adamali and Hermo, 1996). Tout
comme les types cellulaires précédents, elles participent a I’acidification du fluide épididymaire
et donc a la quiescence des spermatozoides, grace a la production d’anhydrase carbonique qui
permet la secrétion de protons et la réabsorption du bicarbonate (Martinez-Garcia et al., 1995 ;
Hermo et al., 2005). De plus, la proportion de ce type cellulaire est augmentée en cas de stress
inflammatoire tel que celui occasionné lors d’une carence en magnésium, sans que leur
implication dans ces processus inflammatoires soit réellement connue (Vernet et al., 2004). Les
cellules apicales ont également été montrées comme étant capables d’endocyter des substances
présentes dans la lumiere (Robaire and Hermo, 2002). Enfin, elles semblent également jouer un
role dans la régulation de ’homéostasie du cholestérol au sein de 1’épithélium épididymaire,
puisqu’elles présentent le transporteur inverse de cholestérol ABCA1 (ATP binding cassette

Al) aleur pdle apical (Ouvrier et al., 2009).

4. Les cellules étroites

Les cellules étroites sont plus fines que les cellules principales et sont reliées a la
membrane basale par un mince filet cytoplasmique. Elles représentent un faible pourcentage
des cellules de 1’épithélium épididymaire et ne sont présentes que dans la téte de 1’épididyme
chez la souris (Sun and Flickinger, 1980 ; Adamali and Hermo, 1996). Les fonctions de ce type
cellulaire au sein de 1’épithélium ne sont pas clairement définies. Elles semblent participer a
I’acidification du fluide épididymaire car elles possedent une activité anhydrase carbonique et
sont capables de sécréter des protons dans la lumiére (Cohen et al., 1976 ; Hermo et al., 2005 ;

Pietrement et al., 2006).
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5. Les cellules claires

Les cellules claires sont caractérisées par la présence de vésicules claires en position
apicale, de lysosomes en partie médiane et d’inclusions lipidiques en position basale (Robaire
and Hermo, 1988). Elles se retrouvent essentiellement dans le corps et la queue de 1’épididyme
(Soranzo et al., 1982). Ces cellules ont un role d’endocytose bien plus important que celui des
cellules principales (Olson and Hinton, 1985 ; Robaire and Hermo, 1988) et sont capables de
récupérer le contenu des gouttelettes cytoplasmiques relarguées par les spermatozoides
lorsqu’ils traversent le canal épididymaire (Hermo et al., 1988 ; Robaire and Hermo, 1988).
Elles sont également impliquées dans 1’absorption de certains composés présents dans le
compartiment luminal comme la V-ATPase (Beaulieu et al., 2005) et dans la régulation du pH

du fluide épididymaire (Kujala et al., 2007).

6. Les cellules en halo

Les cellules en halo sont situées a la base de 1’épithélium mais ne sont pas en contact avec la
lame basale. Leur role n’est toujours pas clairement défini méme si elles semblent impliquées
dans la défense immunitaire. En effet, chez le jeune rat, le nombre total des cellules dites en
halo correspond a la somme du nombre de monocytes-macrophages (ED1*), de cellules CD4*
et de cellules CD8". De plus, la localisation de ces cellules dans 1’épithélium épididymaire est

identique a celle des cellules en halo (Serre and Robaire, 1999).

I1l. Les fonctions de I’épididyme

1. Letransport et le stockage des spermatozoides

Chez I’homme, la durée de transit des spermatozoides dans I’épididyme est de 1’ordre
de 12 jours (Rowley et al., 1970) alors qu’elle est évaluée a 9-10 jours chez la souris (Meistrich

et al., 1975). Le transport des spermatozoides ne peut se faire de maniére passive, la pression
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hydrostatique augmentant entre la téte et la queue de 1’épididyme (Johnson and Howards,

1975). Les contractions péristaltiques des fibres musculaires lisses entourant 1’épithélium

épididymaire et les mouvements induits des stéréocils portés par les cellules épithéliales assurent
donc la progression des spermatozoides qui sont immotiles (Robaire & Hermo, 1998). L’immobilité
des spermatozoides dans 1’épididyme est due a I’immaturité de leur équipement mitochondrial
(dans les régions proximales du tubule), a la faible tension intraluminale en oxygéne et au fait

que le pH et la disponibilité en substrat énergétique ne sont pas optimaux (Carr et al., 1985).
L’immobilité des spermatozoides épididymaires est en outre renforcée par des sécrétions
épididymaires telles que 1I’immobiline qui blogue mécaniquement la mobilité des gamétes chez

le rat et le hamster en créant un environnement hautement viscoélastique (Usselman and Cone,
1983). Le stockage des spermatozoides s’effectue dans la partie distale ou queue de I’épididyme

entre deux éjaculations.

L’hypothése selon laquelle les gametes anormaux sont éliminés durant le stockage dans
la queue de I’épididyme a été émise par certains auteurs. Une équipe a notamment montré que
les spermatozoides défectueux sont ubiquitinylés, déclenchant un signal de phagocytose pour
les cellules principales épididymaires ou 1’adressage au protéasome contenu dans les
épididymosomes (Sutovsky et al., 2001 ; Baska et al., 2008). Cependant, ces données ont été
vivement critiquées car les observations histologiques de I’épididyme ne montrent que tres
rarement une phagocytose des gamétes males. Ce mécanisme est donc peu probable pour
expliquer I’élimination des spermatozoides défectueux produits chaque jour (Cooper et al.,
2002). D’autres études mettent en avant la présence d’un controle qualité dans 1’épididyme.
Chez le hamster, FGL2 (Fibrinogen Like protein 2), une glycoprotéine sécrétée dans la queue
de I’épididyme, est exclusivement associée aux spermatozoides morts. En «isolant » les
spermatozoides morts, FGL2 permettrait de protéger la population de gametes viables des

enzymes potentiellement délétéres libérées par les spermatozoides mourants (Olson and Hinton,
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1985 ; NagDas et al., 2000). Dans le sperme humain, une forme particuliére de clusterine est
associée a des spermatozoides morphologiquement anormaux et pourrait jouer un réle dans leur
agrégation (O’ Bryan et al., 1994). Enfin chez le taureau, la protéine ELSPBP1 (Epididymal
Sperm Binding Protein 1) est spécifiguement associée aux spermatozoides morts dans
I’épididyme, suggérant un réle de cette protéine dans le contrble qualité bien que ce dernier ne

soit pas identifié (D’ Amours et al., 2012).

2. La maturation des spermatozoides

La maturation des spermatozoides correspond a I’ensemble des modifications
morphologiques, biochimiques et fonctionnelles que subissent les spermatozoides au cours du
transit épididymaire en vue d’acquérir leur mobilité et leur pouvoir fécondant. Cette maturation
est un processus dynamique. En effet, chez le lapin, des spermatozoides issus de la téte ou du
corps proximal de 1I’épididyme ne sont capables de féeconder que 1% des ovocytes, contre 57%
pour des spermatozoides issus du corps distal et 95% pour des spermatozoides de queue
d’épididyme (Orgebin-Crist, 1967). La maturation repose sur I’interaction des spermatozoides
avec le fluide épididymaire, somme des activités de synthése, de sécrétion et de réabsorption
des cellules épithéliales. La composition de ce fluide est constamment et progressivement
modifiée tout au long de I’organe, ce qui permet la création d’un environnement unique,

spécifique a chaque segment (Kirchhoff, 1999).

a. Modifications morphologiques
e Régulation du volume du spermatozoide
Les différentes sécrétions d’osmolytes et surtout les événements de réabsorption de
I”épithélium épididymaire font de la lumiere de 1’épididyme un milieu hypertonique par rapport
au spermatozoide. La réabsorption de 1’eau associée au mouvement des ions (réabsorption de

Na* et CI', sécrétion d’ions K* et phosphates), aboutit a une diminution d’un facteur 10 du



Figure 4 : Représentation schématique d’un spermatozoide mature.

A) Téte - B) Collet - C) Piece intermédiaire - D) Piece principale - E) Piéce terminale
(C + D + E =flagelle)

1) Membrane plasmique - 2) Membrane acrosomique externe - 3) Acrosome - 4)
Membrane acrosomique interne - 5) Noyau - 6) Centriole proximal - 7) Restes du
centriole distal - 8) Faisceaux longitudinaux extérieurs denses - 9) Mitochondrie - 10)
Axonéme - 11) Annulus - 12) Fibres denses externes.

D’apres http://www.embryology.ch.
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rapport Na*/K* dans le fluide, entre la téte et la queue de 1’épididyme. Chez la souris,
I’osmolarit¢ du fluide épididymaire est ainsi de 415 mmol/kg alors que 1’osmolarité
spermatique est d’environ 290 mmol/kg (Cooper & Yeung, 2003). Cette situation entraine des
pertes aqueuses a 1’origine d’une diminution de volume du spermatozoide, principalement
marquée par une réduction de la taille de la téte spermatique (Figure 4). Cependant, le fluide
permet aux spermatozoides d’éviter la déshydratation, grace aux électrolytes sécrétés par
1’épithélium épididymaire (Cooper & Yeung, 2003). Cette acquisition par le spermatozoide de
la capacité a réguler son volume est indispensable au pouvoir fécondant. En effet, une relation
directe a été démontrée entre le volume de la téte des spermatozoides et leur mobilité rectiligne

(Cooper & Yeung, 2003).

e Migration de la gouttelette cytoplasmique
Au niveau du flagelle (Figure 4), la migration de la gouttelette cytoplasmique de la base
de la téte vers ’annulus au cours du transit épididymaire est observée dans de nombreuses
espéces (Cooper and Yeung, 2003). Cette gouttelette pourrait intervenir dans la régulation du
volume cellulaire. De nombreuses observations mettent en évidence la perte de la gouttelette
cytoplasmique suite a sa migration. Cependant, ce sujet est soumis a controverse puisque la
majorité de ces observations est réalisée sur des spermatozoides dilués dans un milieu

hypotonique pouvant entrainer la rupture et la perte de la gouttelette cytoplasmique.

e Compaction nucléaire par pontages disulfure
Un autre aspect important de la maturation épididymaire des spermatozoides est
I’accentuation de la compaction du noyau spermatique. Cette condensation est initiée durant la
phase finale de la spermatogénese testiculaire via le remplacement des histones par les
protamines (Figure 5 A ; Sergerie et al., 2005). La condensation se poursuit durant le transit

épididymaire par une intense activité de pontage disulfure inter- et intra-protamines, au niveau
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Figure 5 : Représentation schématique des évenements testiculaire et épididymaire
qui conduisent au remaniement de la chromatine spermatique.

A) Au cours de la spermatogéneése, les histones sont progressivement remplacées par des
protéines nucléaires de transition, elles-mémes finalement remplacées par les
protamines. A la fin de la spermiogénese, ’ADN lié aux protamines prend une
apparence de toroide de 50 a 100 kb. A certains endroits, I’ADN reste lié a des histones
persistantes et forme les solénoides.

B) Au cours du transit épididymaire, I’ADN spermatique est a nouveau condensé par un
intense pontage disulfure. La snGPX4 utilise les EOR pour créer des ponts disulfure
inter et intra-protamines.

EOR : Especes oxygénées réactives, snGPX4 : sperm nucleus Glutathione Peroxidase 4.

D’aprés Champroux et al., 2016.
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des nombreux résidus cystéines portés par ces protéines nucléaires (Figure 5 B). Cette activité
de pontage disulfure est assurée par un variant spermatique de la glutathion peroxydase 4
(GPX4), la snGPX4 (sperm nucleus GPX4) présente dans le noyau spermatique (Conrad et al.,
2005). L’environnement luminal de la téte de 1’épididyme fournit un contexte pro-oxydant
suffisant pour que cette activité de pontage disulfure ait lieu, la SnGPX4 utilisant les especes
oxygénées reactives. Cette compaction accrue du noyau spermatique sert deux finalités :
1) participer & la réduction générale de la taille de la téte de la cellule et ainsi contribuer a
I’acquisition de la mobilité rectiligne optimale lors des mouvements flagellaires, 2) assurer la
protection de I’intégrité du matériel nucléaire paternel contre d’éventuels effets mutagenes en
limitant I’accés aux agresseurs potentiels, qu’ils soient d’origine physique (radiations ionisantes

par exemple) ou chimique (agents intercalants) (Noblanc et al., 2011).

e Modifications de 1’acrosome
L’acrosome (Figure 4) se développe pendant la spermiogenese. Toutefois, des
changements de la morphologie et du contenu protéique de 1’acrosome sont observés chez
plusieurs espéces au cours du transit épididymaire (Fawcett and Hollenberg, 1963 ; Toshimori,
1998 ; Olson et al., 2003). A titre d’exemple, des changements dans la distribution et dans le
poids moléculaire de la protéine acrosomique acrin2 (MC41) sont observés au cours de la

maturation épididymaire chez le cochon d’Inde (Yoshinaga et al., 2001).

b. Maodifications biochimiques

En complément des modifications morphologiques, le spermatozoide subit un
remodelage complet de sa surface en terme de protéines, de glucides et de lipides au cours du

transit épididymaire.

10



Epididymosomes

Bleb apical

Epididmosomes

Cellules principales

Figure 6 : Représentation schématique de la sécrétion apocrine par les cellules
principales de I’épididyme.

Les blebs contenant les épididymosomes se forment au péle apical des cellules
principales puis se détachent de 1’épithélium épididymaire et relachent leur contenu
dans la lumiere du tubule. L’encart représente une photographie des épididymosomes en

microscopie électronique. D’apres Sullivan et al., 2007.
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e Protéines

Au cours de leur transit dans 1’épididyme, les spermatozoides subissent des
changements dans leur composition proteique. Ces changements peuvent étre classes en deux
grandes catégories: ceux impliquant des protéines d’origine testiculaire (modification,
relocalisation ou élimination) et ceux impliquant 1’ajout de nouvelles protéines produites par

I’épididyme.

L’un des meilleurs exemples de remodelage de protéines d’origine testiculaire est la
famille de protéines ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease). L’un de ses membres, la
fertiline B, recouvre initialement toute la téte spermatique chez le hamster et est dégradée par
deux clivages successifs pendant le transit épididymaire (Blobel, 2000). Cette maturation induit
une relocalisation de la protéine au niveau de la membrane plasmique post-acrosomale. Cette
étape de protéolyse épididymaire est indispensable a la maturation fonctionnelle de la fertiline
B et & la maturation du spermatozoide. En effet, les souris invalidées pour la fertiline
présentent une réduction importante de la fertilité caractérisée par un défaut de migration a
travers 1’oviducte, ainsi qu’un défaut de liaison a la zone pellucide et a la membrane de

I’ovocyte (Cho et al., 1998).

La deuxiéme catégorie de modifications protéiques implique 1’acquisition par le
spermatozoide de nouvelles protéines produites par 1’épididyme.
Une particularité de la sécrétion protéique épididymaire vient de la sécrétion de protéines ne
possédant pas de peptide signal, via des processus de sécrétion apocrine. Ces protéines sont
localisées dans des veésicules/exosomes appelés épididymosomes (Figure 6). Ces
épididymosomes sont libérés dans la lumiere par les cellules principales, principalement dans
la téte proximale et dans la queue de 1’épididyme. L’intérét de ces vésicules, outre le fait

qu’elles permettent la sécrétion de protéines ne possédant pas de peptide signal, pourrait étre
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de protéger les protéines d’une éventuelle dégradation enzymatique par le fluide épididymaire
(Sullivan et al., 2007). Il a été montré que certaines protéines contenues ou portées par les
épididymosomes pouvaient étre retrouvées associées aux spermatozoides en transit, suggérant
que les épididymosomes pourraient participer a la maturation post-testiculaire des

spermatozoides (Frenette et al., 2002).

Une grande partie des protéines secrétées par 1’épithélium épididymaire est associée faiblement
aux spermatozoides du fait de leur forte concentration dans la lumiére épididymaire et des ponts
¢lectrostatiques qu’elles développent avec la membrane spermatique (Dacheux et al., 2003).
Cet attachement a la membrane pourrait faciliter leur activité comme pour les enzymes GPX5
(Glutathione peroxidase) ou la lactoferrine qui pourraient ainsi avoir des effets protecteurs plus

importants contre les atteintes oxydantes ciblant les spermatozoides.

Enfin, on observe des protéines hydrophobes ancrées a la membrane des spermatozoides,
qu’elles soient transmembranaires ou liées par ancre GPI (Glycosylphosphatidylinositol). Ces
protéines pourraient également en partie étre transférées aux spermatozoides via les
épididymosomes (Sullivan et al., 2007). Cependant, une large quantité de protéines
hydrophobes sont présentes dans le fluide épididymaire indépendamment des épididymosomes,
ce qui suggere un autre type de transport, via des complexes protéiques solubles par exemple

(Gatti et al., 2004 ; Dacheux and Dacheux, 2014).

e Glucides

Les gamétes males sont entourés d’un revétement dense, riche en carbohydrates, de 20
a 60nm d’épaisseur, appelé le glycocalyx qui forme une véritable « forét » moléculaire autour
du spermatozoide (Bearer and Friend, 1990). Une étude a révélé que 297 protéines spermatiques
étaient N-glycosylées chez I’homme (Wang et al., 2013), témoignant de I’importance de cette

modification post-traductionnelle.
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Le glycocalyx se met en place au niveau testiculaire au cours de la spermatogénése.
Certains composants sont synthétisés par le spermatozoide lui-méme alors que d’autres sont
assemblés ou produits par les cellules de Sertoli (Schroter et al., 1999). Par la suite, les
modifications du glycocalyx sont assurées par 1’environnement du gaméte et en particulier
I’épididyme, le spermatozoide étant incapable de synthétiser des glycanes de novo. Dans
I’épididyme, on observe des modifications post-traductionnelles de glycosylations mises en
place dans le testicule via la sécrétion d’enzymes de type glycosyltransférase ou glycosidase
(Tulsiani, 2006). Ces activités enzymatiques représentent a elles seules plus de 80% de I’activité
enzymatique totale présente dans le fluide luminal épididymaire (Tulsiani et al., 1998). Ces
modifications sont trés régulées tout le long de 1’organe puisque les différentes enzymes sont
différentiellement exprimées entre la téte, le corps et la queue de 1’épididyme (Scully et al.,
1987 ; Ram et al., 1989). Le glycocalyx est encore davantage transformé par 1’ajout de
glycoconjugués sécrétés par 1’épithelium épididymaire et incorporés a la membrane plasmique

du spermatozoide (Kirchhoff and Hale, 1996 ; Sullivan et al., 2007).

Le glycocalyx mature permet aux spermatozoides de pénétrer le mucus cervical en
conférant a la membrane spermatique une charge négative (Gilks et al., 1989 ; Tollner et al.,
2008). Ce revétement permet également aux gametes males d’étre protégés du systéme
immunitaire cellulaire et humoral présent dans I’utérus (Pandya and Cohen, 1985 ; Thompson
et al.,, 1992). Les interactions médiées par les glycanes sont également impliquées dans
I’attachement des spermatozoides a 1’épithélium oviductaire durant la formation du réservoir
de spermatozoides chez les mammiferes (Suarez and Pacey, 2006). Enfin, de nombreux auteurs
ont également émis 1’hypothése que les glycanes seraient impliqués dans la liaison du

spermatozoide a la zone pellucide (Diekman, 2003).
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e Lipides

Au cours du transit épididymaire, la composition lipidique du spermatozoide est
modifiée. Les spermatozoides perdent 40% de leurs phospholipides (Jones, 1998), ce qui induit
une augmentation de la fluidité membranaire mais également une diminution de sa stabilité.
Ces modifications sont nécessaires aux étapes ultérieures que sont la capacitation, la réaction
acrosomique et la fusion du spermatozoide avec ’ovocyte (Hall et al., 1991). L’efflux de
cholestérol augmente également la fluidité et la perméabilité membranaires, permettant I’influx
d’ions calciques et I’activation des signaux de transduction préparant a la capacitation (Visconti
et al., 1999). De plus, la saturation des acides gras membranaires diminue (Aveldano et al.,
1992). La proportion des acides gras polyinsaturés est ainsi augmentée lors de la maturation
épididymaire des spermatozoides. Les mécanismes impliqués dans le remodelage de la
composition lipidique sont peu connus. L’épithélium épididymaire est responsable d’une partie
de ces modifications en permettant des flux (influx, efflux) particuliers de lipides entre le
compartiment luminal, 1’épithélium lui-méme et le tissu intertubulaire (Ouvrier et al., 2009 ;
Ouvrier etal., 2011). Les épididymosomes dont la composition lipidique varie d’une fagon anti-
parallele a celle des spermatozoides durant la descente épididymaire, sont aussi probablement

des acteurs des modifications du profil lipidique des gameétes males (Rejraji et al., 2006).

c. Modifications fonctionnelles
La modification fonctionnelle majeure observée au cours du transit épididymaire est
I’acquisition de la mobilité spermatique, obtenue des le passage de la téte de 1’épididyme. Cette
mobilité est caractérisée par des mouvements désordonnés et asymétriques associés a une
progression circulaire. Ce n’est que dans la queue de I’épididyme que les spermatozoides sont
capables de progresser de maniere linéaire (Soler et al., 1994). Cependant, ces différents types

de mobilité ne sont visibles qu’une fois les spermatozoides sortis de leur environnement

14






Introduction bibliographique

épididymaire. En effet, le fluide épididymaire, par son pH acide et sa viscosité, maintient les
gametes males dans un état quiescent, immobile, afin qu’ils conservent leurs réserves
énergeétiques (Usselman and Cone, 1983 ; Cooper, 1998). En contexte physiologique, la
mobilité ne se développe qu’apres éjaculation, lors du mélange avec les sécrétions des glandes

accessoires.

3. La protection des spermatozoides

Comme mentionné précédemment, 1’épididyme fournit un environnement luminal pro-
oxydant essentiel pour assurer le pontage disulfure et donc la condensation du noyau
spermatique. Cette situation est assez paradoxale car le gamete male est particulierement
sensible au stress oxydant. Cette sensibilité vis-a-vis de 1’attaque radicalaire est due a la
composition lipidique particuliere de sa membrane plasmique riche en acides gras
polyinsaturés, cibles de choix des especes oxygéneées réactives (EOR). Il est démontré depuis
de nombreuses années que le peroxyde d’hydrogéne entraine une diminution de la mobilité et
la mort des spermatozoides (Tosic and Walton, 1950). Les EOR entrainent également des
dommages a I’ADN spermatique pouvant conduire a des anomalies de développement, a une
augmentation des fausses couches et a de la morbidité dans la descendance (Sawyer et al.,
2003 ; Aitken and Baker, 2004). 1l est donc essentiel de protéger les gametes males contre ces

dommages afin de garantir la fertilité et la santé de la descendance.

Les spermatozoides étant transcriptionnellement et traductionnellement inactifs, ils ne
peuvent engendrer de réponse face a ce stress radicalaire. De plus, ayant éliminé la majeure
partie de leur cytoplasme, ils possedent une quantité limitée d’enzymes cytoplasmiques ou de
métabolites impliqués dans des mécanismes anti-oxydants. C’est donc 1’épididyme qui doit
assurer la protection des spermatozoides contre les dommages oxydants. Pour ce faire,

I’épididyme sécréte dans le fluide de nombreuses enzymes anti-oxydantes comme la
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superoxyde dismutase (Alvarez et al., 1987), les glutathion peroxydases (Dufaure et al., 1996 ;

Noblanc et al., 2012) et les glutathion transférases (Robaire and Hales, 1982).

Par ailleurs, I’épididyme est fréquemment la cible d’infections rétrogrades qui, non
contro6lées, alterent la fertilité. Dans le méme temps, il doit faire face a une arrivée massive mais
tardive de spermatozoides. En effet, les spermatozoides sont produits a la puberté, longtemps
apres la mise en place du répertoire du soi et, par conséquent, les antigenes spécifiques des
spermatozoides sont inconnus du systéeme immunitaire (Witkin et al., 1996). Ces antigenes sont
donc des cibles potentielles pour ce dernier, qui risque de les détruire.

Par conséquent, I’épididyme doit étre en mesure de mettre en place une réponse immunitaire
efficace contre les agents pathogenes tout en établissant une tolérance envers les
spermatozoides. Ces aspects feront 1’objet de la seconde partic de cette introduction
bibliographique. Une altération de cet équilibre est impliquée dans le développement d’une
infertilité¢ d’origine immunologique, qui représente 10 a 15% des cas d’infertilité masculine

(Dohle et al., 2005).

IV. La barriere hémato-épididymaire

La formation de jonctions serrées au pdle apical des cellules épithéliales adjacentes et
la création de la barriere hémato-épididymaire (BHE) représentent des événements clés de la
physiologie de 1’épididyme. La formation de cette barriere physique est critique non seulement
pour la protection des spermatozoides vis-a-vis du systeme immunitaire mais également, en
coopération avec les activités sécrétoires et d’endocytose des cellules épithéliales, pour la
création d’un milieu luminal optimal a la maturation des gametes males. Ainsi, la BHE peut
étre décomposée en trois éléments distincts mais complémentaires : la barriére physique, la

barriére physiologique et la barriere immunologique (Mital et al., 2011).
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Figure 7 : Représentation schématique de I’assemblage des jonctions serrées.

Les jonctions serrées sont localisées au pole apical des cellules épithéliales. Elles sont
composées de protéines de jonctions transmembranaires : les claudines, I’occludine et la
tricelluline, et de protéines de liaison au cytosquelette : les Zonula occludens (ZO) 1 a 3.
D’apres Cyr et al., 2007.
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1. La barriere physique

a. Formation
La BHE a eté décrite pour la premiére fois par Friend et Gilula qui ont mis en évidence
la présence d’un ensemble de jonctions serrées entre les cellules principales de I’épithélium
épididymaire (Friend and Gilula, 1972). Des expériences de cryofracture ont confirmé la
présence de cette barriere et révélé que les jonctions varient en nombre et en complexité tout au
long de I’organe (Suzuki and Nagano, 1978). Elles sont notamment plus étendues au niveau de
la téte de 1’épididyme par rapport a la queue, observation confirmée par des études de
microscopie électronique (Cyr et al., 1995). Les preuves de ’intégrité morphologique de la
BHE ont été¢ apportées par Hoffer et Hinton qui ont montré qu’elle est imperméable au
lanthanum et a I’inuline (Hoffer and Hinton, 1984). La fenétre de mise en place de la BHE n’est
pas conservée entre les différentes especes de mammifeéres. Elle va de la période embryonnaire
pour le vison et la souris (Suzuki and Nagano, 1978 ; Pelletier 1988) a la période post-natale
chez le rat (Agarwal and Hoffer, 1989 ; Guan et al., 2005). Des expériences de perfusion a la
peroxydase de raifort ont également permis de confirmer la présence d’une BHE chez le primate

et ’homme (Yeung et al., 1989).

b. Composition des jonctions serrées

e Les protéines membranaires

L’occludine

L’occludine a été la premiére protéine identifiée au niveau des jonctions serrées (Figure
7 ; Fururse et al., 1993). Cette protéine contient 4 domaines transmembranaires et est capable
de se lier a I’occludine d’une cellule adjacente mais également aux protéines du cytosquelette.
Dans I’épididyme murin, I’occludine est exprimée des le jour embryonnaire 13,5 mais ce n’est
qu’au jour embryonnaire 18,5 que la protéine est localisée au pble apical des cellules

¢pithéliales. Ce jour coincide avec un pic de production d’androgénes, suggérant que ces
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derniers pourraient jouer un role dans la mise en place des jonctions serrées de 1’épididyme
(Cyr et al., 1999). Chez la souris adulte, on retrouve 1’occludine au pdéle apical des cellules
principales de tous les segments, a I’exception du segment initial (Cyr et al., 1999). Cependant,
un réseau étendu de jonctions serrées a été identifié dans le segment initial (Cyr et al., 1995),
suggérant que dans cette région, d’autres protéines interviennent dans la formation des
jonctions. Chez ’homme, ’occludine est localisée spécifiquement au niveau des jonctions

serrées, dans toutes les régions de I’organe (Dubé et al., 2007).

Les claudines

La découverte d’une autre famille de protéines transmembranaires impliquées dans la
formation des jonctions serrées, nommeées claudines (CLDNSs), a ajouté un niveau de complexité
dans la compréhension des jonctions serrées (Figure 7). Elles sont recrutées au niveau des
jonctions indépendamment de la présence ou non d’occludine (Saitou et al., 2000). A ce jour,
24 CLDNs ont été identifiées avec une distribution tissulaire variable. Cette diversité est
illustrée dans 1’épididyme, ou 9 et 5 CLDNSs différentes sont retrouvées au niveau des jonctions
serrées chez le rat (Gregory and Cyr, 2006) et I’homme (Dubé et al., 2007), respectivement. La
signification d’un nombre si important de CLDNSs au niveau des jonctions serrées n’est pour le
moment pas connue mais elle peut étre partiellement expliquée par la localisation spécifique a
certains segments de certaines de ces protéines (Gregory and Cyr, 2006). La présence des
CLDNs au niveau des jonctions serrées est indispensable au maintien de ’intégrité de la BHE.
En effet, celle-ci est altérée dans une lignée de cellules épithéliales épididymaires humaines
suite a la diminution de I’expression des CLDN1, 3, 4 et 7 par des petits ARNSs interférents

(Dubé et al., 2010).

La tricelluline
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La derniéere protéine membranaire retrouvée dans les jonctions serrées épididymaires est
la tricelluline (Figure 7). Cette protéine récemment identifiée chez le rat, est spécifique des
jonctions serrées tricellulaires (Ikenouchi et al., 2005). La protéine est localisee dans la région
apicale de 1’épithélium et plus précisément au niveau des jonctions serrées, comme en témoigne
sa co-localisation avec I’occludine. La tricelluline est présente de maniere uniforme dans toutes
les régions de 1’épididyme. Le knock-down de la tricelluline provoque une diminution de la
résistance transépithéliale, indiquant son importance dans la fonction des jonctions serrées et le

maintien de la BHE (Mandon and Cyr, 2015).

e Les protéines cytoplasmiques

Les protéines « Zonula occludens »

Les protéines membranaires (claudines, occludine et tricelluline) constituent le noyau
des jonctions serrées. Elles sont associées a une multitude de protéines cytoplasmiques qui
peuvent étre soit des adaptateurs les reliant au cytosquelette d’actine, ce qui permet de stabiliser
la structure de la jonction, soit des protéines régulatrices impliquées dans différents processus
comme la transcription, la polarité cellulaire ou la signalisation cellulaire (Matter and Balda,
2003). Parmi ces protéines cytoplasmiques, seules les Zonula occludens proteins (ZO-1, 2, 3),
également connues sous le nom de Tight Junction Proteins (TJP1, 2, 3), ont été décrites dans
I’épididyme (Figure 7). ZO-2 et ZO-3 ont été uniquement décrites chez la souris (Kim and
Breton, 2015), alors que ZO-1 est retrouvée au niveau des jonctions serrées épididymaires de
la souris (Kim and Breton, 2015), du rat (Levy and Robaire, 1999) et de I’homme (Dubé et al.,

2008).

c. Régulation de la BHE
Les facteurs régulant la formation et le maintien de la BHE sont a ce jour peu connus.

Une étude réalisée par Suzuki et Nagano démontre que le maintien des jonctions serrées dans
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I’épididyme est sous la dépendance de facteurs testiculaires (Suzuki and Nagano, 1978). En
effet, I’orchidectomie de souris adultes entraine une baisse du nombre de jonctions serrées au
niveau de la téte de I’épididyme. Cette observation est confirmée chez le rat ou I’expression des
Cldnb5, 8, 11 et 14 diminue au niveau de I’épididyme proximal suite a une ligation des canaux
efférents (Turner et al., 2007). Enfin, une implication des facteurs de transcription SP1 et SP3
(Dufresne and Cyr, 2007), des TGF-Bs (transforming growth factor-beta ; Stammler et al.,
2013) et de la voie de signalisation MAPK/ERK (Kim and Breton, 2015) a été rapportée dans

la régulation des jonctions serrées eépididymaires.

2. Labarriére physiologique

La BHE contr6le soigneusement le microenvironnement luminal, de sorte que les
spermatozoides baignent dans un milieu approprié a leur maturation tout au long du transit
épididymaire. Cet aspect fonctionnel de la BHE est connu sous le nom de barriere
physiologique. La création de ce microenvironnement repose sur le contréle strict du passage
d'un certain nombre d'ions, de solutés et de macromolécules a travers I’épithélium
¢pididymaire. A titre d’exemple, des molécules telles que 1'inositol et la carnitine peuvent étre
concentrées de dix a cent fois dans la lumiére de la téte d'épididyme, tandis que d'autres, telles
que l'inuline, le L-glucose et I'albumine, sont efficacement exclues (Hinton and Hernandez,
1985 ; Hinton and Palladino 1995). Ce contr6le est rendu possible en régulant I'influx et I'efflux
de solutés a travers les membranes basolatérales et apicales de 1’épithélium via des transporteurs
spécifiques (Turner, 1991). La maniére dont chaque transporteur est régulé individuellement et
la maniére dont ils se coordonnent pour fournir un microenvironnement unique et en constante

évolution le long de I’organe ne sont pas élucidées.
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3. Labarriére immunologique

Trois éléments distincts mais complémentaires composent la barriére immunologique :
les jonctions serrées, les cellules épithéliales et les cellules immunitaires épididymaires. Les
jonctions serrées permettent une séparation physique entre les spermatozoides immunogéniques
et les cellules immunitaires. Ce mécanisme de tolérance périphérique connu sous le nom
d’ignorance permet de prévenir les réactions auto-immunes contre les gametes males.
Cependant, 1’étanchéité de la barriére n’est pas totale et des mécanismes complémentaires sont
nécessaires pour assurer la tolérance aux spermatozoides. Ils reposent sur un dialogue efficace
entre les cellules épithéliales, les cellules immunitaires et les spermatozoides qui permet, a 1’ état
physiologique, la création d’un environnement pro-tolérogene (cf. partie B-1V). Inversement,
en cas d’infection par un pathogene, ce dialogue aboutit a la mise en place d’une réponse

immune efficace (cf. partie B-Il ; Hedger, 2011 ; Guiton et al., 2013).

B. Immunité de I’épididyme

L’¢étude de I’'immunité de I’épididyme a longtemps été négligée par rapport a I’étude de
I’immunité du testicule. En effet, du fait de sa position anatomique en amont du tractus uro-
génital, il était communément admis que le testicule conférait sa protection immunitaire a
I’ensemble du tractus génital male. Cependant, des données expérimentales et cliniques
remettent sérieusement en question ce dogme.

Des expériences de greffes allogéniques d’ilots pancréatiques, de peau ou de parathyroide chez
le rat et le cochon d’Inde ont démontré que le tissu interstitiel testiculaire autorise, méme pour
des temps tres longs, la survie des greffons (Fergusson and Scothorne, 1977 ; Head et al., 1983).
Ainsi, ce compartiment est a 1’abri des réponses immunes classiques qui visent a éliminer tout
composant étranger et qui conduiraient dans tout autre contexte, au rejet de la greffe. Ce
phénomeéne, appelé privilege immun, est la résultante de mécanismes complexes aboutissant au
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contrdle actif de I'antigéne au sein du tissu privilégié et de ses structures lymphatiques associées
(pour revue : Fijack et al., 2011 ; Meinhardt and Hedger, 2011). A I’inverse, les expériences de
greffes allogéniques de parathyroide dans I’interstitium épididymaire de rat montrent un rejet
rapide du greffon aprés la transplantation (Kazeem, 1988). L’organe n’est donc pas un lieu de

privilege immun et est capable de mettre en place une réponse immune rapide.

Ces résultats expérimentaux sont appuyés par des données cliniques montrant la différence de
réponse des deux organes a des pathologies telles que le cancer et I’inflammation. Le cancer du
testicule est 30 a 75 fois plus fréquent que le cancer de 1’épididyme, ce dernier étant bénin dans
80% des cas (Yeung, 2012). De plus, I’inflammation de 1I’épididyme, ou épididymite, est la
pathologie inflammatoire la plus fréquente du tractus uro-génital male (Moore, 1971) alors que
I’orchite seule, inflammation du testicule, est rare et généralement associée aux oreillons chez
les jeunes enfants (Trojian, 2009). En terme d’immunologie, Si le cancer refléte un défaut de
surveillance immune, laissant la possibilité aux cellules transformées de se multiplier,
I’inflammation marque 1’initiation d’une réponse immunitaire suite a une surveillance immune

efficace.

Il est donc clair aujourd’hui que I’'immunité de 1’épididyme est différente de celle du testicule
et il apparait crucial de rattraper le retard de connaissances accumulé. En effet, I’étude de
I’immunité épididymaire, par la compréhension des mécanismes mis en jeu dans 1’élimination
des pathogénes et la protection des spermatozoides, est un prérequis a la mise en ceuvre de

traitements efficaces contre 1’infertilité d’origine immunologique.

. Les acteurs de I’immunité présents a 1’état physiologique

Le rble premier du systéme immunitaire est de controler I’invasion et la prolifération
des agents pathogenes. En pénétrant dans 1’organisme, un agent pathogéne est confronté a une

premiére ligne de défense appelée immunité naturelle ou innée (Akira et al., 2006). Cette étape
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fait intervenir des barrieres physiques (épithélia digestif, bronchique et uro-génital), une
composante cellulaire et une composante humorale. La réponse immunitaire innée est suivie
d’une réponse adaptative, caractérisée par la mise en place de réponses lymphocytaires B et T
specifiques adaptées a la destruction du pathogene rencontré. Cette réponse spécifique aboutit
a une memoire immunologique qui permettra une destruction plus efficace et plus rapide lors
d’un deuxiéme contact avec le méme pathogéne. Pendant de nombreuses années, les
immunologistes ont dissocié les deux types de réponses immunes, innée et adaptative. En 1989,
Charles Janeway propose une théorie intégrative, dans laquelle les mécanismes moléculaires
mis en jeu lors de la reconnaissance innée des micro-organismes contrdlent la nature de la
réponse immune adaptative, suggérant une liaison étroite entre les deux types de réponse

(Janeway, 1989).

Cette premicre section présente les acteurs moléculaires et cellulaires de 1I’immunité

innée et adaptative présents au sein de I’épididyme a I’état physiologique.

1. Les protéines de défense
a. Les récepteurs de I’immunité innée

Le systeme immunitaire est capable de détecter et d’éliminer les micro-organismes
pathogeénes en discriminant le soi du non-soi (cf. partie B-1V). La détection des agents
pathogenes est assurée par des récepteurs dits PRRs (pattern-recognition receptors), qui
reconnaissent des produits (ou motifs moléculaires) conservés et partagés par les agents
microbiens et que 1’on regroupe sous le terme de PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) (Medzhitov, 2009). L’activation des PRRs déclenche des voies de signalisation
essentielles pour 1’élimination des agents infectieux par I’immunité innée. Parallelement, les
voies de signalisation des PRRs induisent I’activation des cellules dendritiques, qui sont

responsables de I’induction de I’immunité adaptative.
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Figure 8 : Représentation schématique de la localisation des recepteurs Toll-like et de
leurs principaux ligands.

Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, hTLR10 et mTLR11 sont localisés a la membrane
plasmique et reconnaissent principalement des composants de la membrane microbienne alors
que les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont localisés a la membrane de 1’endosome et
reconnaissent des acides nucléiques.

TLR : Toll-like receptor, LPS : Lipopolysaccharide, ARNdb : ARN double brin, ARNsb : ARN
simple brin, hTLR : TLR humain, mTLR : TLR murin

D’apres Takeda and Akira, 2005.
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e Les récepteurs Toll-like

Parmi les PRRs, les récepteurs de signalisation Toll-like (TLRs) ont été les premiers
identifiés et sont les mieux caractérisés. lls reconnaissent un large spectre de PAMPs et jouent
un réle important dans I’orchestration des immunités innée et adaptative (Blasius and Beutler,
2010 ; Kawai and Akira, 2011). Le role des TLRs dans I’immunité innée a été décrit pour la
premiere fois chez la drosophile. Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type I,
avec un domaine extracellulaire composé de répétitions de motifs riches en leucine (LRR,
leucine-rich repeats) assurant la reconnaissance, un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire globulaire présentant de fortes homologies avec la portion cytoplasmique du
récepteur de ’interleukine-1 (TIR, Toll-IL-1 receptor) et nécessaire a la transduction du signal
(Takeda et al., 2003). Les TLRs sont exprimés de maniére dynamique par de nombreux types
cellulaires, aussi bien immunitaires (macrophages, cellules dendritiques, cellules B et certains
sous-types de cellules T) que non immunitaires (fibroblastes et cellules épithéliales) (Takeda et
al., 2003). Chaque TLR détecte des composants microbiens distincts provenant de bactéries, de
virus, de champignons ou de parasites (Figure 8). Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6,
TLR10, TLR11 sont localisés a la surface cellulaire et reconnaissent principalement des
composants de la membrane microbienne alors que les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont
exprimés dans des vésicules intracellulaires et reconnaissent des acides nucléiques (Takeda et
al., 2003).
Un nombre croissant de données montre que les TLRs reconnaissent également des molécules
endogenes libérées par les tissus Iésés ou des cellules mortes, jouant ainsi un réle important
dans I’induction de I’inflammation en 1’absence d’agent pathogéne (inflammation stérile). Les
voies de signalisation TLR activées par des ligands endogenes sont impliquées dans des
conditions physiopathologiques telles que les maladies auto-immunes, la tumorigenése ou des

Iésions tissulaires (Yu et al., 2010).
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Figure 9 : Représentation simplifiée de la signalisation TLR.

La transduction du signal d’activation via les TLRs fait intervenir principalement deux voies
de signalisation : une voie dépendante de MyD88, qui aboutit a I’activation des facteurs de
transcription NF-«kB et IRF-7 et une voie indépendante de MyD88 mais dépendante de TRIF,
qui aboutit & Dl’activation d’IRF-3. Le TLR4, utilise des voies mixtes dépendantes et
indépendantes de MyD88. Le facteur de transcription NF-xB est impliqué dans I’expression de
nombreux genes pro-inflammatoires, tandis que les molécules IRF-3 et IRF-7 sont impliquées
dans I’expression des interférons de type | (IFN-a et IFN-B). D’aprés Takeda and Akira, 2005.
MyD88 : Myeloid differentiation factor 88, TIRAP : toll-interleukin 1 receptor [TIR] domain
containing adaptor protein, TRIF : TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-£,
TRAM : Trif-related adaptor molecule, IRAK: IL-1 receptor associated kinase, TRAF : tumor
necrosis factor receptor associated factor, IKK : inhibitor of nuclear factor-Kb» kinase
complex, TBK : TANK binding kinase, IRF : Interferon regulatory factor, NF-«B : nuclear

factor-kappa B.
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Les TLRs exercent leur fonction via deux voies de signalisation : la voie dépendante de MyD88
(Myeloid Differentiation factor 88) et la voie indépendante de MyD88, impliquées dans la
transcription de génes pro-inflammatoires et d’interférons de type | (Figure 9 ; Kawai and
Akira, 2006). A ce jour, 10 TLRs fonctionnels ont été identifiés chez I’homme et 12 chez la
souris, les TLRs 1 a 9 étant conservés dans les deux especes. Le TLR10 murin est non
fonctionnel en raison d’une insertion rétrovirale dans le géne correspondant, alors que les genes
codant pour les TLR11, TLR12 et TLR13 ont été perdus par le génome humain (Takeda and
Akira, 2005).

Dans I’épididyme murin, bien que les ARNm des 12 TLRs fonctionnels soient présents,
seuls les TLRs 3 a 5 ont été mis en évidence au niveau protéique (Johnston et al., 2005 ; Cheng
et al., 2016). Chez I’homme, les seules données disponibles montrent la présence du TLR3 dans
des lignées cellulaires d’épididyme (Browne et al., 2018). Les 11 TLRs de rat sont retrouvés dans
I’épididyme (transcrits et protéines). Certains, comme les TLRs 1, 2, 4 et 6 sont plus abondants
que d’autres (Palladino et al., 2007). Ils sont localis€s au niveau de 1’épithélium épididymaire,
dans tous les types cellulaires, a I’exception des cellules claires de la queue d’épididyme pour
les TLRs 5-7 et 11 (Palladino et al., 2008). De maniére plus inattendue, certains TLRs sont
retrouvés sur les spermatozoides, de maniere différentielle en fonction du lieu de recueil
(spermatozoides testiculaires vs épididymaires), montrant une acquisition au cours du transit
épididymaire. Le role de ces TLRs ainsi que leur état d’activation ne sont pour le moment pas
connus, mais les auteurs émettent I’hypothése d’un réle de leurre ou le spermatozoide se lierait
au pathogéne pour 1’occuper avant d’étre in fine endocyte et dégradé par les cellules epithéliales

(Palladino et al., 2008).
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e Autres récepteurs

En complément des TLRs, des hélicases de la famille RLR (RIG-I [retinoic acid-
inducible gene 1] like receptor) et des senseurs d’ADN cytosolique, impliqués dans la réponse
immune antivirale, ont été mis en évidence dans des cultures cellulaires d’épididyme.
Les RLRs sont essentiels a la détection des ARN double brins viraux dans presque tous les
types cellulaires, y compris les fibroblastes, les cellules épithéliales et les cellules dendritiques.
La famille RLR est composée de 3 membres: RIG-I, MDA5 (Melanoma differentiation
associated gene 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2) (Kato et al., 2005).
Les senseurs d’ADN cytosolique, comme la protéine DAI (DNA-dependent activator of IFN
regulatory factor), I’ARN polymeérase Ill, la cGAS (cGMP-AMP synthase) et I'TFTI16 (IFN-
inducible protein 16) sont activés par I’ADN viral (Paludan and Bowie, 2013).
Les protéines RIG-1, MDAS5, DAI et IFI16 ont été identifiées dans des lignées cellulaires

d’épididyme humain et murin (Zhu et al., 2015 ; Browne et al., 2018).

b. Les peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens (PAMS) ont été identifiés chez les vertébrés, les invertébrés,
les plantes et les bactéries. Ils posseédent un large spectre d’action incluant les bactéries, les
champignons, les virus enveloppés, les parasites et parfois méme les cellules cancéreuses. Ils
sont généralement de petite taille (12 a 100 acides aminés), positivement chargés et amphiphiles
(Yeaman and Yount, 2003 ; Deslouches and Di, 2017). A ce jour, des centaines de peptides ont
été identifiés, indiquant leur importance dans le systeme immunitaire inné (Hancock and
Chapple, 1999). Leur expression peut étre constitutive ou induite par des stimuli infectieux
et/ou inflammatoires, tels que des cytokines pro-inflammatoires, des bactéries ou des molécules
bactériennes comme le LPS (lipopolysaccharide) (Hancock, 2001 ; Cunliffe and Mahida,

2004). 1l existe egalement quelques PAMs anioniques, comme la dermicidine (Harris et al.,
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2009). Ces derniers n’ayant jamais été mis en évidence dans 1’épididyme, ils ne seront pas

développés dans cette introduction.

La premiére étape du mode d’action des PAMs repose sur 1’attraction entre le PAM et
sa cible. Elle est rendue possible par la liaison électrostatique entre le peptide cationique et les
composants bacteriens chargés négativement comme le LPS des bactéries Gram-négatives ou
les acides lipotéichoiques presents a la surface des bactéries Gram-positives (Hancock and
Rozek, 2002). La forte proportion de lipides chargés négativement a la surface des bactéries
joue un role crucial dans la sélectivité des PAMs pour les bactéries plutét que pour les
membranes des cellules eucaryotes dont la surface présente majoritairement des lipides neutres.
Les événements qui se produisent a la surface de la membrane bactérienne sont sujets a débat
et plusieurs modeles ont été proposés (pour revue Jenssen et al.,, 2006). Cependant, ils
aboutissent tous a la perméabilisation de la membrane bactérienne et/ou a la translocation du
PAM dans le cytoplasme sans dommage membranaire. La formation de pores par les PAMs a
action membranaire induit une fuite du contenu cytoplasmique, une dépolarisation de la
membrane, 1’arrét de la synthése du peptidoglycane et in fine la mort de la cible. Les PAMs a
action non membranaire ciblent des processus cellulaires essentiels comme la synthése d’acides
nucléiques et de protéines ainsi que les activités enzymatiques pour induire la mort cellulaire

(Brodgen, 2005).

Les PAMs participent également a d’autres aspects de 1'immunité innée. Ils sont
notamment capables d'améliorer I’activité phagocytaire des macrophages (Ichinose et al.,
1996), de stimuler la libération d’histamine et de prostaglandines (Befus et al., 1999 ;
Niyonsaba et al., 2001), de neutraliser les effets septiques du LPS, de favoriser I'angiogenése
(Koczulla et al., 2003) et d’induire la réparation des plaies (Chan and Gallo, 1998). Enfin, les

PAMs jouent également un role dans I’initiation de la réponse adaptative en induisant le
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recrutement des monocytes (Teritto et al., 1989), des lymphocytes T (Chertov et al., 1996) et

en modulant I’activation des cellules dendritiques (Davidson et al., 2004).

e Défensines

Les défensines sont de petits peptides cationiques de 3 a 6 kDa contenant six résidus
cystéine (motif consensus), permettant la formation de trois ponts disulfure intramoléculaires
dont I’organisation permet de définir 3 groupes chez les mammiferes : a, p et 6 (Diamond and
Bevins, 1998 ; Ganz 2003). Les 6-défensines sont cycliques et n'ont jusqu'a présent été
identifiées que dans les leucocytes de primates (Tang et al., 1999). Les structures tertiaires des
a- et des B-défensines sont tres proches malgré une faible homologie des séquences peptidiques
primaires. Elles sont chacune constituées de trois feuillets B et d’une hélice a (Ganz, 2003). Les
défensines sont actives sous forme d’octameres (Hoover et al., 2000) et possedent un large
spectre d’activité antimicrobienne (bactéries Gram+ et Gram—, champignons, Virus

enveloppés).

Les a-défensines ont été identifiées chez I’homme, le singe et certains rongeurs et sont
particulierement abondantes dans les neutrophiles, certaines populations de macrophages et au
niveau de I’intestin, dans les cellules de Paneth (Ganz, 2003). Dans le tractus génital méle, et
particulierement au niveau de 1’épididyme, on note la présence des RPN 1-2 et 4 (Rat
Neutrophil Peptide) chez le rat et de la CRS1C (Cryptdin-related sequence 1 C) chez la souris.
De plus, les peptides HNP1-3 (Human neutrophil peptide) et HD-5 (human defensin) ont été
identifiés sur des spermatozoides éjaculés humains. Cependant, il ne peut pas étre exclu que la
présence de ces peptides soit due a une contamination des échantillons par des neutrophiles

(Com et al., 2003).

Les p-défensines sont retrouvées chez tous les mammiféres, principalement dans les

cellules épithéliales de 1’épiderme, de I’arbre bronchique et du tractus uro-génital, y compris de
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I’épididyme, chez les mammiféres (Yamaguchi et al., 2002 ; Zaballos et al., 2004 ; Zhou et al.,
2004, 2013 ; Patil et al., 2005). La premiére étude rapportant la présence d’une défensine a
expression exclusivement épididymaire a été réalisée chez le rat : le peptide Binlb (Spaglla),
un variant d’épissage de SPAG11 (Sperm Associated Antigen 11), est exclusivement exprime
dans la partie médiane de la téte d’épididyme (Li et al., 2001). D’autres études ont confirmé par
immunohistochimie, la présence de plusieurs isoformes du peptide SPAG11 dans les cellules
de I’épithélium épididymaire chez I’homme (Hamil et al., 2000), le bovin (Avellar et al., 2007)
et le rat (Yenugu et al., 2006a).

A I’aide d’une approche plus globale, le répertoire complet des génes codant les p-défensines
a pu étre établi dans 5 especes de mammiferes (Patil et al., 2005). Chez le rat, 42 génes ont été
mis en évidence et respectivement, 39 et 52 génes/pseudogénes chez I’homme et la souris. Ces
génes sont organisés en clusters, au nombre de 5 chez I’homme. Cette richesse génique peut
étre expliquée par une non redondance de la fonction et/ou de la localisation de ces peptides.
Par la suite, les auteurs ont examiné le profil d’expression de la totalité des 42 génes composant
la famille des B-défensines de rat. 1l en ressort une expression préférentielle au niveau du tractus
génital méle, et notamment au niveau de 1’épididyme ou certains génes comme Defb51, -52 ou
-18 sont spécifiques de 1’organe (Patil et al., 2005). Ce travail met également en avant une
expression différentielle en fonction de la région de 1’épididyme (téte, corps ou queue). A titre
d’exemple, Defb12, -15, -17, -18, -21, -25, -34, -35 et -41, Spagllc, et Spaglle sont exprimés
plus abondamment dans la téte de 1’organe alors que Defb9, -10, -11, -13 et -40 le sont plus en
queue d’épididyme. Chez la souris, les génes des B-défensines sont également majoritairement
exprimés dans 1’épididyme, avec une différence en fonction des segments étudiés (Yamaguchi
et al., 2002 ; Zaballos et al., 2004). Enfin, on note également chez I’homme la présence de f3-
défensines spécifiques de 1’épididyme comme hBDS5 et 6 (human f-defensin) (Yamaguchi et

al., 2002).
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Bien qu’un grand nombre de génes de B-défensines ait ét¢ identifié¢ dans 1’épididyme de
nombreuses especes, leur activité antimicrobienne reste majoritairement inconnue. Chez le rat,
DEFB-22, -24 et -30 sont capables d’exercer une activité antimicrobienne contre Escherichia
coli (E. coli) (Yenugu et al., 2006¢ ; Diao et al., 2011) tandis que DEFB15 et DEFB14 inhibent
la survie des pathogenes E. coli, Candida albicans (C. albicans) et Staphylococcus aureus (S.
Aureus), de maniére dose dépendante (Zhao et al., 2011). La famille de B-défensines SPAG11
posséde également des activités antimicrobiennes : les peptides entiers humains, bovins et de
macaque, ainsi que le domaine C-terminal des variants SPAG11A, D et G possedent une activité
antimicrobienne contre E. coli (Yenugu et al., 2003). De plus, le peptide C-terminal de
SPAG11A est également capable de tuer Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae), S. aureus
et Enterococcus faecalis (Liao et al., 2005). Les B-défensines SPAG11 et DEFB118 sont
capables de tuer les bactéries E. coli par 2 mécanismes complémentaires, d’une part en induisant
des perturbations de la membrane bactérienne et d’autre part en inhibant la synthése de
macromolécules (Yenugu et al., 2004a ; Yenugu et al., 2004b ; Yenugu et al., 2006b). Les
attagques membranaires sont rapidement mises en place : la membrane externe est endommagée
en 30 secondes et la membrane interne quelques minutes plus tard. La microscopie électronique
a balayage permet de visualiser ces dommages qui aboutissent en 30 min a une fuite du contenu

cellulaire qui engendre la mort du pathogéne.

e Cathélicidines
Les cathélicidines dérivent d’une protéine précurseur, caractérisée par un peptide signal
et un pro-domaine hautement conserve dans la région N-terminale et d’une région C-terminale
tres variable contenant le peptide antimicrobien a proprement parler. Le pro-domaine appelé
domaine cathéline pour son homologie avec la cathéline (inhibiteur de la cathepsine L) est a
I’origine du nom de cathélicidine. Chez ’homme, une seule cathélicidine nommée hCAP-18

(human cationic antimicrobial peptide -18) a été identifiée (Durr et al., 2006). L’extrémité C-
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terminale de hCAP-18 contient le peptide cationique LL-37, qui porte 1’activité antibactérienne.
Un processus de clivage est essentiel pour ’activation de cette activité antibactérienne in vivo.
Le LL-37 présente un large spectre d'activité antimicrobienne contre des bactéries Gram + et
Gram -, des champignons et virus (Diirr et al., 2006). De maniére similaire aux -défensines, le
LL-37 exerce son action antibactérienne d’une part en endommageant la membrane (Sochacki
etal., 2011) et d’autre part en ciblant les composants intracellulaires (Zhang et al., 2010). Enfin,
les cathélicidines sont capables de stimuler la réponse immune adaptative. En effet, LL-37 est

chimiotactique pour les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes T (Yang et al., 2001).

Bien que les neutrophiles soient la source principale de hCAP-18, la protéine est
retrouvée dans de nombreux tissus et liquides biologiques (Durr et al., 2006). Des expériences
d’hybridation in situ et d’immunohistochimie ont révélé la présence de hCAP-18 dans
I’épididyme humain (Malm et al.,, 2000). La protéine est localisée dans I’épithélium
épididymaire, majoritairement au niveau de la queue de 1’organe. hCAP-18 est également
détectée dans le fluide séminal (qui provient des sécrétions de 1’épididyme, des vésicules
séminales, de la prostate et des glandes de Cooper) a un taux 70 fois supérieur a celui du plasma.
Enfin, la protéine est présente sur le gameéte avec une moyenne de 6,6 millions de molécules
hCAP-18 par spermatozoide (Malm et al., 2000). Ces données suggérent un role de hCAP-18
dans la protection du spermatozoide contre les attaques microbiennes au niveau de 1’organe
mais également au niveau du tractus génital femelle. Cependant, il faut noter que le peptide LL-

37, n’a jamais été mis en évidence au niveau de I’épididyme ou des gameétes males.

c. Les protéines a activité antimicrobienne
En complément des PAMs « classiques » décrits précédemment, 1’épididyme est la

source de nombreuses protéines a activité antimicrobienne.

31






Introduction bibliographique

e Inhibiteurs de protéases

Comme nous 1’avons vu précédemment, la modification des protéines de surface des
spermatozoides (élimination, relocalisation ou acquisition) est un élément clé de la maturation
du gaméte méale. Ces modifications, en partie réalisées par des protéases, sont finement régulées
tant au niveau spatial que temporel. La présence de protéases dans 1’épididyme nécessite donc
la présence de leurs inhibiteurs pour assurer cette régulation. En complément de leur réle dans
la maturation des spermatozoides, les inhibiteurs de protéases jouent un réle dans la réponse
immunitaire innée, les enzymes protéolytiques étant des facteurs de virulence essentiels pour

les pathogénes (Armstrong, 2001).

La protéine SLPI (Secretory leukocyte peptidase inhibitor), également connue sous le
nom human seminal inhibitor | ou antileucoprotéase, a été décrite dans le liquide séminal
humain (Schiessler et al., 1976) ainsi que dans les cellules épithéliales et la lumiére de la
prostate, des vésicules séminales et de I'épididyme (Ohlsson et al., 1995). Comme les
défensines, SLPI est une protéine cationique de faible poids moléculaire (Seemuller et al.,
1986). Dans le fluide seminal humain, SLPI est retrouvée a des concentrations suffisantes pour

tuer les bactéries E. coli et S. aureus in vitro (Hiemstra et al., 1996 ; Shugars, 1999).

Les cystatines (CST), sont une autre famille d’inhibiteurs de protéases a activité
antimicrobienne. Nous nous intéresserons ici a la sous-famille CRES (Cystatin-related
epididymal spermatogenic) exprimée majoritairement dans le tractus génital male. Elle est
composée de 4 membres : CST11, CRES (CST8), Testatin (CST9) et CST T, les deux derniers
n’étant pas retrouvés au niveau de I’épididyme (Cornwall and Hsia, 2003).

Chez le macaque, CST11 est exprimée spécifiquement dans 1’épididyme (Hamil et al., 2002).
Bien que présente dans tout I’organe, la protéine est plus abondante au niveau de la téte. On la

retrouve également chez I’homme, sur les spermatozoides éjaculés (Hamil et al., 2002). In vitro,
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la protéine recombinante est capable de tuer E. coli de maniére dose dépendante mais son mode
d’action reste pour le moment inconnu.

Le géne Cres est majoritairement exprimé dans 1’épididyme, mais on le retrouve également a
des niveaux inférieurs dans le testicule, I’ovaire et I’hypophyse. Dans 1’épididyme murin, CRES
est synthétisée uniquement dans les cellules principales de la téte proximale (Cornwall and
Hann, 1995 ; Syntin and Cornwall, 1999). La protéine recombinante est capable d’exercer une
activité antimicrobienne contre E. coli et Ureaplasma urealyticum de maniere dose dépendante
(Wang et al., 2012). Cette activité passe a la fois par une perméabilisation de la membrane et

par une inhibition de la synthése des macromolécules bactériennes.

e Chimiokines
Les cytokines chimio-attractantes, ou chimiokines, sont des polypeptides de 70 a 100
acides aminés. Elles forment un ensemble complexe de molécules qui jouent un réle clé dans
I’inflammation en régulant le trafic et ’activation des cellules du systéeme immunitaire. Elles
sont regroupées en 5 sous-familles, dénommées CXC, CC, XC, CX3C, et CX en fonction de

I’arrangement de leurs deux premiers résidus cystéine (Nomiyama et al., 2010).

Ces derniéres annees, il a été démontré que certaines chimiokines comme CXCL6 ou
CXCL9 exercent une activité antimicrobienne de type défensine (Cole et al., 2001 ; Linge et
al., 2008). Chez I’homme, ces deux chimiokines sont retrouvées de manicre constitutive dans
le tractus génital male (Collin et al., 2008 ; Linge et al., 2008). Dans le fluide séminal, CXCL6
et CXCL9 sont présentes de maniére significativement plus importante chez des hommes
fertiles que vasectomisés, démontrant une implication majeure du testicule et/ou de I’épididyme
dans sa production. Cette observation est confirmée par la détection immunohistochimique de
CXCL6 dans les cellules épithéliales du testicule, de I’épididyme et des vésicules séminales et
de CXCL9 dans les cellules épithéliales du testicule, de I’épididyme et de la prostate. Enfin, les

auteurs ont montré que CXCL6 et CXCL9 possédent une activité antimicrobienne contre le
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pathogeéne uro-génital N. gonorrhoeae a des concentrations similaires a celles retrouvées dans

le fluide séminal.

e Lactoferrine

La lactoferrine est une glycoprotéine de liaison au fer, de la famille des transferrines.
Elle est exprimée dans la plupart des liquides biologiques et constitue un élément majeur du
systeme immunitaire inné des mammiferes. Son effet protecteur va des activités
antimicrobiennes directes contre un large éventail de microorganismes, y compris les bactéries,
les virus, les champignons et les parasites, aux activités anti-inflammatoires et anticancéreuses.
Le principal mécanisme par lequel elle exerce son action bactériostatique est la déprivation en
fer. Sécrétée dans les fluides biologiques sous une forme non saturée (apo-lactoferrine), elle
inhibe la croissance de bactéries par compétition avec les sidérophores bactériens pour la
séquestration du fer libre (Legrand et al., 2008). La lactoferrine exerce également des activités
bactériostatiques et bactéricides indépendantes de sa fonction de chélateur du fer. En effet, par
sa capacité a se fixer directement au LPS, aux acides lipoteichoiques ou aux porines, la
lactoferrine déstabilise la membrane des bactéries, provoque leur fragilisation et augmente leur
perméabilité. L activité bactériostatique de la lactoferrine passe également par 1’inhibition de

I’attachement des bactéries aux cellules hotes (Legrand et al., 2008 ; Jenssen et al., 2009).

Plusieurs centaines de protéines épididymaires ont été identifiées a partir du liquide
épididymaire de différentes especes. Ces sécrétomes sont caractérisés par la présence de
protéines a des concentrations élevées, et pas plus de 15-20 protéines représentent 60-80% des
protéines luminales totales. Chez le bélier, le sanglier, I’étalon et I’homme, la lactoferrine fait
partie de ces protéines surreprésentées (Dacheux et al., 2009). Chez 1’étalon, elle représente
41,2% des protéines totales (Fouchécourt et al., 2000) et est retrouvée au niveau des cellules
principales du corps et de la queue de 1’épididyme, ainsi que sur les spermatozoides (Pearl and

Roser, 2014). Chez le sanglier 4gé de 2 a 8 mois, la lactoferrine est présente dans tout
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I’épididyme au niveau du cytoplasme des cellules principales. Chez 1’animal adulte, le
marquage n’est plus présent dans la téte d’épididyme. Enfin, quel que soit I’age, la protéine est

retrouveée sur les spermatozoides (Pearl and Roser, 2008).

e Lysozyme

Le lysozyme est retrouvé dans un grand nombre de liquides biologiques et de tissus
(Jolles and Jolles, 1984), incluant I'épididyme, la prostate, le testicule et le liquide séminal
(Tauber et al., 1976). Le lysozyme catalyse la lyse des parois cellulaires des bactéries Gram+
en clivant la liaison entre l'acide N-acétylmuramique et la N-acétylglucosamine dans le
peptidoglycane. Le lysozyme est moins efficace contre les bactéries Gram- malgré sa capacité
a interagir fortement avec leur LPS et a le perturber (Ohno and Morrison, 1989). Cependant,
les effets destructeurs du lysozyme sur les bactéries Gram - ne sont pas tous dépendants de
l'activité enzymatique. Il a par exemple €té montré qu’un pentadécapeptide dérivé du lysozyme
et qui n'a pas d'activité muramidase, est capable de perméabiliser la membrane externe d’E.
coli, d’inhiber la synthése de I'ARN et de I'ADN bactérien et de provoquer la mort bactérienne

(Pellegrini et al., 2000).

Plus récemment, 3 nouveaux géenes lysozyme-like (LYZL2, 4 et 6) ont été identifiés chez
I’homme (Zhang et al., 2005). L’analyse par Northern blot et hybridation in situ met en
évidence une expression de LYZL2 et 6 majoritairement dans le testicule et 1’épididyme et une
expression de LYZL4 exclusivement épididymaire. Cependant, aucune donnée n’est disponible

quant a leur réle potentiel dans I’immunité innée.

e Indoleamine 2,3-dioxygénase
L'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) est la premiere enzyme limitante du catabolisme
du tryptophane par la voie des kynurénines (Yamamoto and Hayaishi, 1967). IDO est une

protéine cytoplasmique ubiquitaire activée par les interférons (IFN). Elle a été associée a
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I'épididyme dés 1980, quand il a été montré que son activité était étlonnamment élevée dans des
extraits épididymaires (Yoshida et al., 1980). L’expression d’IDO dans 1’épididyme s’est
avérée constitutive et indépendante de son inducteur inflammatoire classique, I’'TFN-y
(Takikawa et al., 1999). Plus récemment, une autre enzyme impliquée dans la premiere étape
de dégradation du tryptophane a été identifiée (Ball et al., 2007 ; Metz et al., 2007). Cette
enzyme posséde 43% d’homologie avec IDO et a été appelée IDO2 ou INDOL (indoleamine
2,3-dioxygenase-like protein). Chez la souris, IDO est fortement présente dans la téte de
I’épididyme, mais n’est pas retrouvée dans le corps ou la queue de 1’organe (Britan et al., 2006).
Les analyses immunohistochimiques révelent que I’accumulation d’IDO démarre postérieurement au
segment initial de la téte de 1’épididyme, est maximale dans les segments 2 & 4 et cesse apres le
segment le plus distal (S5), ou I’expression est mosaique (Jrad-Lamine et al., 2011). IDO est présente
dans le cytoplasme des cellules principales et apicales mais n’est pas détectée dans la lumiére (Britan

et al., 2006).

Méme si IDO est généralement considérée pour ses propriétés pro-tolérogénes (qui
seront développées dans la section I1V-2-c de cette introduction), elle est également un effecteur
antimicrobien grace a son activité catabolique qui déprive I'environnement en tryptophane. En
effet, a ’image des mammiferes pour qui le tryptophane est un acide aminé essentiel, de
nombreux autres organismes en sont dépendants (protozoaires, bactéries, virus). Par exemple,
la déplétion en tryptophane provoque, in vitro, I’inhibition de la prolifération de Toxoplasma
gondii (Pfefferkorn et al., 1984 ; Daubener et al., 1999), de différentes espéces de Chlamydia
(Carlin et al., 1989 ; Pantoja et al., 2000) et du virus de la rougeole (Obojes et al., 2005).
Cependant, les données in vivo quant au réle d’IDO dans la lutte antimicrobienne sont plus
contrastées et révélent que I’action antimicrobienne est dépendante du pathogéne (Divanovic et

al., 2012).
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Figure 10 : Représentation schématique de I’ontogénie des phagocytes mononucléaires.

Le systeme des phagocytes mononucléaires regroupe les macrophages, d’origine embryonnaire
et les monocytes et les cellules dendritiques, d’origine adulte.

HSC : hematopoietic stem cell, EMP : Erythro-myeloid progenitor, MDP : monocyte and
dendritic cell progenitor, cMOP : common monocyte progenitor, CDP : common dendritic cell
progenitor, cDC : conventional dendritic cells, Pre-cDC : ¢cDC precursor, pDC : plasmacytoid

DC, Pre-pDC : pDC precursor.
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2. Les cellules immunitaires
a. Les phagocytes mononucléaires
La population des phagocytes mononucléaires est une population hétérogene regroupant
les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. Jusqu’a récemment, il était admis
que les monocytes circulants donnaient naissance, dans les tissus, a la fois aux macrophages et
aux cellules dendritiques (DCs). Des expériences de devenir cellulaire et de tracage de lignées
ont bouleversé ce dogme (Ginhoux and Jung, 2014 ; Gomez Perdiguero et al., 2015 ; Guilliams

et al., 2014 ; Hoeffel et al., 2015).

En effet, & 1’état physiologique, la plupart des macrophages résidents des tissus
proviennent de progéniteurs érythro-myéloides (EMP) qui ont été mis en place au cours du
développement embryonnaire et qui s’auto-renouvellent localement (Figure 10; Gomez

Perdiguero et al., 2015).

Les monocytes, quant & eux, proviennent de la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques (HSC) dans la moelle osseuse adulte. Les HSC se différencient via plusieurs
intermédiaires, en un progéniteur commun aux cellules dendritiques et aux monocytes, appelé
MDP (monocyte and dendritic cell progenitor) (Fogg et al., 2006).

Le MDP donne naissance a un précurseur intermédiaire résidant dans la moelle osseuse appelé
progeéniteur commun aux monocytes (c(MOP) (Hettinger et al., 2013). Ce progéniteur va donner
naissance a deux sous-populations : les monocytes classiques (Ly6CM) et les monocytes non
classiques ou résidents (Ly6C'®%). Les monocytes non classiques restent principalement dans
les vaisseaux sanguins ou ils patrouillent et surveillent ’intégrité de 1’endothélium. Les
monocytes classiques peuvent étre recrutés sur des sites inflammatoires et se différencier, en
fonction du microenvironnement local, en macrophages ou DCs inflammatoires (Ginhoux and

Jung, 2014).
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Le MDP peut également se différencier en un progéniteur commun aux DCs appelé CDP
(common DC progenitor). Le progéniteur CDP produit le pré-pDC (plasmacytoid DCs [pDCs]
precursor) qui donne naissance aux pDCs, principalement impliquées dans I’immunité anti-
virale via la production d’interférons de type |. Le CDP produit aussi un précurseur immédiat
des DCs conventionnelles appelé pré-cDC (conventional DC precursor). Le précurseur pré-
cDC est capable de migrer de la moelle osseuse vers les organes périphériques via la circulation
sanguine pour donner naissance aux deux sous-populations de DCs conventionnelles (cDC) :
les cDC1 et les cDC2 (Naik et al., 2007 ; Onai et al., 2007). Chez la souris, dans la plupart des
organes non lymphoides, ces deux populations peuvent étre distinguées sur la base de
I’expression des marqueurs de surface CD103 (intégrine oE) et CD11b (intégrine aM). Les DCs
CD103*,0u cDC1, sont spécialisées dans la cross-présentation, qui correspond a la présentation
d’antigénes exogenes a des lymphocytes T CD8* via les molécules du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité) de classe 1. Les DCs CD11b* (et CD103"), ou cDC2, expriment des
niveaux élevés de CMH de classe Il et induisent la réponse T CD4*. Certains organes comme
la peau ou l’intestin possédent des populations particulieres de DCs avec des marqueurs

specifiques (Guilliams et al., 2004 ; Schlitzer and Ginhoux, 2014).

e Macrophages épididymaires
Les macrophages sont les cellules immunitaires les plus représentées au sein de 1’épididyme.
IIs ont été mis en évidence chez I’homme (Wang and Holstein, 1983), le rat (Hooper et al., 1995 ;
Flickinger et al., 1997 ; Serre and Robaire, 1999) et la souris (Nashan et al., 1989).
Chez le rat, ils sont présents dans le compartiment interstitiel et dans 1’épithélium, proches de la lame
basale. Dans la téte de I’épididyme, les macrophages épithéliaux sont significativement plus
nombreux que les macrophages interstitiels (Hooper et al., 1995 ; Flickinger et al., 1997 ; Serre and

Robaire, 1999).

38



CD103 CD11b CD40 CD80 CD86 CD1ld MHCII Ly6c DC-SIGN Langerin F4/80 Sirp-a

CD11c

[S]
—
~—
(=] CD103 |€CD11b CD40 CD80 CD86 €D1d MHCII Ly6c DC-SIGN Langerin F4/80 Sirp-a
o

CD103 ——>

Figure 11 : Identification de cellules dendritiques dans I’épididyme murin.

A- Photographie du segment initial de 1’épididyme de souris CD11c-EYFP montrant de
nombreux prolongements cytoplasmiques en direction de la lumiére ; échelle = 10um.

B- Inversement, les DCs de la queue d’épididyme ne projettent pas de dendrite ; échelle =
10pm.

C- L’analyse par cytométrie en flux des marqueurs de surface exprimés par les DCs
épididymaires révele deux populations majoritaires : les DCs CD11lc* CD103* (ligne
supérieure) et les DCs CD11C* CD103- (ligne inférieure).

(L) : lumiére, (E) : épithélium. Da Silva et al., 2011



Introduction bibliographique

Chez la souris, les macrophages sont majoritairement localisés au niveau péritubulaire mais sont
également retrouvés dans I’interstitium et dans une moindre mesure dans 1’épithélium. La distribution
est équivalente entre la téte, le corps et la queue de 1’organe (Nashan et al., 1989).

Chez I’homme, les macrophages ont été mis en évidence entre les cellules épithéliales épididymaires
(Wang and Holstein, 1983).

Quelle que soit I’espéce considérée, les macrophages ne sont jamais retrouvés dans la lumiére de

I’épididyme.

Dans la queue de 1’épididyme, les macrophages pourraient étre responsables de la phagocytose des
spermatozoides en exces, vieillissants ou anormaux, hypothése soutenue par I’augmentation du
nombre de cellules épithéliales portant un marqueur macrophagique en présence de spermatozoides
endommagés. Cependant, cette notion reste tres controversée (Ritchie et al., 1984 ; Tomlinson et al.,

1992 ; Seiler et al., 2000 ; Cooper et al., 2002).

e Cellules dendritiques épididymaires

Des travaux récents ont révélé la présence, chez la souris, d’un réseau dense de cellules
dendritiques (Da Silva et al., 2011). Elles sont présentes tout le long du tubule épididymaire, avec une
abondance particuliére au niveau de la région proximale. Dans le segment initial, les DCs sont situées
a la base de 1’épithélium et emettent des projections cytoplasmiques entre les cellules principales
atteignant ainsi le compartiment luminal (Figure 11 A). Dans le reste de 1’organe, les DCs sont
également situées a la base de 1’épithélium mais n’émettent pas de projections (Figure 11 B).
L’analyse par cytométrie en flux des marqueurs de surface exprimés par les DCs épididymaires révele
la présence de deux populations majoritaires : les DCs CD11c* CD103* et les DCs CD11c* CD103
(Figure 11 C). Ces cellules dendritiques épididymaires expriment les molécules du CMH de classe
Il et sont capables, in vitro, de présenter des antigénes et d’activer les LT CD4* et les LT CD8* (Da
Silva et al., 2011). Cette découverte établit pour la premiére fois que des cellules de 1’épithélium

épididymaire pourraient étre douées d’une activité de présentation antigénique. Des DCs ont
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également été détectées dans I’épididyme humain (Duan et al., 2015). Les auteurs ont pu mettre en
évidence 3 populations de DCs, toutes immatures : les DCs CD11c* et les DCs CD209* apparaissent
dans D’interstitium tandis que les DCs CDl1a* forment un réseau dans I’épithélium. Ils notent

¢galement I’absence de pDCs chez ’homme sain.

La distinction entre cellules dendritiques et macrophages est délicate du fait de la redondance
de certains marqueurs membranaires entre ces deux populations. On sait par exemple aujourd’hui que
des marqueurs comme F4/80 et CD11c, couramment utilisés dans la littérature comme marqueurs
spécifiques des macrophages et des DCs respectivement, sont en fait exprimés par les deux types
cellulaires (Geissmann et al., 2010). La caractérisation fine de ces populations ne peut donc pas
reposer sur ’utilisation de marqueurs uniques et nécessite ’utilisation d’une combinaison complexe
de marqueurs de surface. Da Silva et son équipe nuancent eux-mémes leur découverte en utilisant le
terme général de «phagocytes mononucléaires », population regroupant a la fois les cellules

dendritiques et les macrophages dans leurs travaux ultérieurs (Shum et al., 2014 ; Smith et al., 2014).

b. Les lymphocytes
Les acteurs de I'immunité adaptative sont les lymphocytes T et B qui expriment des
récepteurs spécifiques des antigénes : le récepteur des cellules T (TCR) et le récepteur des

cellules B (BCR).

e Lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) sont capables de reconnaitre directement les antigenes. Leur
maturation est dépendante d’une part de I’engagement du BCR et d’autre part de la coopération
avec les lymphocytes T auxiliaires. Une fois matures, ils sont impliqués dans I’immunité a
meédiation humorale via la production d’anticorps spécifiques de I’antigéne rencontré. Les LB
activés sont également des cellules présentatrices d’antigénes (CPAQ) capables d’activer les

réponses T.
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Figure 12 : Représentation schématique de I’activation d’un lymphocytes T naif par
une cellule dendritique.

Trois signaux sont nécessaires pour activer les lymphocytes T (LT) naifs. Le premier signal
correspond a la reconnaissance spécifique du complexe CMH-peptide par le TCR du LT. Le
second signal implique I’engagement de récepteurs de co-stimulation comme le CD40L et
le CD28, illustrés sur ce schéma. Enfin, le troisieme signal est un signal de différenciation
pour le LT, en réponse aux cytokines produites par la cellule dendritique, comme 1’IL-12,
ou présentes dans le microenvironnement.

D’aprés Kambayashi and Laufer, 2014.

CD40L : CD40 ligand, DAMP : damage-associated molecular pattern, IL-12
interleukine-12, IL-12R : IL-12 receptor, PAMP : pathogen-associated molecular pattern,
PRR : pattern recognition receptor, TCR : T cell receptor, CMH : complexe majeur

d’histocompatibilité.
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Les LB ne sont que trés rarement retrouvés dans 1’épididyme (Ritchie et al., 1984 ; Serre and
Robaire, 1999). Chez le rat, ils sont localisés dans la région basale de 1’épithélium épididymaire,

jamais dans la lumiére (Serre and Robaire, 1999).

e Lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) naifs ne reconnaissent les antigénes que lorsqu’ils sont
présentés sous forme de peptides antigéniques associés aux molécules du CMH a la surface des
CPAg professionnelles, les cellules dendritiques (Figure 12). Si le TCR reconnait
specifiquement le complexe peptide-CMH, une forte liaison est établie et le processus de
sélection clonale peut débuter. Cette interaction entre le TCR et le complexe peptide-CMH, ou
premier signal d’activation, donne un signal de spécificité puisque seuls les lymphocytes
présentant un TCR donné seront activés. Cependant, ce premier signal d’activation n’est pas
suffisant pour déclencher la prolifération et la différenciation du LT naif en LT effecteur. Le
deuxieme signal nécessaire implique I’engagement de molécules de co-stimulation entre la DC
et le LT. Ce signal est indispensable pour protéger le LT d’une anergie ou d'une apoptose
précoce. Enfin, les LT empruntent différentes voies de différenciation en réponse a un signal
de différenciation ou troisieme signal (Figure 12). Ce signal est dépendant de la nature du
pathogéne, du contexte dans lequel se fait la présentation antigénique et de I’environnement

cytokinique (Santana and Esquivel-Guadarrama, 2006).

En réponse a ce troisieme signal, les LT CD4*, aussi appelés T helper (Th) ou T
auxiliaires, se différencient en sous-populations effectrices caractérisées par 1’expression d’un
facteur de transcription spécifique et un profil de sécrétion cytokinique unique qui détermine

I’orientation de la réponse (Figure 13).
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Figure 13 : Representation schématique de la polarisation des LT CD4*.

Suite a son activation par une DC, le LT CD4* naif subit une polarisation vers une sous-
population de LT auxiliaire (Th) particuliere, en fonction de 1’environnement cytokinique et
de I’expression d’un facteur de transcription spécifique. Chaque sous-population de LTh est
caractérisée par un profil cytokinique unique. Ne sont représentées sur ce schéma que les 4
sous-populations de LT CD4* majoritaires. D’aprés Leung et al., 2010.

DC : cellule dendritique, Foxp3 : forkhead box P3, GATA3 : GATA binding protein 3,
IFN : interféron, IL : interleukine, Treg : regulatory T cell, Tbet : T-box transcription factor,
TGF : transforming growth factor, TNF : tumor necrosis factor, ROR : RAR-related orphan

receptors.
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A T’origine, seule la dichotomie entre les deux sous-populations T auxiliaires dites Thl et Th2
était considérée comme déterminant la nature de la réponse immune, le développement de ces
sous-populations étant mutuellement exclusif.

La lignée Th1l est prépondérante dans les réponses contre les pathogénes intracellulaires et dans
I’immunité a médiation cellulaire. Le profil de sécrétion cytokinique est de type pro-
inflammatoire (IL-2, IFN-y, TNF-o [Tumor necrosis factor-alphal). Les cellules Th1 agissent
notamment sur les CPAg en augmentant leur capacité de phagocytose, leur production de
médiateurs pro-inflammatoires ainsi que leur aptitude a présenter des antigenes et a activer des
lymphocytes T naifs.

Les lymphocytes Th2 sont quant a eux impliqués dans les réponses contre les pathogénes
extracellulaires et dans I’immunité a médiation humorale (stimulation de la production
d’anticorps par les LB). IIs sécrétent les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13, I’IL-4 étant la cytokine
qui permet I’engagement des T naifs vers un phénotype Th2. La principale source d’IL-4
semble étre les LT CD4* eux-mémes, mais elle peut étre également produite par les mastocytes,
les basophiles et les cellules NKT (Natural Killer T cell) (Le Gros et al., 1990 ; Noben-Trauth

et al., 2000).

Plus récemment, d’autres sous-populations de LT CD4" effecteurs ont été décrites. C’est
notamment le cas des lymphocytes Th17, caractérisés par leur production d'IL-17, d’TL-21 et
d’IL-22 (Harrington et al., 2005). Bien que le role de ces cellules n’est que partiellement
élucide, elles sont impliquées dans la lutte contre les infections bactériennes extracellulaires et
fongiques et jouent un role dans le recrutement et 1'activation des cellules de I’immunité innée
comme les polynucléaires neutrophiles. Les lymphocytes Th17 peuvent aussi étre impliqués
dans des maladies auto-immunes et inflammatoires (Bettelli et al., 2008).

La derniére sous-population bien caractérisée de LT auxiliaires est la sous-population des

lymphocytes T régulateurs (Treg). Ils sont caractérisés par leur production de TGF-f et d’IL-
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10, cytokines leur conférant leurs propriétés régulatrices ou immunosuppressives. Cette
population sera développée dans la section IV-2-b.

A TP’instar des Th1/Th2, les Treg et Th17 sont mutuellement exclusifs (Bettelli et al., 2006).

De nouvelles sous-populations de LT auxiliaires plus atypiques ont également été decrites.
C’est notamment le cas des lymphocytes Th9 (Kaplan et al., 2015), Th3, Trl (Shevach, 2006),
Th22 ou Th CTL (cytotoxic T lymphocyte) (Cheroutre and Husain, 2013). N’ayant jamais été

décrites dans 1’épididyme, elles ne seront pas développées dans cette introduction.

Les LT CD8* sont eux aussi soumis a un troisieme signal de différenciation qui
conditionne 1’acquisition de leurs fonctions. Plusieurs sous-populations de LT CD8" sont
décrites dans la littérature : les Tcl, Tc2, Tcl7, Tc9 et CD8* Treg (pour revue voir Mittriicker
et al., 2014). Nous ne nous intéresserons ici qu’a la population Tc1, aussi connue sous le nom
de LT cytotoxiques (CTL), seule sous-population décrite dans 1’épididyme. Les CTL
interviennent dans I’immunité a médiation cellulaire et jouent un role crucial dans la clairance
des pathogenes intracellulaires (bactéries et virus). lls sont capables de tuer spécifiquement les
cellules portant I'antigene cible par trois voies distinctes. Deux de ces voies impliquent une
interaction directe entre le CTL et la cellule cible, et la troisieme est médiée par des cytokines
telles que I'IFN-y et le TNF-a. Le TNF-a se lie a son récepteur sur la cellule cible et déclenche
la cascade de la caspase, conduisant a 1’apoptose de la cible. L'IFN-y induit la transcription des
molécules du CMH de classe | et de Fas dans les cellules cibles, améliorant ainsi la présentation
antigénique et la lyse des cellules cibles. L'activité cytotoxique nécessitant un contact direct
entre le CTL et la cellule cible, pour induire sa mort par apoptose, peut étre médiée par deux
mécanismes distincts. Dans le premier cas, le ligand Fas qui est exprimé a la surface des CTL,
se lie au récepteur Fas de la cellule cible. Cette liaison déclenche I'apoptose via les caspases.

Dans le deuxiéme cas, le CTL libére de la perforine et des granzymes dans I’espace
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intercellulaire induisant la lyse de la cellule cible par formation de pores membranaires

(Andersen et al., 2006).

Les deux populations de lymphocytes T (LT CD4* et LT CD8*) ont été caractérisées dans
I’épididyme humain, murin et de rat a 1’état physiologique. Dans I'épididyme humain, la plupart des
lymphocytes intraépithéliaux sont des lymphocytes T CD8* (Ritchie et al., 1984). Une analyse
immunohistochimique plus poussée a mis en évidence qu’un grand nombre de ces cellules sont
marquées pour les protéines TIA-1 ou granzyme B, révélant un potentiel cytotoxique (Yakirevich et
al., 2002). Les LT CD4" sont quant a eux retrouvés majoritairement dans le tissu interstitiel (Ritchie
etal., 1984). Chez le rat, les LT CD4* et CD8* ont été identifiés tout le long de I'épididyme, avec une
localisation préférentielle dans l'interstitium par rapport au compartiment intraépithélial (Hooper et
al., 1995 ; Flickinger et al., 1997). Aucune des cellules immunitaires identifiées dans I'épididyme du
rat n'a été trouvée dans la lumiére (Serre and Robaire, 1999). A l'instar de I'épididyme humain et de
rat, il a ét¢ démontré que 1’épididyme murin contient des LT CD4* et CD8" (Nashan et al., 1989). IIs

sont observés majoritairement dans l'interstitium mais jamais dans la lumiére du tubule.

Il. Laréponse aux pathogénes

L'épididymite est une affection courante chez les hommes présentant une douleur uni-
ou bilatérale aigué et un gonflement du scrotum (Lorenzo et al., 2016). Aux Etats-Unis, 600
000 cas sont recensés chaque année, ce qui en fait la pathologie inflammatoire la plus fréquente
du tractus uro-génital male (Trojian et al., 2009). L'inflammation peut se propager au testicule
(épididymo-orchite), en particulier quand un traitement adéquat est retardé. Dans la majorité
des cas, I'épididymite est d'origine infectieuse, avec une ascension bactérienne rétrograde
(Pilatz et al., 2015b). Chez les hommes de 14 a 35 ans, tranche d’age la plus touchée,
I’épididymite est principalement causée par les bactéries sexuellement transmissibles N.

gonorrhoeae et Chlamydia trachomatis (C. trachomatis). Avant I’age de 14 ans et apres 35 ans,
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I’épididymite est généralement causée par des bactéries uropathogénes comme les E. coli

(Redfern et al., 1984).

Malgré la prévalence ¢élevée de 1’épididymite chez les hommes en age de procréer, peu
d’études sont disponibles sur I’impact de cette pathologie sur la qualité des gametes (Dietz,
1960 ; Tozzo, 1968 ; Ludwig and Haselberger, 1977 ; Weidner et al., 1990 ; Osegbe, 1991 ;
Lang et al., 2013). Leur analyse collective indique une détérioration profonde de la qualité du
sperme (concentration, mobilité, morphologie) associée a une leucocytospermie prononcée
dans la phase aigué de I’infection. La guérison est observée 3 a 6 mois apres le traitement
antibiotique. Néanmoins, des oligozoospermies et azoospermies persistantes sont rapportées
dans 40% des cas (Rusz et al., 2012). L'obstruction du canal épididymaire pourrait en étre la
cause (Michel et al., 2016). De plus, compte tenu du fait que jusqu'a 60% des cas d’épididymite
évoluent en épididymo-orchite (Desai et al., 1986 ; Kaver et al., 1990 ; Pilatz et al., 2013), un
impact négatif direct ou indirect sur la spermatogenése peut étre supposé (Dietz, 1960 ; Osegbe,
1991). 11 apparait donc crucial d’étudier les mécanismes complexes gouvernant I’immunité de
I’épididyme en réponse a l'infection et a l'inflammation, ainsi que leur impact sur la fertilité.
Ces études sont un pré-requis nécessaire au développement d'outils de diagnostic efficaces et

de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Comme nous venons de le voir, un nombre important d’acteurs du systéme immunitaire
inné et adaptatif a été identifi¢ dans 1’épididyme. Cependant, leurs rdles lors d’une infection de
I’organe reste pour la plupart non élucidés. La disponibilité d’échantillons humains étant trés
limitée, des modéles animaux d’épididymite bactérienne ont été établis pour caractériser les
changements morphologiques et les voies moléculaires impliqués dans la pathogenése des
infections épididymaires. Dans la plupart des cas, E. coli et C. trachomatis, bactéries Gram- et
pathogenes les plus pertinents quant aux cas cliniques, sont injectés dans la lumiere du canal

déférent afin de simuler la voie d’entrée des infections ascendantes rétrogrades. Une méthode
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Figure 14 : Schéma hypothétique de I’organisation de la réponse aux pathogénes dans
I’épididyme.

Le pathogene est reconnu par les TLRs exprimés par les cellules épithéliales ou les cellules
immunitaires épididymaires, qui induisent alors une réponse inflammatoire. L’épithélium est
également responsable de la synthese de B-défensines qui sont capables de tuer le pathogene.
La réponse inflammatoire locale se traduit par une infiltration leucocytaire et la formation de
granulomes constitués d’amas de cellules immunitaires et de spermatozoides. Dans un
second temps, une présentation antigénique peut avoir lieu, in situ ou dans le nceud
lymphatique drainant, pour initier une réponse immunitaire adaptative classique via les LT
effecteurs CD4* et CD8*. Lorsque le systeme immunitaire échoue a contréler I’infection, une
obstruction du tubule due a des remodelages fibrotiques et la phagocytose des

spermatozoides sont observées, induisant une infertilite.

(L) : lumiere, (E) : Epithélium, (1) : Interstitium, TLR : Toll-like receptor, CPAg : cellule
présentatrice d’antigene, MP: phagocyte mononucléaire, TNF : tumor necrosis factor,

IL : interleukine, IRF : Interferon regulatory factor, NF-«xB : nuclear factor-kappa B.
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alternative pour induire I'épididymite est I'administration de LPS, un composant structurel
majeur de la membrane externe des bactéries a Gram -, en remplacement de bactéries vivantes

(Michel et al., 2015).

En nous basant sur ces modéles expérimentaux, un schéma de la réponse aux pathogéenes dans

I’épididyme peut étre établi (Figure 14).

1. Laréponse innée

La premiere étape de la réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance des
pathogenes et ’initiation de la réponse inflammatoire. Gréce a la présence de nombreux TLRs,
I’épithélium épididymaire joue un réle crucial dans ces mécanismes. L’épididyme de rongeur
est capable de répondre a une infection par des pathogénes entiers ou des composants bactériens
(LPS) en augmentant la synthése de molécules pro-inflammatoires comme I’'IL-1p, le TNF-aq,
I’IL-6 et les IFN de type | (Tanaka et al., 1995 ; Rodrigues et al., 2008 ; Zhu et al., 2015 ; Cheng
etal., 2016 ; Michel et al., 2016). 1l a été démontré, in vivo, que cette inflammation est médiée
par la signalisation TLR (Cheng et al., 2016 ; Michel et al., 2016). En effet, des souris invalidées
pour Myd88 ou TIr4/5 ne sont plus capables d’initier cette réponse inflammatoire en réponse a

une injection d’UPEC (Uropathogenic E. coli) dans I’épididyme.

Les B-défensines, constitutivement exprimées dans 1’épididyme, jouent également un
réle cle dans la réponse innée aux pathogenes. L’impact de I’infection sur ces acteurs est trés
variable en fonction du mod¢le d’épididymite utilisé, des B-défensines impliquées mais
¢galement de la région de 1’épididyme considérée. Chez le rat, I'épididymite induite par le LPS
provoque une diminution de l'expression des ARNm de Defb2, Defb21 et Defb27 en téte
d'épididyme, tandis que I'expression d'autres défensines telles que Defbl, Defb24 et Defb36
augmente (Cao et al., 2010 ; Biswas and Yenugu, 2011). A I’inverse, une augmentation des

transcrits Defb2 et Defb27 est observée dans la queue de 1’organe (Biswas and Yenugu, 2011).
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Contrairement au modéle précédent, I’injection d’UPEC dans le canal épididymaire du rat
induit une augmentation des ARNm de Defb21 via NF-xB (nuclear factor-kappa B, Biswas et
al., 2015). Bien que les informations disponibles sur I'effet de I'infection bactérienne sur la
synthése des B-défensines par I'épithélium épididymaire soient limitées, leur role protecteur a
pu étre démontré in vivo. En effet, I'administration intraveineuse de DEFB21 a des rats infectés
par E. coli réduit significativement la charge bactérienne dans I'épididyme et s'avere plus
efficace qu’un traitement antibiotique a la gentamycine (Biswas et al., 2015). De plus, la
surexpression épididymaire de Binlb dans des souris transgéniques rend les animaux plus
résistants a I'épididymite induite par E. coli et est capable de restaurer partiellement les

parametres spermatiques altérés par I’infection (Fei et al., 2012).

L’un des rdoles de I’inflammation est de permettre le recrutement de cellules
immunitaires sur le site de D’infection. Cette caractéristique est bien présente en cas
d’épididymite ou une infiltration leucocytaire est rapidement observée. Chez la souris et le rat,
Iinfiltrat, principalement composé de macrophages, de polynucléaires neutrophiles et de
lymphocytes (Kuzan et al., 1989 ; Jantos et al., 1992 ; Tanaka et al., 1995 ; Turner et al., 2011 ;
Cao et al., 2014), est souvent confiné a l'interstitium, mais peut également étre observée dans
la lumiére du tubule (Ludwig et al., 2002 ; Kaya et al., 2006). Chez des hommes souffrant
d’épididymite chronique d’origine bactérienne, un recrutement de macrophages actives est
observé (Zheng et al., 2017). Ces derniers, lorsqu’ils se trouvent dans la lumiére du tubule, sont
capables de phagocyter les spermatozoides, ce qui pourrait en partie expliquer les

oligozoospermies et asthénozoospermies observées chez les patients.

2. Laréponse adaptative
Des cellules présentatrices d’antigénes sont retrouvées dans toutes les régions de
I’épididyme (Da Silva et al., 2011 ; Duan et al., 2015). Dans la partie la plus proximale de

I’épididyme murin, ces cellules émettent des projections en direction de la lumiere (Da Silva et
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al., 2011). Elles pourraient donc échantillonner le contenu luminal et présenter les antigenes (in
situ ou dans le nceud lymphatique drainant) aux lymphocytes T. Les cellules dendritiques
interstitielles retrouvées chez I’homme pourraient, elles, reconnaitre le pathogéne directement
dans le milieu interstitiel ou dans la lumiére, aprés destruction de la BHE. En retour, les
lymphocytes activés pourraient participer a [I'élimination des agents pathogenes, soit
directement pour les LT cytotoxiques CD8* (Yakirevitch et al., 2002), soit indirectement pour
les LT auxiliaires CD4*. La mise en place de cette réponse immunitaire classique est soutenue
par les données issues de modéles murins d’épididymite et des patients souffrant d’épididymite
chronique. Chez la souris, I’épididymite bactérienne est suivie d’un recrutement interstitiel de
macrophages, de cellules CMH I1*, de LT auxiliaires et cytotoxiques (Nashan et al., 1993).
Enfin, chez les hommes souffrant d’épididymite chronique un recrutement de cellules
dendritiques matures (Duan et al., 2015), mais également de lymphocytes Thl et Th17 est
observé, signe qu’une réponse adaptative s’est mise en place (Duan et al., 2015 ; Zheng et al.,

2017).

Le role du systéme immunitaire est de détecter et d’éliminer les éléments étrangers. Si
ces éléments peuvent étre, comme nous venons de le voir, des agents pathogenes, il peut

également s’agir de cellules transformées ou cancéreuses.

.  L’immunité anti-tumorale

1. Le cancer de I’épididyme

Le cancer de I’épididyme est un cancer rare, qui ne représente que 0,03% des cancers
masculins dans les pays occidentaux. A titre de comparaison, le cancer masculin le plus
fréquent, le cancer de la prostate, représente 20% des cas (Yeung et al., 2012). De plus, le cancer
de I’épididyme est dans la grande majorité des cas (environ 80%) un cancer bénin. La plupart

de ces tumeurs bénignes (60-78%) ont une origine épithéliale (adénomes, cystadénomes
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papillaires) mais des tumeurs d’origine musculaire (leiomyomes) ou adipeuse (lipomes) ont

également été rapportées (Beccia et al., 1976 ; Ganem et al., 1998).

Les tumeurs épididymaires malignes sont rares et existent sous forme de lésions primaires ou
métastatiques. Elles comprennent des tératomes et autres tumeurs d'origine germinale, des
Ieiomyosarcomes, des carcinomes eépidermoides, des fibrosarcomes, des rhabdomyosarcomes,
des carcinomes et des adénocarcinomes (Ganem et al., 1998). L’adénocarcinome de
I’épididyme, qui est la forme de tumeur maligne la plus fréquente, ne représente qu’une
quarantaine de cas dans la littérature. Parmi ces cas, seulement 21 avaient une origine primaire
épididymaire, ce qui illustre bien la rareté du cancer de 1’épididyme (Jones et al., 1997 ; Ganem

etal., 1998).

Chez I’homme, la protection contre les cellules cancéreuses repose a la fois sur des
mécanismes non immunitaires et immunitaires. Dans 1’épididyme, certains mécanismes non
immunitaires, comme la présence de puissants mécanismes antioxydants, de suppresseurs de
tumeurs actifs et d’oncogénes inactifs ont été mis en évidence. Une absence probable de cellules
souches a également été évoquée comme mécanisme anti-cancéreux potentiel (Yeung et al.,
2012). Une étude récente a montré que les cellules basales de 1’épididyme de rat expriment des
marqueurs de cellules souches adultes et peuvent se différencier in vitro, remettant en question
cette hypothése (Mandon et al., 2015). Cependant, d’autres études ont rapporté que les cellules
basales ont un index mitotique trés bas chez le rat adulte (Clermont and Flannery, 1970). La
possibilité que les cellules basales puissent renouveler les cellules épithéliales épididymaires
dans des conditions particulieres n’est pas exclue mais mérite des études complémentaires.
Enfin, la présence de jonctions serrées et d’une combinaison de facteurs anti-angiogéniques

contribuent a prévenir le développement de néoplasies (Yeung et al., 2012).

2. Immunité et cancer
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Le systeme immunitaire a trois roles principaux dans la prévention des tumeurs.
Premiérement, il peut protéger 1’hote contre les tumeurs induites par les virus en éliminant les
infections virales.

Deuxiemement, la prise en charge rapide des agents pathogenes et la résolution de
I'inflammation peuvent empécher I'établissement d'un environnement inflammatoire propice a
la tumorigenése.

Enfin, le systeme immunitaire peut spécifiquement identifier et éliminer les cellules tumorales
sur la base de leur expression d'antigenes tumoraux spécifiques. Ce troisieme processus, appelé
immunosurveillance du cancer, se produit lorsque le systéme immunitaire identifie les cellules
transformées qui ont échappé aux mécanismes suppresseurs de tumeurs intrinséques et les
élimine avant I’établissement d’une tumeur maligne. Cependant, on sait maintenant que le
systéme immunitaire exerce a la fois des effets protecteurs pour 1I’hote et des effets sculptants
sur les tumeurs en développement. Ces découvertes ont mené a 1’évolution du concept
d’immunosurveillance vers la notion plus large de «cancer immunoediting», qui décrit de
maniére plus appropriée les deux actions opposées du systeme immunitaire. L'immunoediting
est considéré comme un processus dynamique composé de trois phases distinctes : I'élimination,

I'équilibre et I'évasion (Figure 15 ; Dunn et al., 2002).

a. La phase d’élimination
L'élimination est la phase durant laquelle les molécules et les cellules de I'immunité
innée et adaptative travaillent ensemble pour détecter la présence d'une tumeur en

développement et la détruire longtemps avant qu'elle ne devienne cliniqguement apparente.

Dans la premiére phase d’élimination, la croissance invasive de la tumeur provoque des
perturbations mineures dans les tissus environnants qui induisent des signaux inflammatoires.
IIs conduisent au recrutement de cellules du systéme immunitaire inné (cellules NK [Natural

Killer] et NKT, LTyd, macrophages et DCs) au niveau de la tumeur (Smyth et al., 2000). Des
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motifs sur les cellules transformées (exprimés a la suite du processus de transformation lui-
méme ou induits par la réponse inflammatoire) sont reconnus par les lymphocytes infiltrés
(cellules NK et NKT, LTyd) qui sont ensuite stimulés pour produire de I’'IFN-y (Yokoyama,

2000).

Dans la seconde phase, I'lFN-y induit la mort des cellules tumorales (en quantité limitée) au
moyen de mécanismes anti-prolifératifs (Bromberg et al., 1996) et apoptotiques (Kumar et al.,
1997). Il induit également la production de chimiokines par les cellules tumorales et les cellules
saines environnantes (Luster and Ravetch, 1987). Certaines de ces chimiokines ont des
capacités angiostatiques puissantes qui bloquent ainsi la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins au sein de la tumeur, conduisant a une mort cellulaire encore plus importante (Sgadari
et al., 1996). Les débris de cellules tumorales sont ensuite ingérés par les DCs locales, qui
migrent dans les ganglions lymphatiques drainants. Les chimiokines produites au cours du

processus inflammatoire recrutent davantage de cellules NK et de macrophages sur le site.

Dans la troisieme phase, les cellules NK et NKT, les LTyd et les macrophages tuent davantage
de cellules tumorales par des mécanismes dépendant notamment de TRAIL (tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand), des perforines/granzymes et des dériveés réactifs de
I’oxygéne et de 1’azote (Bancroft et al., 1991 ; Smyth et al., 2000 ; Takeda et al., 2002). Dans
le ganglion lymphatique drainant, les cellules dendritiques nouvellement immigrées activent
des LT CD4* spécifiques de la tumeur qui expriment alors I'lFN-y (LTh1). Ces LTh1, & leur

tour, facilitent le développement de cellules T CD8* spécifiques de la tumeur (Pardoll, 2002).

Dans la quatrieme phase, les lymphocytes T CD4* et CD8* spécifiques des antigénes tumoraux
migrent sur le site de la tumeur. Les LT CD8* devenus cytotoxiques détruisent les cellules
tumorales via un mécanisme dépendant de Fas/FasL et du systeme perforine/granzyme (Russell

and Ley, 2002).
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Les cellules NK et NKT et les LTyd n'ont jamais été décrits dans I'épididyme.
Néanmoins, nous avons pu voir dans la partie précédente que les CPAg (macrophages et DCs)
ainsi que les lymphocytes T CD4* et CD8* sont retrouvés au sein de 1’organe. Certaines données
épidémiologiques suggerent que ces cellules pourraient étre efficaces dans
I’immunosurveillance précoce de 1’épididyme. En effet, la téte d’épididyme, ou les CPAgQ
forment un vaste réseau (Da Silva et al., 2011) et sont particulierement actives dans la
phagocytose des cellules apoptotiques (Smith et al., 2014), est moins affectée par les tumeurs
que la queue de I’organe (Yeung et al., 2012). Ainsi, les données disponibles suggérent qu’un

mécanisme d’immunosurveillance « classique » pourrait étre en place dans cette région.

b. La phase d’équilibre

Certaines cellules tumorales peuvent échapper a I’élimination et entrer dans une phase
d’équilibre (Figure 15). Dans ce processus, les LT et I'lFN-y exercent une pression de sélection
puissante sur les cellules tumorales, suffisante pour contenir mais pas pour éradiquer la tumeur
(Koebel et al., 2007). L’existence de la phase d'équilibre, ou dormance, a été initialement
supposée pour expliquer la longue période de latence entre I'événement de transformation initial
et l'apparition d'une maladie maligne (phase d'évasion). La phase d’équilibre est donc la plus
longue des phases d’immunoediting et peut méme perdurer tout au long de la vie de I’individu.
Au cours de cette période, de nombreux variants de la tumeur originelle sont détruits mais de
nouveaux variants peuvent apparaitre suite a différentes mutations qui leur conférent une

résistance accrue aux attaques immunitaires (Vesely et al., 2011).

Etant donné que la dormance des cellules tumorales est maintenue par I'immunité
adaptative, les LT CD4* et CD8" de I’épididyme pourraient également jouer un réle dans
I’établissement et le maintien d’une phase d’équilibre. Des données expérimentales soutiennent

I’existence de la dormance des cellules transformées dans 1'épididyme. En effet, I’organe est
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naturellement résistant & la tumorigenese et ne développe que des phénotypes
d’hyperplasie/hypertrophie en réponse a des stimuli tumorigéniques, comme [I’activation
d’oncogeénes, la délétion de génes suppresseurs de tumeurs ou la surexpression de facteurs de
croissance (Jhappan et al., 1992 ; Stocklin et al., 1993 ; Guy et al., 1996 ; Gilbert et al., 1997 ;
Korpelainen et al., 1998 ; La Perle et al., 2002 ; Sipild et al., 2002 ; Bierie et al., 2003 ; Frew et

al., 2008).

c. L’échappement tumoral

Durant la phase d’échappement (Figure 15), les variants tumoraux survivants qui ont
acquis une insensibilité a la détection et/ou a I'élimination immunologique par des
modifications génétiques ou épigénétiques, commencent a se développer de maniere
incontrdlée. Ils développent des mécanismes pour inhiber ou échapper a I'immunité par des
moyens intrinseques et extrinseques. Les altérations intrinseques au sein des cellules tumorales
leur permettent d’échapper a 1'immunité en régulant a la baisse la présentation antigénique, en
régulant a la hausse les inhibiteurs de I'apoptose ou en exprimant des molécules de surface
inhibitrices qui tuent directement les lymphocytes T cytotoxiques. De plus, les cellules
tumorales sécrétent des facteurs qui inhibent les fonctions des cellules immunitaires effectrices
ou recrutent des cellules régulatrices pour générer un microenvironnement immunosuppresseur.
Une fois recrutées, les cellules régulatrices attenuent I'immunité antitumorale en libérant des
cytokines immunosuppressives et en altérant la teneur en nutriments du microenvironnement.
Ces mécanismes extrinséques aboutissent a une maladie maligne cliniquement observable qui,

si elle n'est pas contrdlée, entraine la mort de I'n6te (Vesely et al., 2001).

De maniere surprenante, 1’épididyme est peu sujet a I’échappement tumoral alors qu’il
est baigné dans un environnement immunosuppresseur imitant celui de la niche tumorale (cf.

partie IV).
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La rareté des cancers épididymaires est un fait intrigant qui mériterait de plus grandes
investigations. En effet, la compréhension des mécanismes par lesquels 1’épididyme est capable
d’échapper a la tumorigénése pourrait étre utile pour la conception et/ou 1’amélioration de

thérapies anticancéreuses.

Ainsi, le systétme immunitaire au sein de I’épididyme apparait capable de gérer les
infections et de contréler le processus tumoral, méme si les mécanismes exacts et les cellules
impliquées ne sont pas encore bien définis. Dans le méme temps, il doit mettre en place et
maintenir un mécanisme opposé a la réponse immune, la tolérance, afin de gérer I’afflux massif

et continu de spermatozoides.

IV. Latolérance immune aux spermatozoides

Les spermatozoides sont produits a la puberté, bien aprés 1’établissement du répertoire
du soi qui permet au systéme immunitaire de reconnaitre les composés propres de 1’individu
afin de ne pas les détruire. Ainsi, les spermatozoides apparaissent comme étrangers (non soi)
pour le systéme immunitaire et risquent d’étre éliminés par ce dernier. L'Organisation Mondiale
de la Santé définit les réactions auto-immunes contre les spermatozoides comme l'une des
causes d'infertilité masculine. Elles se traduisent notamment par 1’apparition d’auto-anticorps
dirigés contre les spermatozoides. Les premieres études faisant état d’anticorps anti-
spermatozoides (AAS) dans des échantillons de sérum d'hommes infertiles datent de 1954
(Rumke, 1954 ; Wilson, 1954). Depuis, un grand nombre d’études ont été réalisées et les AAS
ont été décrits chez 8 a 21% des hommes infertiles. Cependant, la présence d'AAS a également
été détectée chez 1,2 a 19% des hommes fertiles, ce qui suggére que tous les AAS ne provoquent
pas d'infertilité (Francavilla and Barbonetti, 2009 ; Krause, 2009 ; Vazquez-Levin et al., 2014).
Ces données intrigantes sont a I’origine d’une controverse sur le role réel des AAS dans
I’infertilité (Taylor and Collins, 1992 ; Helmerhorst et al., 1999). Néanmoins, de nombreuses

études ont montré que les anticorps dirigés contre les spermatozoides peuvent avoir des effets
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néfastes sur la fertilité en altérant différents processus. 1ls peuvent en effet diminuer la motilité
des spermatozoides par agglutination ou immobilisation, inhibant ainsi la migration des
spermatozoides a travers les voies génitales femelles. Les AAS sont également capables
d'altérer la capacitation et la réaction acrosomique et de bloquer I'interaction du spermatozoide
avec 1’ovocyte. Enfin, le développement embryonnaire précoce peut étre affecté par les AAS

(pour revue voir : Francavilla et al., 2007).

1. Généralités

La tolérance compte deux versants complémentaires qui interviennent a différents
moments de la vie de I’individu. La tolérance centrale est mise en place pendant la vie
embryonnaire et fait référence aux processus par lesquels les cellules T potentiellement auto-
réactives sont supprimeées pendant la maturation thymique (Griesemer et al., 2010). Elle se
décompose en deux étapes successives: la sélection positive puis la sélection négative. La
sélection positive aboutit a 1’élimination des LT portant des TCR qui ne se lient pas aux
molécules de CMH autologues (du soi) ou au contraire, qui se lient avec une affinité trop élevée
au CMH. La sélection positive donne naissance a une population de cellules T périphériques
capables de reconnaitre les molécules du CMH du soi, mais pas au point d'étre activées par
toutes les CPAg qu'elles rencontrent. La sélection négative expose les LT en développement a
une large gamme de peptides du soi. Leur reconnaissance de ces auto-antigénes entraine leur
suppression. Ainsi, la sélection de LT qui expriment un TCR pouvant se lier au CMH du soi et
I’élimination des LT auto-réactifs aboutit & une population de LT matures qui peut interagir
efficacement et étre activée par les CPAg présentant des peptides étrangers afin de les éliminer

(Griesemer et al., 2010).

La tolérance périphérique a lieu dans les organes périphériques tout au long de la vie de
I’individu et repose sur trois mécanismes de base : la délétion, 1’anergie et la suppression des

LT auto-réactifs. La délétion des lymphocytes auto-réactifs dans le thymus et a la périphérie est
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réalisée par apoptose. L’anergie est un mécanisme au cours duquel le lymphocyte est
intrinséquement inactivé aprés sa rencontre avec l’antigéne, mais reste en vie pendant une
période prolongée, dans un état d’hyporéactivité. In vivo, elle est le plus souvent initiée dans les
cellules T naives aprés stimulation dans un environnement déficient en molécules de
costimulation ou riche en molécules de co-inhibition (comme le CTLA-4: cytotoxic T
lymphocyte antigen-4, ou le PD-1: Programmed cell death 1). Enfin, la suppression fait
référence a la capacité de lymphocytes T régulateurs (Treg) a supprimer 1’activation et/ou la
fonction de lymphocytes T auto-réactifs (Xing and Hogquist, 2012 ; Mueller, 2010). Les
spermatozoides apparaissant a la puberté, bien aprés 1’établissement de la tolérance centrale,

leur protection vis-a-vis du systéme immunitaire repose donc sur cette tolérance périphérique.

Ces mécanismes reposent sur 1’action conjointe d’un nombre important de cellules
immunitaires et de molécules immunorégulatrices. Certains de ces acteurs sont présents dans

I’épididyme et sont détaillés ci-apres.

2. Les acteurs épididymaires
a. Les cellules dendritiques tolérogénes
En complément de leur role dans I’initiation de la réponse immunitaire, les DCs peuvent
jouer un role dans 1’établissement de la tolérance périphérique. A 1’origine, ce rble était supposé
uniquement médié par les DCs immatures qui, en 1’absence de molécules de co-stimulation, ne
pouvaient pas induire le second signal d’activation des LTs, induisant in fine leur anergie ou
apoptose (Reis e Sousa, 2006). On considere maintenant les DCs tolérogenes comme une
population a part entiére, jouant un role actif dans 1’établissement de la tolérance péripherique
en participant notamment a la délétion et a I’anergie des cellules T et a I'induction de LTreg (Li

and Shi, 2015).
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Dans I’intestin, une population de DCs tolérogénes, exprimant le marqueur CD103* a
été décrite. Elles acquierent les antigénes indirectement, via les cellules épithéliales ou les
macrophages intraépithéliaux CX3CR1* [CX3C chemokine receptor 1], puis migrent vers le
neeud lymphatique mésentérique ou elles induisent le développement de LTreg (McDole et al.,
2012 ; Mazzini et al., 2014). De maniére semblable a I'intestin, la région proximale du canal
épididymaire contient des cellules intraépithéliales CX3CR1* qui projettent un nombre
important de dendrites en direction de la lumiere (Da Silva et al., 2011). Les auteurs ont montré
que ces cellules CX3CR1* sont de puissants phagocytes et pénetrent occasionnellement dans le
compartiment luminal, ce qui suggére qu'elles peuvent directement prélever des antigenes
solubles et des particules dans la lumiére (Smith et al., 2014). Il est donc tentant de supposer
que certaines cellules épididymaires peuvent acquérir directement des antigenes provenant de
spermatozoides afin d'initier une réponse tolérogene, médiée par les cellules CD11c* CD103*
également présentes dans I'épididyme (Da Silva et al., 2011). L'acquisition d’antigénes
spermatiques pourrait également se produire via des mécanismes indirects impliquant les
cellules épithéliales, ou par la modulation de la perméabilité de jonctions serrées apicales
(Stammler et al., 2013). Cependant, la capacité des DCs CD11lc* CD103* a induire la
différenciation de LTreg dans I’intestin est associée a leur capacité & exprimer 1’enzyme
immunosuppressive IDO (Harden and Egilmez, 2012). Bien qu’IDO soit présente de maniere
constitutive dans I’épididyme murin, les observations immunohistochimiques n’ont pas révélé
la présence de I’enzyme dans les DCs épididymaires (Jrad-Lamine et al., 2011 ; Britan et al.,
2006 ; Da Silva, communication personnelle). Pour autant, I’'IDO épididymaire par son activité
de synthése de métabolites actifs, les kynurenines, pourrait participer a la génération de DCs
tolérogéne. En effet, il a ét¢ montré qu’un phénotype tolérogéne peut étre acquis par des DCs
dépourvues d'IDO fonctionnelle gréace a la présence de kynurénines dans le

microenvironnement (Belladonna et al., 2007).

S7



Syntheése de cytokines inhibitrices

TGF-B
° o
? o

2 O 0O

Déprivation en cytokines

o o ©
o
IL-10
Apoptose
Cytotoxicité Ciblage des DCs
Apoptose CD80/CD86
Granzyme
© CTLA-4
@)
@) 0 l
e

Pore de perforine

Inhibition de la maturation et
des fonctions des DCs

Figure 16 : Représentation schématique des modes d’action des iTreg.
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b. Les lymphocytes T régulateurs

La tolérance périphérique est requise pour inhiber les LT auto-réactifs qui auraient
échappé a la sélection thymique, ou dirigés contre des néo-antigénes a tolérer comme les
spermatozoides ou les antigénes alimentaires. Elle repose sur une population particuliére de
lymphocytes T, les LTreg qui peuvent étre divisés en deux catégories en fonction de leur
ontogénie : les LTreg naturels (nTreg), qui sont des cellules CD4* CD25* FOXP3* (forkhead
box P3) d’origine thymique, et les LTreg adaptatifs ou induits (iTreg) qui se développent a la
périphérie a partir de LT CD4* CD25. Les nTreg possédent des TCR dirigés contre des
protéines du soi exprimées dans le thymus pendant 1’établissement de la tolérance centrale.
Ainsi, cette population, a I’inverse des iTreg, ne peut pas étre impliquée dans 1’établissement

de la tolérance aux spermatozoides (Vignali et al., 2008).

L’un des acteurs clés de la différenciation des LT CD4* naifsen iTreg est le TGF-p. Son
role a été décrit pour la premiére fois par Yamagiwa, qui a démontré qu’il pouvait induire la
différenciation de LT CD4* humains naifs en LT suppresseurs (Yamagiwa et al., 2001).
D’autres études ont démontré que les LT CD4* CD25  de souris pouvaient étre convertis en
lymphocytes régulateurs CD4* CD25* FOXP3* par stimulation de leur TCR en présence de
TGF-B (Chen et al., 2003 ; Fantini et al., 2004). In vitro, les LT CD4* convertis par le TGF-$3

possédent une activité de suppression dépendante du contact cellulaire.

De facon genérale, il existe deux modes d’action des LTreg : I’immunorégulation par la
consommation ou la production de médiateurs solubles (principalement des cytokines) et
I’immunorégulation via ’interaction directe avec les CPAQ ou les LT effecteurs (CD4" et

CD8") (Figure 16).

A 1’état physiologique, les LTreg sont peu présents dans 1’épididyme (Pierucci-Alves et
al., 2018). Cependant, Wheeler et ses collaborateurs ont montré que les Treg contrélent le

devenir de la réponse (autoimmune vs tolerogéne) a des antigénes spermatiques (Wheeler et al.,
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2011). En effet, a I’aide d’un mod¢le de souris vasectomisées, ils ont pu mettre en évidence que
I’extravasation des spermatozoides ne déclenche pas de rupture de tolérance chez des animaux
sauvages. A I'inverse, le méme modéele appliqué a des souris déficientes en LTreg montre
I’établissement d’une réponse autoimmune caractérisée par 1’apparition d’auto-anticorps. Ces
données suggerent donc un role des LTreg dans le maintien de la tolérance aux spermatozoides.
Ce role pro-tolérogene passe probablement par la synthese de TGF-p puisque des souris
incapables d’induire la signalisation TGF-f dans les DCs développent des granulomes et des

AAS, malgré la présence de LTreg épididymaires (Pierucci-Alves et al., 2018).

c. L’indoleamine 2,3-dioxygénase et les kynurénines

Il est rapidement apparu qu’IDO jouait non seulement un role dans I’immunité innée
mais également dans I’immunité adaptative et I’établissement de la tolérance périphérique. En
effet, le traitement de souris gestantes avec un inhibiteur pharmacologique d’IDO induit un rejet
du feetus par I’intermédiaire des LT. Ainsi, les cellules placentaires synthétisant I'IDO protégent
le feetus semi-allogénique d’une attaque par les LT maternels (Munn et al., 1998). La méme
équipe a par ailleurs prouvé que les cellules T naives humaines et murines sont particuliérement
sensibles a une déplétion locale en tryptophane. En effet, la prolifération des LT stimulés dans
un milieu sans tryptophane est arrétée en phase G1, avant I'entrée en phase S (Munn et al.,
1999). Les mécanismes induisant cette anergie sont partiellement élucidés et impliqueraient la
kinase GCN2 (general control nonderepressible 2), qui est activée par I’augmentation de la
concentration intracellulaire en ARNt non chargés, suite a un apport insuffisant en acides
aminés essentiels. Ainsi, la diminution de tryptophane dans I’environnement, par ’action
d’IDO, induit I’activation de la voie GCN2 dans les cellules T, et leur entrée en anergie (Munn

et al., 2005).
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Le catabolisme du tryptophane par la voie des kynurénines induit la synthése de métabolites
actifs comme I'acide 3-hydroxyanthranilique et 1’acide quinolinique qui jouent un réle dans
I’induction de la tolérance.

NAD: nicotinamide adénine dinucléotide, IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase,

TDO : tryptophane 2,3-dioxygénase. D’apres Curti et al., 2009.
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L’utilisation de souris déficientes en Idol (Idol”") a permis d’étudier son role dans
I’établissement et/ou le maintien de la tolérance aux spermatozoides. Dans 1’épididyme,
I’absence d’IDO induit une inflammation locale et une modification des sous-populations de
LT en faveurdes LThl et LTh17 (Jrad-Lamine et al., 2013). Cependant, cela ne se traduit jamais
par l’apparition de granulomes ou d’AAS, suggérant 1’existence de mécanismes

compensatoires.

L’induction de la tolérance par IDO passe également par son activité de synthése de
métabolites actifs via la voie des kynurénines (Figure 17 ; Stone and Darlington, 2002). Parmi
ces métabolites, I'acide 3-hydroxyanthranilique (3-HAA) et 1’acide quinolinique (QUIN) ont
un réle reconnu. Ils induisent I'apoptose sélective des LTh1, mais pas des LTh2, par I'activation
de la caspase-8 et la libération du cytochrome c par les mitochondries (Fallarino et al., 2002),
mais également par des processus médiés par des radicaux oxygénés libres (Grohmann et al.,
2003). Les LT CD8* les LB et les cellules NK sont également sensibles a ces composés

(Frumento et al., 2002 ; Terness et al., 2002).

Le 3-HAA est retrouvé dans la téte de 1’épididyme murin, ce qui n’est pas le cas du

QUIN (Jrad-Lamine et al., 2011).

d. L’IL-10
L'IL-10 a éte initialement classée comme une cytokine spécifique des cellules Th2 avec
une forte capacité a supprimer les réponses immunitaires Th1l. Cependant, il est maintenant bien
établi qu'une grande variété de cellules T (LTreg, LThl, LTh17) et de CPAg (DCs,
macrophages et LB) sont capables de produire de I'lL-10 au cours de la réponse immunitaire
(Moore et al., 2001). L’IL-10 se lie & un récepteur hétérodimerique constitué des sous-unités
IL-10R1 (sous-unité de liaison au ligand) et IL-10R2 (sous-unité accessoire pour la

signalisation). La liaison au récepteur active la voie de signalisation Jak-STAT (Figure 18 ;
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Figure 18 : Voie de signalisation de I’interleukine-10 (IL-10).

La liaison de I'lL-10 a la sous unité IL-10R1 de son récepteur active la phosphorylation de
JAK1 et Tyk2. Ces kinases phosphorylent alors le domaine intracellulaire d’IL-10R1 qui
devient un site d’ancrage transitoire pour STAT3 permettant ainsi sa phosphorylation par
JAK1 et Tyk2. En réponse, STAT3 s’homodimérise et transloque dans le noyau pour
induire I’expression de ses genes cibles. D’aprés Berti et al., 2017.

Tyk : tyrosine kinase, JAK : janus kinase, STAT : Signal Transducers and Activators of

Transcription, SBE : STAT binding element.
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Carey et al., 2012). Les effets immunosuppresseurs de I’'TL-10 sont principalement médiés par

la phosphorylation de STAT3 (Mittal and Roche, 2015).

De nombreux mécanismes ont €té proposés pour expliquer I’immunosuppression
médiée par I'IL-10. Au niveau des CPAg, l'un des principaux mécanismes réside dans la
capacité de I'lL-10 a altérer directement la signalisation TLR (Bhattacharyya et al., 2004 ;
Chang et al., 2009 ; Curtale et al., 2013 ; Quinn et al., 2014). L’IL-10 peut également réduire
I’expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et I’'IL-6 (Rossato et al., 2012).
De plus, I’IL-10 induit I’inhibition de la surexpression des molécules de co-stimulation
CD80/CD86 a la surface des CPAg en réponse a un signal activateur (Ding et al., 1993 ; Mittal
and Roche 2015) et peut affecter directement la formation des peptides antigéniques et

I'assemblage du complexe peptide-CMH 11 (Bobadilla et al., 2013).

L’IL-10 exerce également des effets immunomodulateurs sur les lymphocytes T. Elle inhibe
fortement la prolifération des LT CD4* et leur production de cytokines via ses effets négatifs
sur les fonctions des CPAg (de Waal Malefyt et al., 1991 ; Fiorentino et al., 1991). Elle affecte
également la fonction des LT de maniere directe, en inhibant leur production de cytokines et en
diminuant leur capacité migratoire (de Waal Malefyt et al., 1993 ; Schandene et al., 1994 ;
Jinquan et al., 2000). L”'IL-10 a des effets inverses sur les LT CD8* et stimule leur recrutement,
leur activité cytotoxique et leur prolifération (Groux et al., 1998 ; Rowbottom et al., 1999 ;
Santin et al., 2000). L'activation des lymphocytes T en présence d'IL-10 induit leur anergie, de
facon irréversible (Groux et al., 1996). L'anergie induite par I'lL-10 peut étre associée a
I'induction d'une population de LTreg qui produisent des taux élevés d'IL-10 et peuvent
supprimer les réponses spécifiques a I'antigéne in vitro et in vivo (Groux et al., 1997 ; Asseman

etal., 1999).

Dans 1’épididyme murin, 1’'IL-10 est localisée au niveau des cellules principales,

suggérant qu’elle pourrait étre sécrétée dans I’espace interstitiel ou dans la lumiére du tubule
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(Verajankorva et al., 2002). Cependant, la cytokine n’a été décrite dans aucune autre espéce et

aucune donnée n’est disponible quant a son role dans la tolérance aux spermatozoides.

e. Le TGF-B
o Généralités

La superfamille du Transforming Growth Factor-f (TGF-B) est composée d’une
trentaine de membres, comprenant le TGF-p, les activines/inhibines, les bone morphogenetic
proteins (BMPs), les growth differentiation factors (GDFs), NODAL et I'hormone anti-
millerienne (Chang et al., 2002). Le TGF-f est une molécule régulatrice ayant des effets
pléiotropes sur la prolifération, la différenciation, la migration et la survie cellulaires. Il est
impliqué dans de nombreux processus biologiques, notamment le développement, la
cancérogenese, la fibrose, la cicatrisation et les réponses immunitaires (Blobe et al., 2000).

Il existe trois isoformes du TGF-f chez les mammiferes, TGF-f1, TGF-p2 et TGF-f33,
codées par trois genes différents. Les fonctions des différentes isoformes semblent étre
similaires in vitro, mais la diversité des phénotypes des souris invalidées pour chaque isoforme
suggére des fonctions distinctes in vivo. Environ la moitié des souris déficientes en Tgf-f1
meurent a I’état embryonnaire suite a un défaut de développement du sac vitellin (Dickson et
al., 1995) et les survivantes meurent quelques semaines apres leur naissance suite au
développement d’une inflammation multi-organe incontrélée (Shull et al. 1992 ; Kulkarni et al.
1993). Chez les individus déficients en Tgf-42, une létalité embryonnaire et périnatale due a des
défauts développementaux sévéres, notamment du cceur et des poumons, est observée (Sanford
et al., 1997). Enfin, les souris déficientes en Tgf-43 présentent des défauts de développement
des poumons et du palais, engendrant la mortalité périnatale des souriceaux qui ne peuvent pas
téter (Kaartinen et al., 1995 ; Proetzel et al., 1995). TGF-B1 est l'isoforme prédominante dans
le systeme immunitaire et possede de puissantes propriétés immunorégulatrices (Chang et al.,

2002 ; Govinden and Bhoola, 2003).
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A- Le TGF-p est synthétisé sous la forme d’un précurseur comprenant un peptide signal,
une grande partie N-terminale appelée latency associated protein (LAP) et un court
fragment C-terminal, qui est la cytokine mature. B- Le LAP et le TGF-f mature sont
clivés par I'enzyme furine mais restent associés de maniere non covalente, formant le
« petit complexe latent ». C- Dans certaines cellules, le « petit complexe latent » peut
s'associer a la protéine LTBP (latent-TGF-4-binding protein), formant ainsi le « grand
complexe latent ».

D’aprés Travis and Sheppard, 2014
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Le TGF-B est synthétisé sous la forme d’un précurseur comprenant un peptide signal
qui dirige la protéine vers le réticulum endoplasmique, une grande partie N-terminale appelée
latency associated protein (LAP) et un court fragment C-terminal, qui est la cytokine mature
(Figure 19 A). Apres le retrait du peptide signal, le polypeptide transloque dans la lumiére du
réticulum endoplasmique, ou il est clivé par I'endoprotéase Furine. Un homodimére de la
protéine LAP est associé de maniére non covalente & un homodimére de TGF-f mature. Ce
complexe est connu sous le nom de TGF-f latent ou « petit complexe latent » (SLC, small latent
complex) (Figure 19 B ; Munger et al., 1997). Le SLC peut étre sécrété en tant que tel ou en
association avec la protéine de liaison au TGF-f latent (latent-TGF-g-binding protein, LTBP)
en tant que « grand complexe latent » (large latent complex, LLC) (Figure 19 C). Le LTBP
joue un réle important dans le ciblage du TGF- vers la matrice extracellulaire (Annes et al.,
2003). Le TGF-B ne peut pas se lier a ses récepteurs sous sa forme latente et doit étre libéré des
contraintes du LAP et du LTBP. In vitro, ceci peut étre réalisé en utilisant des pH extrémes, la
chaleur ou des protéases (Annes et al., 2003). In vivo, les mécanismes d'activation sont moins
clairs, mais plusieurs modeles ont été proposés, y compris 1’activation protéolytique par la
transglutaminase, des changements conformationnels de LAP via I’interaction physique avec
la thrombospondine, et des tractions mécaniques via les intégrines avf36 des cellules épithéliales

(Nunes et al., 1995 ; Crawford et al., 1998 ; Munger et al., 1999).

e Signalisation
Le TGF-B induit ses fonctions biologiques via sa liaison a des récepteurs
sérine/thréonine kinase transmembranaires de type | et 1. Bien que plus de 35 membres de la
famille TGF aient été identifiés, seulement cinqg récepteurs de type | (activing receptor like
kinase, ALK) et sept récepteurs de type Il ont été identifiés (Chang et al., 2002). Le TGF-p
médie ses fonctions principalement via les récepteurs TGF-Bl (TGF-BRI) ou ALK5 et TGF-

BRII (Figure 20). Les formes actives du TGF-f engagent initialement le TGFBRIIL. Le TGF-
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Figure 20 : Voie de signalisation simplifiée du TGF-p.

Le TGF-p actif se lie a un dimere de TGF-BRII, qui s'associe a un dimeére de TGF-BRI
pour former un complexe de récepteur tétramérique. Le TGF-BRII phosphoryle alors le
domaine cytoplasmique du TGF-BRI, ce qui active son activité kinase. Le TGF-BRI
peut alors s'associer a et phosphoryler SMAD2 ou SMAD3, qui forment ensuite un
complexe avec Smad4. Le complexe Smad activé agit alors pour moduler I'expression
des genes cibles en se liant a ses éléments de réponse. Cette voie est la voie de
signalisation canonique du TGF-B mais l'activation du récepteur peut également
déclencher une signalisation non dépendante des Smads (par exemple via MAPK, Rho
GTPases, ou PI3 kinase) pour réguler I'expression genique. D’apres Travis and
Sheppard, 2014.

TGF-B : transforming growth factor beta, TGF-BR : TGF-f# receptor, MAPK
Mitogen-activated protein kinases, PI3 kinase : phosphoinositide 3-kinase, GTPase :
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B1 et le TGF-B3 se lient au TGFPRII avec une haute affinité, mais une forte liaison du TGF-32
a ce récepteur ne se produit qu'en présence de bétaglycane (TGFPBRIII) lié a la membrane
(Lbpez-Casillas et al., 1993 ; Brown et al., 1999). Bien qu’ALKS5 ne soit pas requis pour la
liaison initiale du TGF-B, il est nécessaire pour la signalisation. Un dimere de TGF-B actif se
lie au complexe récepteur tétramére ALKS5/TGFBRII pour initier la signalisation cellulaire
(Figure 20 ; Massague, 1998). Dans les cellules endothéliales, le TGF-p peut utiliser un
récepteur de type | alternatif, ALK1, mais son implication dans les fonctions des cellules
immunitaires reste inconnue (ten Dijke and Hill, 2004). La signalisation du TGF-p a été
caractérisée comme une voie assez linéaire ou la liaison du ligand amene le récepteur de type
IT a proximité du récepteur de type I puis I’active. Le récepteur activé induit la phosphorylation
des protéines intracellulaires SMADs qui transloqueront dans le noyau pour induire la
transcription de leurs génes cibles (Massague, 1998 ; Huse et al., 2001). Les 8 SMADs
identifiées a ce jour chez les vertébrés sont regroupés en trois catégories : 5 SMADs associées
aux récepteurs (R-SMADL, 2, 3, 5, et 8), une SMAD commune (Co-SMAD4), et 2 SMADs
inhibitrices (I-SMADSG et 7). Les R-SMADs sont séquestrées dans le cytoplasme en I'absence
de signalisation. Lors de la phosphorylation par ALK5, R-Smad?2 et 3 s'associent a Co-SMAD4
et transloquent dans le noyau pour se lier a leurs éléments de réponse (Smad-binding element)
(Massague, 1998). Bien que Co-Smad4 facilite la translocation nucléaire des R-SMADs, celle-
ci peut se faire de maniéere indépendante de Co-SMAD4 (Liu et al., 1997). Contrairement aux
R-SMADs, I-Smad7 n'est pas phosphorylée lors de I'activation du TGF-p (Nakao et al., 1997).
[-Smad7 supprime la signalisation du TGF-f par au moins deux mécanismes distincts : la
compétition avec les R-SMADs pour la liaison a ALKS5 et le recrutement de I’E3 ubiquitine
ligase Smurf qui dégrade ALKS5 (Kavsak et al., 2000). La transduction du signal dépendante
des SMADs représente la voie de signalisation du TGF-f3 la mieux comprise et est généralement

appelée voie «canonique». Cependant, des voies de signalisation alternatives comme les voies
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MAP kinases, P13 kinase, and Rho GTPases peuvent étre activées par le TGF-p (Figure 20 ;
Mu et al., 2012). L'importance de ces voies dans la régulation des fonctions des cellules

immunitaires reste a établir.

e Actions sur les cellules immunitaires

Le TGF-B est capable d’exercer ses fonctions immunomodulatrices sur la quasi-totalité
des leucocytes. Son role dominant dans le systéme immunitaire est d’induire la tolérance mais
le TGF-B régule également positivement les réponses immunes en recrutant les leucocytes
pendant la phase initiale de la réponse ou en favorisant la survie des lymphocytes T. L’activité
finale du TGF-B est influencée par le microenvironnement. A titre d’exemple, des cytokines
comme I’'IL-10 favorisent le role pro-tolérogéne du TGF-B alors que des molécules comme
I’IFN-v, le CD28 ou le CD40 contre-carrent cette action suppressive (Li et al., 2006). 1l est donc
concevable qu’a 1’état physiologique, I’environnement immunosuppresseur de 1’épididyme
favorise I’action tolérogéne du TGF- pour protéger les spermatozoides de toute réponse auto-
immune. Nous ne développerons ici que les effets du TGF-p sur la tolérance immune avec un
accent particulier sur les lymphocytes T et les DCs mais une vision plus globale est présentée

dans la revue trés compléte de Li et ses collaborateurs (Li et al., 2006).

Les lymphocytes

Le TGF-p affecte la prolifération, la différenciation et la survie des lymphocytes T
(Cerwenka and Swain, 1999 ; Gorelik and Flavell, 2002). Il est capable d’inhiber la
prolifération des cellules T en diminuant I'expression de la cytokine mitogéne des LT, I’'TL-2,
et en ciblant directement des acteurs du cycle cellulaire (Ruegemer et al., 1990). Par exemple,
le TGF-B bloque 'expression de c-myc, de la cycline D2 et de la cycline E dans des lignées de
cellules T (Genestier et al., 1999 ; Nelson et al., 2003), ainsi que I'expression de cdk4 dans les
LT CD4* primaires (Wolfraim et al., 2013). Bien que le TGF-f inhibe la prolifération des

cellules T naives, il a un effet minimal sur les cellules T activées (Cottrez and Groux, 2001).
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Le TGF-B joue également un rdle important dans la régulation de la différenciation des
LT (Gorelik and Flavell, 2002). Plusieurs rapports montrent que le TGF-B empéche le
développement des LTh2 en inhibant I'expression de GATA-3, facteur de transcription clé de
leur différenciation (Gorelik et al., 2000 ; Heath et al., 2000). Il est également capable de
bloquer la différenciation des LTh1 en diminuant I’expression du récepteur 2 de 1TL-12 (IL-
12RpB2) et du facteur de transcription T-bet (Gorham et al., 1998 ; Gorelik et al., 2002). En plus
de son role sur les LT CD4*, le TGF-p inhibe efficacement la différenciation des LT CDS *.
Des études ont montré que les LT CD8* actives en présence de TGF-B n'acquiérent pas les
fonctions des lymphocytes T cytotoxiques (Ranges et al., 1987), ce qui est probablement di a
I'inhibition de I'expression de la perforine (Smyth et al., 1991). Le TGF-B inhibe également
I'expression du ligand Fas (FasL) dans des lignées de cellules T (Genestier et al., 1999),

affectant ainsi ’apoptose dépendante des récepteurs de mort.

Enfin, le TGF-p joue un réle dans la mise en place et le maintien des iTreg en induisant

I’expression du facteur de transcription Foxp3 dans les LT CD4* CD25 (Chen et al., 2003).

Les cellules dendritigues

In vitro, le TGF-B1 est capable d’inhiber la maturation des DCs. En effet, des DCs
différenciées a partir de progéniteurs hématopoiétiques ou de monocytes humains en présence
de TGF-B1, possedent un phénotype immature caractériseé par la localisation majoritairement
intracellulaire du CMH 11 et I’expression a de faibles niveaux de CD1d et des molécules
costimulatrices CD80, CD83 et CD86 (Geissmann et al., 1999 ; Ronger-Savle et al., 2005). Ces
observations sont confirmées chez la souris, ou le TGF-B1 inhibe la maturation des DCs

dérivées de cellules de moelle osseuse (Yamaguchi et al., 1997).

Le TGF-B est également capable de modifier la capacité de présentation antigénique des DCs.

L'inclusion de TGF-B dans une culture de DCs stimulées par du LPS inhibe I'expression des
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molécules du CMH 11 et des molécules de costimulation, ce qui atténue in fine la fonction de
présentation antigénique des DCs. De plus, la maturation des DCs et leur production d'IL-12
induites par les cytokines inflammatoires IL-1 et TNF-a, sont inhibées par le TGF-f

(Geissmann et al., 1999).

e TGF-p et épididyme

Tgf- 51 et Tgf-/3 sont exprimés dans toutes les régions de I'épididyme de rat. La protéine
TGF-B1 est retrouvée dans la téte, le corps et la queue de 1’organe mais exclusivement sous sa
forme latente. A I’inverse, TGF-3 est détectée sous sa forme active, uniquement dans le corps
de I’épididyme. Enfin, Tgf-52 n’a pas été mis en évidence, quelle que soit la région considéree
(Desai et al., 1998). Une autre étude a décrit le TGF-p1 et I'un de ses récepteurs, TGF-BRII,
dans I'épididyme du ouistiti (Bomgardner et al., 1999). Alors que le TGF-B1 a été trouvé dans
les cellules apicales de la téte et du corps de 1’épididyme, son récepteur a été retrouvé dans les
cellules principales des mémes régions, suggérant un mode d’action paracrine. Enfin,
1épididyme de souris exprime Tgf-/1 a des taux élevés dans la téte et le corps (Oh et al., 2016).
Finalement, le réle du TGF-B dans la tolérance aux spermatozoides a été démontré dans
I’épididyme murin (Pierucci-Alves et al., 2018). Plus précisement, grace a I’utilisation de souris
invalidées pour le Tgf-BrII dans les DCs (Tgfbr24PC), les auteurs rapportent que la signalisation
TGF-p dans ces cellules est cruciale pour I’immunotolérance aux spermatozoides. En effet, les
animaux Tgfbr24°¢ développent une inflammation sévére de l’organe caractérisée par
I’apparition de granulomes et d’infiltrats leucocytaires ainsi qu’une perte de tolérance aux
spermatozoides révélée par I’apparition d’AAS. Cependant, les auteurs n’ont pas montré

quelle(s) isoforme(s) du TGF-p est(sont) impliquée(s) dans cette tolérance.
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f. L’activine A
Les activines sont des membres de la superfamille du TGF-B. Ce sont des protéines
dimériques composees de deux sous-unités B, tandis que les inhibines, leurs antagonistes
fonctionnels, sont des hétérodimeres d'une sous-unité B et d'une sous-unité o. Trois formes
d’activine ont été décrites, I’activine A (BA BA), I’activine B (BB BB) et I’activine AB (BA B)
(Figure 21). De maniere similaire au TGF-B, I’activine se lie d’abord a un récepteur
sérine/thréonine kinase de type Il qui se complexe a un récepteur de type | avant d’induire une

voie de signalisation classique via la phosphorylation des SMADs.

La majorité des informations disponibles sur le réle des activines dans la réponse
immune concernent I’activine A, mais des données récentes suggerent que I’activine B jouerait
un réle similaire (Rosendahl et al., 2001 ; Dohi et al., 2005 ; Patella et al., 2006). Leurs réles
dans l'inflammation et I'immunité sont loin d'étre completement compris. Au début de
I'inflammation, l'activine A favorise la réponse, et le blocage de son activité peut réduire
l'inflammation et I’induction de la fibrose. Cependant, I’activine A posséde également un role
important dans le maintien de I’immunorégulation et de la tolérance (Hedger et al., 2011). Elle
peut inhiber la croissance et la survie des LB normaux et transformés (Nishihara et al., 1993 ;
Brosh etal., 1995 ; Zipori and Barda-Saad, 2001), mais également I'activation et la prolifération
des LT thymiques et périphériques (Hedger et al., 1989 ; Hedger and Clarke, 1993 ;
Karagiannidis et al., 2006), tout en favorisant le développement des LTreg (Huber et al., 2009 ;
Semitekolou et al., 2009). Enfin, un certain nombre d'études suggerent que l'activine A est

également capable d'inhiber la maturation des DCs (Robson et al., 2008 ; Segerer et al., 2008).

Chez I’homme, les sous-unités A et BB ont été mises en évidence au niveau des cellules
¢épithéliales de la téte et de la queue de 1’épididyme (Bahathiq et al., 2005). Les auteurs n’ont
pas pu mettre en évidence la présence d’inhibine o chez I’homme, contrairement a 1’ovin chez

qui la protéine est retrouvée dans la téte et la queue de I’organe (Veeramachaneni et al., 1989).
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Les ARNm des inhibines a, BA et BB sont retrouvés dans toutes les régions de 1’épididyme de
singe, avec une localisation préférentielle au niveau de la téte (Zhang et al., 1997). Enfin, les
activines A et B ont été retrouvées dans 1’épididyme murin (Winnall et al., 2013 ; Wijayarathna
et al., 2018). Pour le moment, le role fonctionnel de ces acteurs dans 1’établissement et/ou le
maintien de la tolérance aux spermatozoides dans 1’épididyme n’est pas connu mais leur

présence dans plusieurs especes suggére leur implication potentielle.
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Un couple sur six dans le monde rencontre des difficultés a concevoir un enfant. Un
tiers de ces infertilités est exclusivement d’origine masculine, dont 10% a 15% ont une cause
immunologique comme des inflammations chroniques et/ou aigués répétées des organes
reproducteurs ou des réactions auto-immunes. Les inflammations sont généralement causées
par des infections bactériennes qui conduisent fréqguemment a des dommages tissulaires et
spermatiques, et cela méme apres un traitement adapté.

L’¢épididyme, organe clé de la fertilité masculine est 1’organe du tractus uro-genital méle
le plus touché par ces inflammations. 1l doit donc étre en mesure de combattre les pathogenes
ascendants de maniére efficace tout en protégeant ou tolérant les spermatozoides. En effet, ces
cellules sont produites a la puberté, bien apres 1’éducation du systéme immunitaire au soi, et
elles portent des protéines de surface uniques au lignage germinal. Les spermatozoides sont
donc des cibles potentielles pour le systeme immunitaire qui ne les connait pas et risque de les
éliminer, induisant alors une infertilité. Au sein de 1’épididyme, le systéme immunitaire fait
donc face a une situation paradoxale dans laquelle un équilibre immun entre réponse et
tolérance doit étre mis en place. Du fait de I’idée communément admise, mais aujourd’hui
révolue, que le testicule confére son immunité a I’ensemble du tractus génital méle, un retard

de connaissances sur I’immunobiologie de I’épididyme s’est accumulé.

La premiére partie de mon projet de recherche s’est ainsi intéressée a la caractérisation
fine des cellules immunitaires présentes, a I’état physiologique, dans 1’épididyme murin. Ce
travail est un prérequis nécessaire a la compréhension des mécanismes mis en place dans
I’organe en terme de réponse aux pathogénes et de tolérance aux spermatozoides.

L’utilisation de la cytométrie en flux nous a permis de quantifier les populations précédemment
identifiées mais surtout, grace a 1’utilisation d’une combinaison de marqueurs de surface

importante, de caractériser de maniére non équivoque les différentes populations de phagocytes
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mononucléaires. Ce travail a également mis en évidence des populations de lymphocytes

inédites dans I’organe, que nous avons localisées par immunofluorescence.

La deuxiéme partie de mon projet s’est intéressée a 1’étude d’un facteur clé de la
tolérance aux spermatozoides, le TGF-B. Bien que la signalisation TGF-p soit requise dans les
cellules dendritiques épididymaires pour le maintien de la tolérance aux spermatozoides peu
d’informations sont disponibles sur la présence des isoformes de cette cytokine et de ses
récepteurs dans 1’organe ou sur la nature des cellules qui les produisent. Nous avons donc étudié
le profil d’expression/localisation de chaque isoforme et de leurs récepteurs par des approches
moléculaires et histologiques dans les différentes régions de 1’épididyme murin. Ce travail a
mis en avant une intéressante distribution différentielle des 3 isoformes au sein de 1’organe

suggérant qu’elles pourraient jouer des roles distincts dans la physiologie épididymaire.
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Présentation de la premiére publication

JOURNAL OF REPRODUCTIVE IMMUNOLOGY

Comprehensive overview of murine epididymal mononuclear phagocytes and

lymphocytes: Unexpected populations arise

Au sein de I’épididyme le systéme immunitaire fait face a une situation paradoxale. En
effet, il doit étre en mesure de combattre les pathogenes ascendant, tout en tolérant les
spermatozoides qui lui sont étrangers. Une altération de cet équilibre est impliquée dans le
développement d’une infertilit¢ d’origine immunologique, qui représente 10 a 15% des cas
d’infertilit¢ masculine. Cependant, les cellules et molécules impliquées dans I’immunité

épididymaire restent largement méconnues.

Ce premier article propose une analyse poussée des populations de cellules immunitaires
présentes a 1’état physiologique dans la téte et la queue de 1’épididyme murin.
L’utilisation de la cytométrie en flux nous a permis de caractériser de maniere non équivoque
les sous-populations de monocytes, cellules dendritiques et macrophages. Nous avons
également mis en évidence, pour la premiére fois, des LB, des LTy et des LT double négatifs
dans 1’épididyme murin. Ces lymphocytes ont été localisés par immunofluorescence et sont
retrouvés préférentiellement dans I’interstitium, quelquefois dans I’ épithélium mais jamais dans
la lumiere du tubule.
Ces résultats fournissent de nouvelles informations sur les acteurs présents et les mécanismes
potentiellement impliqués dans la réponse immunitaire contre les agents pathogénes et dans
I’établissement et/ou le maintien de la tolérance aux spermatozoides qui sont briévement

abordés dans la discussion de article.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Despite increasing evidence that epididymal immune disorders can lead to infertility, the cells and mechanisms
underlying epididymal immunity remain poorly understood. In this study, we propose a rather exhaustive
overview of innate and adaptive immune cells present in the murine caput and cauda epididymis. Using flow
cytometry and a wide set of markers, we screened the broadest panel of immune cells ever, in this organ. For the
first time, we unequivocally quantified the innate populations of monocytes, macrophages, and dendritic cells
subtypes. We also revealed the presence of B cells, gamma delta T cells, and double negative T cells in the murine
epididymis. They were localized by immunofluorescence stainings, and appeared to be all present in the in-
terstitium and epithelium along the organ, but with respective preferential regional distribution. Altogether,
these findings provide new insights on the actors and potential mechanisms involved in the immune responses
against genital tract ascending pathogens and in the setting and maintenance of tolerance toward the sperm
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cells.

1. Introduction

Immune disorders, including infections and autoimmune reactions,
represent up to 15% of known cases of male infertility and might be
involved in the 30% of idiopathic cases (Haidl et al., 2008; Jungwirth
et al., 2012). Studies regarding male reproductive tract immunity
mainly focus on testis, originally thought to confer immunity to the
whole tract while very little is known on the accessory organs, like
epididymis. However, the incidence of cancers and inflammatory dis-
eases vary in these organs, partly due to the tissues structural organi-
zation. While the blood-testis barrier is efficient at isolating most
meiotic and all haploid germ cells from immune cells, the blood-epi-
didymis barrier is not that impenetrable, suggesting that epididymal
immune control is different from that of the testis (Hedger, 2011).

The epididymis has a vital role in managing the influx of both as-
cending pathogens and “foreign” spermatozoa. Sperm cells are pro-
duced at puberty, long after the setting of self-tolerance, and thus ex-
press germ-cell specific antigens that appear as foreign to the adult
immune system which have yet to develop a tolerance to them. At the

same time, the male genital tract, in contact with the external en-
vironment, is also frequently challenged by ascending pathogens. The
epididymis is especially sensitive to these pathogens as epididymitis,
mostly caused by sexually transmitted bacteria in young men, is the
most frequent inflammatory disease of the male urogenital tract and
can lead to transient or permanent infertility if not properly treated
(Michel et al., 2015). While there are abundant studies on epididymal
innate immunity, and especially beta defensins (for review, see Ribeiro
et al., 2016), the relatively scarce literature on cellular innate and
adaptive immunity may account for the poor understanding of the
complex mechanisms involved in sperm tolerance and concomitant
active protection against pathogens.

Cellular adaptive immunity relies on the lymphoid B and T cell
populations. To date, B lymphocytes have been described only in rats
while CD4™" T lymphocytes were mainly found in the interstitium, and
cytotoxic CD8* T lymphocytes mainly in the epithelium of mouse, rat
and human epididymis (Nashan et al., 1989; Ritchie et al., 1984; Serre
and Robaire, 1999; Yakirevich et al., 2002). However since these stu-
dies were published, the adaptive compartment has proven to be much

Abbreviations: APC, antigen-presenting cell; BEB, blood-epididymis barrier; CD, cluster of differentiation; DC, dendritic cell; ¢cDC1, conventional type 1 dendritic cell; ¢cDC2, conven-
tional type 2 dendritic cell; DN T cells, double negative T cells; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase; Ig, immunoglobulin; MPS, mononuclear phagocyte system; NKT cell, natural killer T
cell; O/N, overnight; pDC, plasmacytoid dendritic cell; PFA, paraformaldehyde; TCR, T cell receptor; Treg, regulatory T cell; WT, wild type
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more complex than originally thought, especially among the T cell
populations.

Among the innate immune cells, macrophages have long been de-
scribed as the major leukocyte population of the interstitium and
peritubular layer of mouse epididymis from the caput to the cauda re-
gions (Nashan et al., 1989). These cells may phagocytose senescent and
excess sperm but this remains a controversial issue (Cooper et al., 2002;
Tomlinson et al., 1992). Recent studies also identified mouse and
human epididymal dendritic cells. While few or no mature cells (de-
fined as CD83" dendritic cells) populate the interstitium of human
epididymis, dendritic cells form a dense network in the basal region of
the mouse epididymal epithelium, and extend dendrites toward the
lumen through the apical tight junctions in the initial segment (Da Silva
et al., 2011; Duan et al., 2016).

Mouse dendritic cells were also shown to be able to present anti-
gens, at least in vitro (Da Silva et al., 2011). Nevertheless, the authors
could not exclude that these cells were macrophages and further re-
ferred to them as mononuclear phagocytes in their subsequent works
(Shum et al., 2014; Smith et al., 2014).

In fact, the mononuclear phagocyte system (MPS) gathers three
innate immune cell types as it was long thought that monocytes were
the precursors of both macrophages and dendritic cells. Since the first
description of the MPS, technical advances, and especially flow cyto-
metry, has allowed the characterization of multiple distinct monocyte,
macrophage and dendritic cell subsets (Guilliams et al., 2014).

In this study, we propose an overview of the mononuclear phago-
cyte and lymphocyte populations present in the murine caput and cauda
epididymis at steady state. Using a wide set of markers and flow cy-
tometry, we screened six populations of mononuclear phagocytes and
seven populations of lymphocytes. We finally localized the newly dis-
covered cell populations using immunofluorescence and confocal ima-
ging on tissue sections from the initial segment, caput, corpus, and cauda
epididymis. This study gives reliable clues to the spatial distribution
and organization of murine epididymal immune cells. It is a first
mandatory step to decipher these cells interactions and mechanisms of
action to set and maintain tolerance to spermatozoa and/or immune
response to pathogens.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Six month-old WT BALB/cAnNCrl male mice (Charles River
Laboratories) were housed in an animal facility with controlled environ-
ment and fed ad libitum (Teklad global diet 2016, Envigo). Mouse housing
and manipulation were approved by the Regional Ethic Committee in
Animal Experimentation (C2E2A, authorization CE 99-12). Mice were
killed by cervical dislocation and epididymides were collected.

2.2. Single cell suspension preparation

Pooled organs were divided into caput and cauda epididymides
(corpus was discarded) and processed for the preparation of single cell
suspensions. Briefly, the conjonctive capsule was mechanically re-
moved before the tissues were digested in HBSS medium (Sigma-
Aldrich”) containing 1.25 mM CaCl,, 0.4 mM MgSO,, and 1 mg/ml type
II collagenase (Sigma—Aldrich®) for 30min (caput epididymides) or
15 min (cauda epididymides) at 37 °C under gentle shaking. Digested
tissues were washed in PBS with 2.5mM EDTA and 0.5% BSA, and
filtered through 30 um Partec CellTrics’ filters (Sysmex).

2.3. Flow cytometry analyses
All Abs and kits were purchased from BioLegend" unless otherwise

stated. Viability was assessed using the Zombie UV™ Fixable Viability
Kit according to the manufacturer’s instructions. Cells were then fixed
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in 1% PFA (paraformaldehyde, Sigma-Aldrich”) for 15min at 4°C,
washed, and incubated in a blocking buffer (PBS, 2.5 mM EDTA, 0.5%
BSA, 5 pug/ml anti-CD16,/CD32) for 10 min at 4 °C. Cells were incubated
for 20 min at 4 °C with combinations of conjugated anti-mouse Abs or
corresponding isotypes: PE/Cy7 or A700-TCRP (H57-597; 2 or 5ug/
ml), PE-CD3 (17A2; 2ug/ml), A488-CD4 (GK1.5; 5ug/ml), PerCP-
CD8a (53-6.7; 2ug/ml), APC-CD19 (6D5; 2ug/ml), PE/Cy7-TCRyS
(GL3; 2pug/ml), A488- or Pacific Blue™-CD49b (DX5; 10 ug/ml), PE-
CD25 (3C7; 2ug/ml), PE/Dazzle™ 594-CD64 (X54-5/7.1; 4ug/ml),
A700-CD24 (M1/69; 10 pug/ml), PerCP-CD11b (M1/70; 4 ug/ml), PE-
CD1lc (N418; 2pg/ml), PE/Cy7-I-A/I.E (M5/114.15.2; 2pug/ml),
A700-Ly6C (HK1.4; 5pg/ml), A488-CX3CR1 (R&D Systems; 1/50),
APC- or A488-F4/80 (BMS; 4 or 10 pg/ml), A647-CD103 (2E7; 10 pug/
ml), APC-Siglec H (551; 4 pg/ml). To detect FOXP3-positive cells, the
A647 anti-mouse/rat/human FOXP3 Flow kit was used according to the
manufacturer’s instructions. Finally, cells were washed and kept at 4 °C
until processing. Data were acquired on an LSRII flow cytometer (BD
Biosciences) and analyzed using the FACSDiva™ Software (v6.1.3, BD
Biosciences). The cells were first selected based on their size (FSC) and
granularity (SSC) characteristics (Fig. 1, P1 gate). The residual sperm
cells were excluded from the analysis thanks to the FSC/SSC criteria.
Indeed the sperm cells are smaller and less granular than the epidi-
dymal somatic cells and consequently appear as a distinct population
on the FSC/SSC dot plot. The quantification is thus only based on so-
matic epididymal cells. Next, the singlets were selected (P2 and P3
gates). Finally, live cells were gated based on their negative staining for
the viability marker before the cells were selected for the various
markers tested. The percentages presented for each cell population are
reported as the positivity minus the corresponding isotype control.

2.4. Immunofluorescence staining

Whole epididymides were fixed for 1 h (TCRy$ staining only) or O/
N in 4% PFA at 4 °C, before being cryoprotected in PBS with 30% su-
crose (weight/volume) for 6 h at 4 °C, embedded in cryosection medium
(Richard-Allan Scientific™ Neg-50™, Microm Microtech) and sectioned
(10 um) in a cryostat (HM 560, Microm Microtech). Sections were fixed
for 15min in 4% PFA, washed and endogenous peroxidases were in-
hibited with 0.3% H,0, for 30 min at room temperature. Sections were
further saturated for 1h in PBS with 5% normal goat serum (Vector
Laboratories), and incubated with the following purified primary anti-
mouse Abs alone or combined, O/N at 4 °C: anti-CD4 (GK1.5; 5 pug/ml),
anti-CD8 (53-6.7; 5pug/ml), anti-CD19 (6D5; 10 pg/ml), anti-TCRyS
(GL3; 10 pug/ml), all purchased from BioLegend’. Then, various condi-
tions were used as follows. To detect double negative (DN) T cells, the
CD4 and CD8 double staining was followed by a first incubation with
A488 goat anti-rat IgG (2 pg/ml; ThermoFisher Scientific) and a second
incubation with A594-CD3 Ab (17A2; 10ug/ml; BioLegend").
Concerning the CD19 staining, slides were incubated with the
ImmPRESS™ reagent (anti-rat Ig, Vector Laboratories) and an A555-
labeled tyramide (ThermoFisher Scientific), according to the manu-
facturer’s instructions. Concerning the TCRy8 staining, sections were
incubated with a biotin-goat anti-hamster IgG (1 pg/ml; BioLegend"),
before an A555 Tyramide Signal Amplification kit was used
(ThermoFisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions.
Finally, all slides were counterstained with 1pg/ml Hoechst 33342
(Sigma—Aldrich®), mounted in Tris-MWL 4-88 solution (Citifluor™) and
observed through a Leica SPE confocal microscope. Digital images were
processed with the OMERO open-source software (OME consortium).

2.5. Statistical analyses

Mann-Whitney U tests were performed (GraphPad Prism software
v6.01) to analyze the differences in immune cell proportions between
caput and cauda epididymides. P values < .05 were regarded as sta-
tistically significant.
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Fig. 1. Gating strategy and distribution of the immune cell populations in the caput and cauda epididymides of WT BALB/c mice.

Gating strategies used during the flow cytometry analysis of mononuclear phagocyte populations (A) and lymphocyte populations (C) according to the surface markers presented in
Table 1 (“DAPI” refers to an empty compensated channel, not to a staining). Distribution of mononuclear phagocyte populations (B) and lymphocyte populations (D) in the murine
epididymis. A positive control for NK and NKT cells included spleen cells staining with the anti-CD49b Ab (not shown). Bars represent means = SEM. n = 6 independent experiments,
each performed on a pool of 3 mice (monocytes), n = 8 on pools of 3 mice (cDCs and macrophages), n = 3 on pools of 3 mice (pDCs), n = 7 on pools of 4 mice (B lymphocytes), n = 5 on
pools of 4 mice (y8 T lymphocytes), n = 6 on pools of 4 mice (CD4+ and CD8+ T lymphocytes), n = 4 on pools of 4 mice (DN T lymphocytes), n = 3 on pools of 3 mice (NK and NKT

cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).

Abbreviations: class. mono, classical monocytes; non class. mono, non classical monocytes; me, macrophages; DC, dendritic cell; pDCs, plasmacytoid dendritic cells.

Table 1
Sets of surface markers used for the characterization of murine epididymal immune cells
by flow cytometry. The markers appear as their order of use in the gating strategy.

Population Markers

CD11c¢~, CD11b™, MHC II -, Ly6C™, CX3CR1 ™~
CD11c¢~, CD11b*, MHC I, Ly6C~, CX3CR1™*

classical monocytes
non classical monocytes

macrophages CD64%, F4/80%, CD11b*, MHC 11"

cDCsl CD64~, CD24*, CD11c*, MHC II*, CD11b~,
CcD103*

cDCs2 CD64~, CD24", CD11c¢™, MHC 11", CD11b*,
CD103~

CD103* CD11b* DCs CD64~, CD24%, CD11c*, MHC II*, CD11b ¥,
CcD103*

pDCs Siglec H*, CD11c™, MHC I1'°, Ly6Ch

B lymphocytes TCRB ™, CD19™

NK cells TCRB~, CD49b™

NKT cells TCRB™*, CD49b*

TCRB ™, TCRy§™*

TCRB™, CD4%, CD8™
TCRB*, CD4~, CD8™
TCRB*, CD3*, CD8™, CD4~

v8 T lymphocytes
CD4* T lymphocytes
CD8* T lymphocytes
DN T lymphocytes

Abbreviations: ¢DCs1, conventional type 1 dendritic cells; cDCs2, conventional type 2
dendritic cells; DCs, dendritic cells; pDCs, plasmacytoid dendritic cells; DN T lympho-
cytes, double negative T lymphocytes; hi, high; lo, low; int, intermediate.

3. Results
3.1. Quantification of the mononuclear phagocytes

Combining the latest published ontogenies (Guilliams et al., 2016;
McGovern et al.,, 2016), we used sets of surface markers (Table 1,
Fig. 1A) to clearly identify and quantify the different populations of the
MPS by flow cytometry in caput and cauda epididymides of WT BALB/c
mice

We first analyzed the monocytes that are divided into two sub-
populations. Classical monocytes, characterized by a high level of Ly6C
expression (Ly6Chi), account for 0.05% and 0.07% of total live cells in
the caput and cauda epididymis respectively (Fig. 1B). Non classical
monocytes, which express low levels of Ly6C (Ly6C'®), represent 0.07%
and 0.02% of live epididymal cells in the caput and cauda epididymis
respectively. These little variations between caput and cauda cells failed
to reach any statistical significance in the tested monocyte populations
(classical or non classical).

We next investigated one population of macrophages, based on the
expression of consensual markers, ie CD11lb, CD64 and MHCII
(McGovern et al., 2016) and on the canonical marker F4/80. Even if
other populations may exist, we determined that these macrophages are
the most numerous immune cells in the murine epididymis and that
they are significantly more abundant in caput than in cauda epididy-
mides: 9.4% and 3.15% of live cells respectively (P < .001) (Fig. 1B).

Finally, we studied the dendritic cells (DC) populations. Among the
conventional DCs, cDCs1 that are specialized in the cross-presentation
of antigens (den Haan et al., 2000), account for 0.35% and 0.2% of the
caput and cauda epididymis cells respectively (P < .05). The cDC2
population, that mostly induce T helper cell type responses (Schlitzer
et al., 2015), represent 0.5% of the live caput cells and 0.1% of the
cauda cells (P < .001). The CD103*CD11b* DCs, a particular type of
cDCs2 first described in the intestine as resident cells capable of mi-
grating to the lymph nodes once activated (Schulz et al., 2009), also are
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over-represented in the caput vs cauda epididymis cells (0.1% vs 0.03%,
P < .005) (Fig. 1B). Concerning the plasmacytoid DCs, they were ab-
sent at steady state.

Given the lack of unique markers characterizing each population of
mononuclear phagocytes, these cells were not localized in this study.
Previous attempts were done elsewhere with various markers, each
shared by several mononuclear phagocytes (Da Silva et al., 2011; Shum
et al., 2014).

3.2. Quantification of the lymphoid cells

Murine epididymal lymphoid cells were last assessed in the 1980s,
in studies focusing on the historical CD4* vs CD8* T cells dichotomy,
neglecting B cells and others (Nashan et al., 1989; Nashan et al., 1990).
We took advantage of the technical advances to explore old and new
populations (Fig. 1C).

We first evaluated the B lymphocytes and found that their number
was significantly higher in the cauda epididymis compared to the caput:
0.7% and 0.35% of live epididymal cells respectively (P < .05)
(Fig. 1D).

Given the low incidence of epididymal tumors, an efficient control
of cancer cells can be hypothesized, so we looked for two well-known
antitumor effector cell types (Smyth et al., 2000), NK and NKT cells,
using an anti-CD49b Ab. We found that these two populations were
absent from the murine epididymis.

We next screened the T cell populations, and first the y8 T lym-
phocytes, typical of mucosal epithelia. For the first time, they were
identified in the tissue and were quite equally distributed along the
organ: 0.4% of caput live cells and 0.55% of cauda epididymal cells
(Fig. 1D).

In a first attempt to quantify the CD4* and CD8" T cells (Jrad-
Lamine et al., 2013), we failed to reveal clear populations. We thus
improved the single cell isolation technique and observed that the
CD4* T lymphocytes were equally found in the caput and cauda epi-
didymides: 1.1% and 1% of live cells, respectively. Moreover, we as-
certain that these cells are not regulatory T (Treg) cells as they do not
express the CD25 surface marker nor the FOXP3 transcription factor
(data not shown). Similarly to the CD4* T cells, the CD8* T lympho-
cytes are evenly distributed along the epididymis: they account for
1.4% of the caput live cells and for 1.05% of the cauda cells (Fig. 1D).

Finally, the most intriguing lymphoid population we identified was
the DN T cell population that lacks both the CD4 and CD8 surface
markers. They were quite recently described and mainly found in fe-
male genital tracts and in lungs. There were significantly more DN T
lymphocytes in the caput epididymis than in the cauda epididymis,
0.75% vs 0.4% of live cells respectively (P < .05) (Fig. 1D).

3.3. Localization of the lymphoid cells

The immune response and tolerance mechanisms in the epididymis
not only depend on the cell types but also on their tissue location.
Immunofluorescence helped us localize the newly described popula-
tions in the caput, corpus, and cauda epididymis.

B lymphocytes (Fig. 2A) and y8 T lymphocytes (Fig. 2B) were found
in each region of the epididymis, mainly in the interstitium but few cells
were also found in the epithelium, close to the basal membrane. They
were never found in the lumen.
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Fig. 3. Localization of DN T lymphocytes in the murine epididymis.
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cauda Fig. 2. Localization of B and y8 T lymphocytes in the
murine epididymis.

WT BALB/c mouse epididymis cryosections (10 pum)
were labeled with an anti-CD19 Ab (A) to identify B
cells (*, n = 7, 3 sections/epididymal segment) or an
anti-TCRy8 Ab (B) to identify y8 T cells (#, n = 4, 4
sections/epididymal segment). Nuclei were stained
with Hoechst 33342. Bars = 20 ym.

Abbreviations: L, lumen; ep, epithelium; I, inter-
stitium.

corpus cauda

WT BALB/c mouse epididymis cryosections (10 um) were labeled with an anti-CD3 Ab (red) and with a combination of anti-CD4 and anti-CD8 Abs (green) to identify DN T cells
(arrowheads, n = 6, 3 sections/epididymal segment). Nuclei were stained with Hoechst 33342. Bars = 20 um.

Abbreviations: L, lumen; ep, epithelium; I, interstitium.

As the DN T lymphocytes express the CD3 T cell surface marker but
lack both the CD4 and CD8 markers, we performed a triple staining to
localize them (Fig. 3). DN T lymphocytes were observed in every region
of the epididymis, in the interstitium and to a lesser extend in the
epithelium. These cells were not identified in the lumen.

4. Discussion

Despite a significant percentage of male infertility cases being
linked to immune disorders, including epididymitis (Jungwirth et al.,
2012), data regarding epididymal immune cells are scarce. The present
work proposes an overview of the murine epididymal immune cells,
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mononuclear phagocytes and lymphocytes, at steady state. The isola-
tion technique, which uses a mild digestion of the tissue, allowed the
conservation of surface markers and thus the characterization of a
broad spectrum of immune cells by flow cytometry. This is the first
work to present such a panel of cell populations potentially implicated
in immune responses to pathogens (Section 4.1) and/or in tolerance to
sperm cells (Section 4.2).

4.1. Response to pathogens

In most cases of epididymitis, pathogens enter the tissue via the
cauda epididymis and we found that B cells were significantly more
abundant in this region compared to the caput region. These cells may
secrete the high amount of local IgAs described in the tissue (Stern
et al., 1992). As no secretory component was described in association
with these IgAs, they must be confined to the interstitium where we
detected the majority of B cells.

The caput epididymis is probably a key site to the immune response
as it is one of the last region before the ascending pathogens reach the
testis and thus alter spermatozoa production. We demonstrated that the
antigen-presenting cell populations (DC subpopulations and macro-
phages) were found in higher proportions in this region of the epidi-
dymis. An earlier work showed that, particularly in the caput com-
partment, these cells could extend processes towards the lumen (Da
Silva et al., 2011). In the present study, macrophages are presented as
one population but further studies will be needed to characterize the
variety of their functional subpopulations. Unfortunately, we failed at
finely localizing the APCs given the number of surface markers neces-
sary to identify each population. As we also described a high proportion
of canonical effectors, CD4* and CD8* T lymphocytes, one can assume
the existence of classical immune responses in this region. Some ques-
tions are somehow unsolved as to i) which mononuclear phagocyte
population samples luminal antigens and how these antigens switch
from epithelial presenting cells to interstitial T lymphocytes (Schulz
et al., 2009), ii) the place where this presentation occurs, locally or in
the closest draining lymph node that still needs to be identified, and iii)
the origin and fate of the tissular T cells we found.

In some cases, pathogens are viruses that enter the tissue via lym-
phatic or blood vessels. The plasmacytoid DCs (pDCs) are specialized
anti-viral cells that rapidly secrete high levels of type I IFN (IFNa/f3) as
a first line of defense (Asselin-Paturel et al., 2001). Moreover, they
move to non-lymphoid inflamed organs after infection. In this context,
it is not surprising that we did not find any in the murine epididymis at
steady state.

Similarly, we found only few monocytes in the epididymis at steady
state. This was quite expected as these cells mostly sense the stress
signature that allows their recruitment and local differentiation into
inflammatory DCs or macrophages (Mildner et al., 2016).

In this work, we identified for the first time in the epididymis, a
typical mucosal population, the y8 T cells. As we described interstitial
and intraepithelial y§ T cells, it is important to characterize the sub-
populations present in the tissue as they exist under various subtypes.
Many tissue-resident y8 T cells show a limited TCR diversity, and only
Vy681* T cells have been identified so far in the mouse reproductive
tract: uterus, placenta and testes (Bonneville et al., 2010). Further ex-
periments, especially on an epididymitis mouse model, will be needed
to assess the potential roles of this newly described population.

Finally, as epididymal cancers are extremely rare (Yeung et al.,
2012), we hypothesized that the organ is protected by a strong anti-
tumoral immunity. Surprisingly the classical anti-tumoral NK and NKT
cells were absent from the murine epididymis, suggesting the involve-
ment of other populations or mechanisms.

4.2. Tolerance to sperm cells

Spermatozoa are produced at puberty, long after the setting of
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central tolerance, and thus express unknown antigens that the immune
system has to tolerate (Guiton et al., 2013). Their protection relies on
peripheral tolerance mechanisms which are crucial to control auto-
reactive lymphocytes and on a physical barrier.

The first level of protection is the blood-epididymis barrier (BEB)
composed of tight junctions at the apical side of adjacent epithelial cells
(Friend and Gilula, 1972). One function of the BEB is to protect the
sperm from the immune system either by preventing sperm antigens
from escaping the duct or by impeding immune cells to infiltrate the
lumen. Under physiological conditions, we have shown that the B and T
lymphocytes are located in the epididymal epithelium and interstitium
but not in the lumen, suggesting an effective role of the BEB. Never-
theless, this barrier is not impenetrable as in the mouse some CD11c™
and basal cells are able to extend cytoplasmic projections across the
tight junctions to reach the lumen (Da Silva et al., 2011; Roy et al.,
2016). As a consequence, epididymal DCs are thought to continuously
sample the luminal content, of which all testicular antigens (Da Silva
and Barton, 2016). Such a situation suggests that the peripheral toler-
ance set only to some meiotic germ cell antigens at the testicular level
(Tung et al., 2017) may not be sufficient to maintain a tolerogenic state
in the epididymis. Several facts support the need and setting of specific
epididymal tolerance mechanisms. First, a previous work from the team
showed that the immunosuppressive enzyme indoleamine 2,3-dioxy-
genase (IDO) is constitutively and highly expressed in the epididymis,
which is not the case in the other male reproductive organs (Britan
et al., 2006). Second, in the present study, we described a particular DC
subpopulation, the CD103*CD11b* DCs, which may be relevant for
the establishment of a tolerogenic state to sperm antigens transiting
through the epididymis. Indeed, in the gut, the CD103" DCs were re-
ported to induce tolerance by promoting the differentiation of naive T
cells into immunosuppressive Treg cells (Coombes et al., 2007), in as-
sociation with their expression of IDO (Matteoli et al., 2010).

However, two findings suggest an alternative mechanism for toler-
ance to spermatozoa in the murine epididymis. Indeed, despite the fact
that IDO is highly expressed in the murine epididymis, CD11c* and
CD103* DCs from the caput epididymis were never found to express
IDO (Jrad-Lamine et al., 2011; Da Silva, personal communication).
Moreover, we did not describe Treg cells in the murine epididymis,
contrary to what was seen in the testis (Tung et al., 2017).

Thus, instead of the classical DC-Treg cell interaction, there may be
a DC-DN T cell interaction. Indeed, in this study, we first described an
unexpected antigen-specific regulatory T cell population (Hillhouse and
Lesage, 2013), the epididymal DN T cells, significantly more present in
the caput epididymis. To clearly determine the importance of the epi-
didymal DN T cells, further experiments exploring their cellular targets
and mode of action will be needed, at steady state or following epidi-
dymitis induction.

In conclusion, this article is the first to identify three novel immune
cell populations in the murine epididymis, two T cell populations and B
lymphocytes, and to localize them at steady state. All of these cells were
predominantly found in the interstitium. The DN T cells were pre-
ferentially located in the caput epididymis while the y8 T cells were
found equally distributed in the caput and cauda epididymis. Finally,
the B lymphocytes were mostly described in the cauda epididymis.
Functional studies will be of great interest to determine their exact
contributions in the establishment/maintenance of the tolerance to-
ward sperm cells as well as in the control of ascending pathogens.
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Regionalized expression of the TGF-B isoforms and receptors in the murine epididymis:

where, when and why?

Les spermatozoides sont produits a la puberté, bien aprés 1’¢tablissement du répertoire
du soi, et portent des protéines de surface uniques. lls sont donc des cibles potentielles pour le
systeme immunitaire qui ne les connait pas et risque de les éliminer, induisant alors une
infertilité. La protection des spermatozoides au sein de 1’épididyme est assurée par la mise en
place d’une tolérance périphérique dont les mécanismes cellulaires et moléculaires sont
majoritairement méconnus. Une étude récente a montré que la signalisation TGF-B dans les
DCs est requise pour le maintien de la tolérance épididymaire aux spermatozoides chez la souris
(Pierucci-Alves et al., 2018) mais peu d’informations sont disponibles quant aux différentes
isoformes du TGF-p et de ses récepteurs présents dans 1’épididyme ou quant a la nature des

cellules qui les produisent.

Par des approches de biologie moléculaire et d’histologie, nous avons mis en évidence
des variations dans I'expression et la distribution spatiale et temporelle des trois isoformes du
TGF-p et de leurs récepteurs, ainsi qu’une différence dans la nature des cellules synthétisant les
TGF-Bs (cellules immunitaires et non immunitaires). Ces résultats soutiennent I’hypothése que

les 3 isoformes pourraient jouer des roles différents dans la physiologie épididymaire.
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ABSTRACT

The testis produces spermatozoa that transit through and are stored in the epididymis where
they acquire their fertilizing capacities. Spermatozoa appear in the genital tract at puberty,
long after the immune system was trained to self antigens. As a consequence, these organs
have to set strategies to tolerate sperm antigens to avoid autoimmune responses that would
specifically target and destroy them. A recent study pointed to the TGF-f signaling in
dendritic cells as a crucial mechanism for epididymal tolerance to spermatozoa. In the mouse,
three isoforms of the TGF-f3, and three isoforms of its receptor have been described. Using
RT-gPCR, immunohistochemistry and ELISA techniques, we established variations in the
expression and spatial distribution of the isoforms of TGF-Bs and receptors. Moreover, we
showed that TGF-fs and their receptors were produced by both immune and non immune
cells in the epididymis of adult mice. Finally, we determined the kinetics of the postnatal

expression of the TGF-fs as it may complete our vision of their epidydimal functions.

Keywords: epididymis, mouse, TGF-f, TGF-f receptor.

INTRODUCTION

After being produced in the testis, spermatozoa transit through and are stored in the
epididymis in order to become fully mature. Therefore, the epididymis has a vital role in
managing the constant influx of spermatozoa that appear at puberty. The ability to
discriminate self antigens from foreign antigens relies on the tolerance mechanism which
encompasses both central and peripheral tolerances. Central tolerance is established before
birth or during the perinatal period in mammals, that is long before the production and release
of antigens associated with the various stages of sperm development. In this respect,

spermatozoa appear as foreign to the adult immune system. These « foreign » antigens are






45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

managed by the peripheral tolerance which is maintained throughout life by interactions
between antigen-presenting cells and T cells under tolerizing conditions, i.e. in the absence of
mandatory costimulatory signals or in the presence of immunoregulatory cytokines, ligands,
leukocyte subsets, or through a combination of these elements (1). These tolerizing
interactions result in responses ranging from the destruction of antigen-specific T cells to the
generation of actively immunosuppressive antigen-specific T-cell subsets (2,3). Maintaining
the peripheral tolerance to sperm cells in the epididymis is crucial for the host to avoid the
development of autoimmune reactions such as the production of anti-sperm antibodies
(ASAs) which are involved in a wide range of infertility mechanisms (4). Among the well-
known tolerizing molecules, the transforming growth factor-beta (TGF-) has proven to be a

key cytokine (5).

The TGF-B superfamily comprises more than 30 members, including TGF-B isoforms,
bone morphogenetic proteins, growth and differentiation factors, activins/inhibins, NODAL
and the anti-Mdllerian hormone. They are involved in the regulation of numerous cellular
processes, including differentiation, proliferation, cytoskeletal organization, adhesion, and
apoptosis (6). In mammals three isoforms of TGF-fs have been identified, TGF-p1, TGF-32
and TGF-B3. Although the isoforms are mostly described as functionally overlapping in vitro,
isoform-specific knockout mice revealed nonredundant phenotypes. Half of Tgf-57 knockout
mice typically die prenatally due to yolk sac defects and the survivors develop inflammatory
disorders and eventually die within a few weeks after birth (7—9). Tgf-52 knockout mice
display a wide variety of defects in the development of skeletal, cardiac, lung, eye, spinal,
inner ear and urogenital tissues resulting in perinatal mortality (10). Tgf-#3 knockout mice
also die perinatally due to developmental defects of the lung and cleft palate (11,12). TGF-Bs
are secreted as non-covalent complexes associated with the latency-associated peptides

(LAPs). After activation by the release of LAPs, TGF-s trigger intracellular signaling via
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binding to the TGF-f receptor complex, a tetrameric structure composed of two type | TGF-
receptors (TGF-BRI) and two type Il TGF-p receptors (TGF-BRII). A third receptor exists, the
TGF-BRIII (also called B-glycan), which is required for an optimal TGF-B2 signaling by
enhancing its initial binding to the TGF-BRII. Subsequently, TGF-BRII phosphorylates the
cytoplasmic domain of TGF-BRI, which triggers the recruitment of the intracellular receptors
Smad?2 and Smad3 to the cytoplasmic domain of activated TGF-BRI, inducing the
phosphorylation of the Smad2/3 complex. Once phosphorylated, Smad2/3 forms a trimeric
structure with Smad4, which translocates to the nucleus to activate or repress gene expression

via binding to Smad-responsive regulatory regions (13).

Few studies have explored the presence of TGF-s in the epididymis. TGF-f1 proteins
were shown to be present in the rat epididymis, under a latent form, while active TGF-33
proteins have been detected in the corpus epididymis. Tgf-52 mRNA was not detected,
whatever the epididymal region considered (14). Another study described the presence of
TGF-B1 and of the receptor TGF-BRII in the epididymis of the marmoset monkey (15). While
the TGF-B1 was found in the apical cells of the caput and corpus epididymis, its receptor was
found in the principal cells of the same regions, suggesting a paracrine mode of action (15).
Finally, the mouse epididymis presented with high Tgf-51 mRNA levels in the caput and
corpus regions (16). A very recent work has revealed that the loss of TGF-B signaling in
dendritic cells (DCs) induced a severe epididymal pathology characterized by leukocytosis
with granulomas, generation of ASAs and upregulation of pro-inflammatory pathways, thus
indicating a key role for the TGF-f signaling in the establishment of peripheral tolerance to

spermatozoa in the murine epididymis (17).

Considering the lack of knowledge on the TGF-fBs and receptors isoforms in the

murine epididymis and the recent revelation of their importance in sperm tolerance, we
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undertook this work to localize them in the different regions of the organ and to identify the
TGF-b-producing cells. These data could complete our vision of the mechanisms of the
peripheral tolerance to sperm cells in the murine epididymis and give clues to potential other

independent implications of the cytokine isoforms.

MATERIALS AND METHODS
Animals

WT BALB/cAnNNCrl male mice (Charles River Laboratories, L’ Arbresle, France) were
housed in an animal facility with controlled environment and fed ad libitum. Mice were Killed
by cervical dislocation or decapitation and epididymides were collected and either snap frozen

in liquid nitrogen for further use or processed for fixation as described below.

Extraction of tissue proteins

For the Western Blot analyses, epididymides were separated into caput, corpus and cauda
regions and homogenized in high salt buffer (25 mM HEPES, 0.4 M NaCl, 1.5 mM MgCly,
0.2 mM EDTA, 1% IGEPAL® CA-630, Sigma-Aldrich) supplemented with a protease
inhibitor cocktail (cOmplete™, Roche) and phosphatase inhibitors (1 mM NaF, 1 mM
Na3V04). Lysates were centrifuged at 4°C for 10 min at 13000xg. Supernatants were
collected and the proteins were dosed by the Bradford method (18). For electrophoresis, 35 pg

of proteins were diluted in Laemmli sample buffer and incubated for 5 min at 95°C.

For ELISA, caput, corpus and cauda epididymal tissues were homogenized in tissue
extraction buffer (100 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1%
Triton X-100, 0.5% Sodium deoxycholate) supplemented with protease (cOmplete™, Roche )

and phosphatase inhibitors (1 mM NaF, 1 mM Na3VO04). Lysates were then maintained under
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constant agitation for 2 h at 4°C and centrifuged for 20 min at 13000xg at 4°C. Supernatants

were collected and stored at -80°C until use.

Western Blot Analysis

Proteins (35 pg) were separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose
membranes (Hybond ECL, GE Healthcare). Blots were blocked with Tris Buffered Saline
(TBS) (50 mM Tris, 150 mM NacCl) containing 10% low-fat dried milk/0.1% Tween 20 (for
the anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase [GAPDH] antibody) or 0.1% Tween
20/10% bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich; for other antibodies). Membranes were
probed overnight at 4°C with either anti-GAPDH (1:20000; G9545 Sigma-Aldrich), anti-
SMAD?2 (1:500), anti-SMAD3 (1:500), anti-SMAD4 (1:500), anti-phospho-SMAD2 (1:500)
or anti-phospho-SMAD3 (1:500) (Smad2/3 Antibody Kit Sampler 12747, Cell Signaling
Technology) antibodies in corresponding blocking solutions. After washing, membranes were
incubated with a goat anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:10000 [GAPDH] or 1:1000 [others] BI 2407, Abliance) for 1h at room temperature (RT).
Detection was performed using the Clarity™ Western ECL Substrate (Biorad) on a
ChemiDoc™ MP Imaging System (Biorad). Densitometric analyses were carried out using

Image lab software (Biorad).
ELISA

Epididymis protein extracts were tested for the presence of the three isoforms of TGF-3 using
commercial ELISA kits according to the manufacturer’s instructions. The TGF-f1 and TGF-
2 kits were purchased from RnDSystems, and the TGF-f3 kit from OriGene Technologies.
Total proteins concentration measurement was achieved after activation of the protein extracts

using 1 N HCl and 1.2 N NaOH/0.5 M HEPES according to the manufacturer’s instructions.
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The concentrations obtained were normalized with the corresponding region weights so they

are expressed as pg/mg tissue.

Tissue stainings

Whole epididymides were fixed for 24h in 4% paraformaldehyde (PFA) at 4 °C, before being
cryoprotected in PBS with 30% sucrose (w/v) for 6 h at 4 °C, embedded in cryosection

medium (Richard-Allan Scientific™ Neg-50™, Microm Microtech) and sectioned (10 um) in
a cryostat (HM 560, Microm Microtech). Sections were fixed for 15 min in 4% PFA, washed

and endogenous peroxidases were inhibited with 0.3% H20 for 30 min at RT.

For immunohistochemistry stainings, sections were further saturated for 1 h in PBS with 2.5%
normal horse serum (Vector Laboratories), or with 5% normal horse serum/1% BSA (for
TGF-BRII), and incubated with one of the following purified primary antibodies overnight
(O/N) at 4 °C: anti-TGF-B1 (1:300, Ab92486, Abcam), anti-TGF-p2 (1:200, sc-90, Santa
Cruz Biotechnology), anti-TGF-B3 (1:200, NB600-1531SS, Novus Biologicals), anti-TGF-
BRI (1:100, Ab31013, Abcam), anti-TGF-BRII (1:50, Ab61213, Abcam), anti-TGF-BRIII
(1:200, AF5034, RnD Systems). Slides were further incubated with the InmPRESS™ HRP
reagent kit (anti-rabbit 1g or anti-goat Ig [for TGFbRIII], Vector Laboratories) or with a
biotin-goat anti-rabbit 1gG antibody (1:500, Jackson Immunoresearch) followed by an
incubation with peroxidase-conjugated streptavidin (1:500, Jackson Immunoresearch) for
TGF-B1. Color was developed with the VECTOR NovaRED peroxidase substrate kit (Vector
Laboratories). Slides were then counterstained with Mayer’s hematoxylin for 10 sec, mounted
in PBS-Glycerol (v/v) before the observation with a Carl Zeiss Axio Scan.Z1. Digital images

were processed with the Zen software (Carl Zeiss).
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For immunofluorescence stainings, sections were further saturated for 1 h in PBS with 2.5%
normal horse serum (Vector Laboratories) or with 5% normal horse serum/1% BSA (for TGF-
B1), and incubated with one of the following purified primary antibodies overnight (O/N) at 4
°C: anti-TGF-B1 (1:100), anti-TGF-B2 (1:200), anti-TGF-B3 (1:200), anti-TGF-BRI (1:100),
anti-TGF-BRII (1:200), anti-TGF-BRIII (1:200). Slides were further incubated with the
ImmPRESS™ HRP reagent kit (anti-rabbit 1g or anti-goat Ig [for TGFbRIII], Vector
Laboratories) and an A555-labeled tyramide (ThermoFisher Scientific), according to the
manufacturer’s instructions or an A555 goat anti-rabbit antibody (Invitrogen, 2 pg/ml) for
TGF-B1. For the co-staining with CD45, sections were further saturated for 1 h in PBS with
2.5% normal horse serum (Vector Laboratories), and incubated with the anti-CD45 primary
antibody (1:100 Clone 30-F11, BD Biosciences) O/N at 4 °C before incubation with an A488-
goat anti-rat IgG (2 pg/ml; Invitrogen). Finally, slides were counterstained with 1 pg/ml
Hoechst 33342, mounted in Citifluor™ Tris-MWL 4-88 solution and observed with a Leica
SPE confocal microscope. Digital images were processed with the OMERO open-source

software (OME consortium).

Quantification of mMRNA by Real-Time Quantitative RT-PCR

Total mMRNAs from caput, corpus or cauda epididymides were isolated using the NucleoSpin
RNA Il column kit (Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s instructions. RNA
(0.5 png) was reverse transcribed with Moloney murine leukemia virus (MMLYV) reverse
transcriptase and random hexamer primers (Promega) according to the manufacturer’s
instructions. Quantitative PCR was performed with SYBR Premix Ex Taqg Il (TaKaRa Bio) on
a LightCycler 480 11 (Roche). Primer sequences are listed in Table 1. The relative
accumulation level of each mRNA was normalized using 36b4 as a standard, following the

comparative Ct method (AACt method).
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Statistical Analysis

To determine whether experimental differences were statistically significant, groups were
compared using the Mann-Whitney U test. A P value of 0.05 or less was considered to be
statistically significant. The software GraphPad PRISM v6.01 was used to perform the

statistical analysis and to generate the associated graphs.

RESULTS

Expression of the TGF-gisoforms

To define the expression pattern of the TGF-f isoforms, total RNAs from caput, corpus and
cauda epididymides of adult mice were analyzed by RT-gPCR (Figure 1A). Although all
isoforms were expressed in the three epididymal regions, preferential expressions were
observed. Tgf-p7 was significantly more expressed in the corpus epididymis than in the other
compartments, while Tgf-2 and Tgf-#3 had a higher expression in the cauda epididymis

compared to the caput and corpus regions.

Then, the total protein concentrations were determined by ELISA (Figure 1B). The three
isoforms were effectively present at the protein level and again revealed regional differences.
Indeed, the total TGF-B1 concentration per mg of tissue was highest in the caput epididymis
and significantly decreased through the organ to reach its minimum in the cauda region.
Conversely, the total TGF-B2 concentration increased gradually along the adult epididymis,
from the caput to the cauda compartments. Finally, the total TGF-B3 concentration was

significantly higher in the corpus region compared to the caput and cauda epididymis.

The TGF-gsignaling pathway
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To determine if the epididymal TGF- can trigger local signaling pathways, the three TGF-3
receptors (TGF-BR) mRNAs were studied by RT-qPCR in the adult tissue (Figure 2A). As the
ligands did, the receptors proved to be differentially expressed. Tgf-gRI was predominantly
expressed in the caput epididymis while Tgf-gRII and Tgf-gRIII were mainly expressed in the

cauda epididymis.

Next, the activation status of the pathway was assessed through the detection of the canonical
actors, i.e. the SMAD2-4 proteins (Figure 2B). Western blot analyses revealed the presence of
each SMAD protein in the three regions of the epididymis. The phosphorylated form of
SMAD3 was highly expressed in the corpus compartment. In agreement with this
observation, the TGF-f signaling pathway was significantly activated in the corpus
epididymis compared to the other compartments as illustrated by the quantification of the p-
SMAD3/SMADZ3 ratio (Figure 2C). No phosphorylation of SMAD2 was observed whatever

the region considered.

Localization of the TGF-s and receptors isoforms

Given that the expression profile is not sufficient to raise hypotheses concerning the functions
of the TGF-Bs and receptors isoforms, the localization of each isoform was determined by
immunohistochemistry (see the Figure 3 for raw stainings and Table 2 for details). TGF-1
and TGF-B2 positive cells were found throughout the organ in the interstitial space, as well as
in the epithelium with the exception of the proximal caput epididymis. The lumen also
presented with TGF-B1 and TGF-f2 positive cells, from the caput to the cauda epididymis.
TGF-B3 had a different pattern of expression as it was only found in the interstitium of the
corpus epididymis. Positive cells also appeared in the epithelium throughout the organ, and

only in the lumen of the corpus and cauda compartments.
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TGF-BRI and TGF-BRII were found expressed by interstitial cells in the three regions except
in the initial segment. Moreover, both receptors were found throughout the organ with the
exception of the proximal caput epididymis. TGF-BRI positive cells appeared in the lumen of
the caput, corpus, and cauda epididymides except in the initial segment, and their number
raised from the caput to the cauda compartments. Comparatively, TGF-BRII positive cells
were found from the proximal caput to the cauda epididymis but to a lesser extent. The TGF-
BRI was observed in great number in the interstitium throughout the organ. Surprisingly, it
was also strongly expressed by the smooth muscle layer all along the epididymis. Moreover,
the epithelial staining differed from all the previous ones as it appeared as intracellular
granules, whatever the region considered. Finally, TGF-BRIII luminal positive cells were

found from the distal caput to the cauda epididymis.

From a general point of view, the epithelial stainings varied from one another as various cell
types seem to express the TGF-Bs and receptors isoforms, and this pattern changed along the

organ.

TGF-g-producing cells

As TGF-B immunosuppressive functions are mostly mediated by immune cells, and as the
immunohistochemistry revealed three locations for the TGF-B-producing cells (luminal,
epithelial, and interstitial), we tried to characterize these cells. To do so, immunofluorescent
stainings were done using a combination between a pan-leukocyte marker (CD45) and each
TGF-p ligand and receptor (Figure 4). For clarity and space reasons, only the corpus
epididymis staining was shown, as it was representative of all the compartments. Almost all
interstitial TGF-f3 and TGF-BR positive cells were also stained for CD45, indicating their

leukocytic nature, with the exception of TGF-BRIII positive cells that were all negative for the
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CD45 marker. Contrary to the interstitial cells, none of the intraluminal cells positive for a

TGF-p isoform or for a receptor were leukocytes.

Kinetics of postnatal expression of the TGF-gisoforms

A recent study demonstrated the importance of the TGF-f signaling in dendritic cells to
maintain the epididymal tolerance to sperm cells (Pierucci-Alves, 2018). We thus
hypothesized a potential link between TGF-f production and sperm arrival in the tissue of
young mice (postnatal days 15 to 30). Spermatozoa were first shown in the epididymis of
mice aged 25 days but were absent from animals aged 20 days or less (data not shown). Total
concentrations of TGF-s per mg of tissue were determined by ELISA (Figure 5).
Interestingly, in the caput epididymis, a significant increase in TGF-B1 and TGF-2
concentrations was noted between days 20 and 25. On the other hand, a significant decrease
of both TGF-B1 and TGF-B2 concentrations was generally observed in the aging mice in the
three regions of the epididymis, with the exception of the TGF-2 concentration in the corpus
region. No variations of TGF-3 concentrations were observed along the kinetics whatever

the epididymal region considered.

DISCUSSION

The present study provides new data regarding the patterns of expression and
localization of the three TGF-f isoforms and their receptors along the murine epididymis and

highlights potential specific features.

Where are the TGF-£s and their receptors produced?
Although all TGF-B isoforms were present in each region (i.e. caput, corpus and

cauda) of the murine epididymis at both mRNA and protein levels, preferential
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regionalizations could be highlighted. Even if some differences appeared between the mRNA
and protein levels, strong post-transcriptional and post-translational regulations of these actors
are well-known and can explain these discrepancies (5). It should be noted that only the total
form concentrations of TGF-ps were determined by ELISA and thus may not reflect the
distribution of the bioactive form. Preliminary results of ELISA determination of the active
form concentrations of the TGF-B1 and TGF-f2 suggest that these isoforms are mainly
present under a latent form. This would be consistent with the data found in the rat where
TGF-B1 was described under a latent form (14). Such data need to be confirmed and

completed by the study of the TGF-B3 active form.

Similarly, the three TGF-p receptors were present in the murine epididymis with
preferential regionalization. In addition, the TGF-p signaling was active as demonstrated by
the phosphorylation of a downstream effector of the signaling pathway, the SMAD3 protein.
Interestingly, the TGF-B signaling was particularly active in the corpus epididymis compared
to the caput (x16) and cauda compartments (x6), as illustrated by the augmentation of the
pSMAD3/SMAD3 ratio. Further experiments will be needed to assess the biological
significance of this finding but this may reflect a peculiar implication of the corpus
epididymis in terms of tolerance to sperm cells or of other functions that may be attributed to

the TGF-p signaling pathway.

Given that the expression profile is not sufficient to raise hypotheses concerning the
functions of the TGF-Bs and receptors isoforms, the localization of each isoform was
determined by immunohistochemistry. A specific localization pattern for each TGF- ligand
and receptor was observed along the organ, suggesting a non-redundant role of the TGF-j
isoforms in the murine epididymis. Interestingly, we could notice that all ligands and
receptors were almost exclusively produced by apical cells in the initial segment while they

were mainly found in principal cells in the subsequent segments and regions, suggesting






302  autocrine and/or paracrine actions. Whatever the isoform tested three types of stainings were
303  observed: epithelial, interstitial and luminal stainings. Additionally, a positive staining was
304  reported in smooth muscle cells for the TGF-BRIII. We next tried to identify the interstitial
305 and intraluminal positive cells with a particular focus on immune cells, in agreement with the
306  known roles of TGF-B in immunity. The immunofluorescence stainings showed that all

307 interstitial cells positive for the TGF-3 ligands and receptors (with the exception of TGF-
308  BRII) were indeed immune cells, as demonstrated by the co-staining with the CD45 pan-
309 leukocyte antigen. Conversely, luminal positive cells were not immune cells. They could be
310 either detached epididymal epithelial cells or cells arising from the testis. Further

311  characterization is needed to determine the population(s) of TGF-B-producing immune cells

312 in the murine epididymis as it might give clues to their functions.

313  When are the TGF-s produced?

314 As a recent study demonstrated the importance of the TGF-p signaling in the

315  maintenance of epididymal tolerance to sperm cells (17), we hypothesized a potential link
316  between the TGF-P production and the sperm arrival in the epididymis of young mice.

317  Interestingly, in the caput epididymis of mice aged 25 days, spermatozoa arrival was

318  correlated with a significant increase in TGF-B1 and TGF-B2 concentrations. No variations of
319  TGF-B3 concentrations were observed along the kinetics whatever the epididymal region

320 considered, suggesting that this isoform has a different role in the epididymal physiology

321 from the TGF-B1 and TGF-B2 isoforms. Nevertheless, as for TGF-B concentrations in adult
322  mice, it should be noted that these results only concerned the total form of the protein and not

323  the bioactive one.

324  Why are TGF-fBs produced in the murine epididymis?
325 As demonstrated by the work of Pierucci-Alves, a major role of the TGF-f signaling

326  inthe murine epididymis is the maintenance of an immune tolerance to spermatozoa. Indeed,
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the lack of TGF-f3 signaling in the dendritic cells caused a severe epididymal pathology
characterized by a leukocytosis and granulomas, the generation of ASAs and an upregulation
of pro-inflammatory pathways (17). Nevertheless, no data are available concerning the TGF-
isoform(s) implicated in the loss of peripheral tolerance. Our observations that spermatozoa
arrival was correlated with a significant increase in the TGF-1 and TGF-B2 concentrations in
the caput epididymis suggest that these isoforms may play a role in this process. However, the
immunofluorescence stainings pointed to the lack of TGF-BRIII in immune cells, and as this
receptor is essential for an optimal TGF-B2 signaling, it seems unlikely that this isoform
indeed plays a role in the DC-mediated epididymal tolerance.

This leave TGF- B1 as the main player. This is in agreement with the observation that
TGF-B1 has well-characterized actions on immune cells to induce a tolerogenic environment.
It has been shown that, in vitro, it can inhibit both human and mouse dendritic cells
maturation, via the downregulation of the expression of costimulatory molecules (19-21). It
has also been demonstrated that the TGF-f1 could decrease the expression of MHC class 11

molecules on dendritic cells, thus influencing their antigen presentation activity (20).

Moreover, in an in vitro model, TGF-fs were shown to modulate the permeability of
the blood- epididymal barrier (BEB) (22). Among the TGF-p isoforms, the TGF-f3 was
shown to strongly increase the BEB permeability whereas the TGF-B1 had a lower impact,
and the TGF-B2 virtually none. As hypothesized by the authors, the modulation of the BEB
permeability could allow the migration of dendritic cells into the epididymal epithelium, and
thus the establishment of peripheral tolerance to sperm cells thanks to the dendritic cell

sampling of luminal sperm antigens.

Finally, the TGF-B1 is well known to play a role in the immunosuppressive activity of

the human seminal plasma (23,24). However, the epididymis did not seem to take a
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significant part in this production, as seminal TGF-3 concentrations were normal in men with

epididymal occlusions (25).

On the other hand, TGF-B could be one of the actors involved in the low occurrence of
primary epididymal cancers. Indeed, the TGF- was shown to suppress tumor initiation and
early development through the inhibition of cell cycle progression, induction of apoptosis, and

suppression of growth factor, cytokine and chemokine expression (26).

In conclusion, this work highlights specific expression and localization patterns for
each TGF-p isoform, suggesting non-redundant roles in the murine epididymis. Further
investigations will be needed to understand the specific role(s) of the TGF-B1, TGF-B2 and
TGF-B3 in the organ. To do so, the Cre-LoxP system could be exploited to generate
epididymis- specific knockout mice for each isoform (27-29) even if this technique remains
limited in the murine epididymis since only Cre recombinases specific of the caput principal
cells are available (30,31). Given the great implication of the TGF-f signaling in maintaining
the tolerance to sperm cells in the epididymis, identifying the individual roles of the TGF-f
isoforms certainly is the first step to efficiently treat tolerance breakdowns in the epididymal

compartment.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of the TGF-f isoforms.

(A) mRNA expression of the three isoforms of the Tgf-£ in the caput, corpus, and cauda
epididymides of adult mice. The expression level was determined by gRT-PCR and 36b4 was
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used to normalize the results. Bars represent means + SD. n=6, Mann-Whitney U test, *P <
0.05, **P < 0.01. (B) TGF-Bs protein expression in adult mice caput, corpus, and cauda
epididymides. The concentrations (pg/mg tissue) were determined by ELISA and normalized
with the compartment weight. Bars represent means + SD. n=6, Mann-Whitney U test, *P <
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Figure 2. Activation state of the TGF-f3 signaling pathway.

(A) mRNA expression of the three isoforms of the Tgf- £ receptors in the caput, corpus, and
cauda epididymides of adult mice. 36b4 was used to normalize the results. Bars represent
means £ SD. n=6, Mann-Whitney U test, *P < 0.05, **P < 0.01. (B) Western blot analysis of
the expression of the adaptor molecules of the TGF-f signaling pathway in the caput, corpus,
and cauda epididymides of adult mice. These results are representative of 6 mice. (C)
Relative quantification of the ratio between the SMAD3 and its phosphorylated form
(pPSMAD3) in the caput, corpus, and cauda epididymides of adult mice. GAPDH was used to
normalize the results. Bars represent means £ SD. n=6, Mann-Whitney U test, **P < 0.01.

Figure 3. Localization of the TGF-f isoforms and of the TGF-f3 receptors.

Immunohistochemistry using specific antibodies directed against each TGF-p and TGF-BR
isoform in the initial segment, caput, corpus, and cauda epididymides of adult mice. L:
lumen, ep: epithelium, I: interstitium. Scale bars represent 20um. n=5-11 depending on the
antibody.

Figure 4. TGF-B-producing cells.

Immunofluorescent stainings using an anti-CD45 (pan-leukocyte, green) combined to each
isoform of TGF-Bs and receptors (A555, red). The corpus epididymis staining is
representative of all segments of adult mice. * show co-stained cells. L: lumen, ep:
epithelium, I: interstitium, c: capsule, SM: smooth muscle. Scale bars represent 10um. n=5-6
depending on the antibody.

Figure 5. Kinetics of postnatal expression of the TGF-f isoforms.

TGF-B isoforms concentrations were determined by ELISA in the caput, corpus, and cauda
epididymides of mice aged 15 to 30 days. The results were expressed relative to the
compartment weight (pg/mg tissue). Bars represent means + SD. n=5 (TGF-B1 and TGF-2),
n=4 (TGF-B3), Mann-Whitney U test, *P < 0.05, **P < 0.01.

Table 1. Primer sequences used to determine the expression level of the isoforms of TGF-f3s
and receptors by gRT-PCR.

Table 2. Summary of the immunohistochemistry results.

Table showing the relative quantification and preferential localization of the isoforms of TGF-
Bs and receptors in the initial segment, caput (proximal and distal), corpus, and cauda
epididymides of adult mice. I: interstitium, Ep: epithelium, L: lumen, SM: smooth muscle,
AP: apical cells, BC: basal cells, HC: halo cells, NC: narrow cells, PC: principal cells. -:
absence of positive cells, +: low numbre of positive cells, ++: moderate number of positive
cells, +++: high number of positive cells, ++++: very high number of positive cells. These
observations are representative of 5 to 11 different mice.
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Primer sequences (5°-3”)

Gene Forward Reverse

Tof-B1 AGGGCTACCATGCCAACTTC CCACGTAGTAGACGATGGGC

Tof-52 GGGTCTTCCGCTTGCAAAAC GAAGGAGAGCCATTCACCCT

Tof-43 AGCGCTACATAGGTGGCAAG CCATTGGGCTGAAAGGTGTG

Tof-BRI TGCTGCAATCAGGACCACTG TGGTGAATGACAGTGCCGGTT
Tof-pRIT GAGTCGTTCAAGCAGACGGA GAACCAAATGGGGGCTCGTA
Tof-BRIII CCCTGCATCTGAACCCCATT GACCACAGAACCCTCCGAAA







TGF-p1 TGF-p2 TGF-p3 TGF-BRI  TGF-BRII  TGF-BRIII

Initial I: ++ I: +++ l: - l: - I: - I: +++
segment Ep: + Ep: ++ Ep: ++ Ep: + Ep: ++ Ep: +++
(AC) (mid-height  (AC) (AC, HC, (AC, BC, (AC, mid-
granular stereocils) NC) height
staining) granular
L:- L:- L:- L:- L:- staining)
L:-
SM: +++
Caput Proximal Proximal Proximal Proximal Proximal Proximal
I:+ I+ l: - I+ I:+ I: +++
Ep: - Ep: - Ep: +++ Ep: - Ep: - Ep: +++
(AC) (PC, apical
granular
staining)
L:- L:+ L:- L:+ L:- L: -
SM: ++++
Distal Distal Distal Distal Distal Distal
I ++ I: ++ l: - I+ I:+ D ++++
Ep: + Ep: +++ Ep: +++ Ep: + Ep: ++ Ep: +++
(PC) (PC) (AC) (PC) (PC) (PC, apical
++ granular
(PC) staining)
L:+ L:+ L:- L:++ L:+ L:+
SM: ++++
Corpus  I: +++ I: ++ I: + I: ++ I + I ++++
Ep: ++ Ep: ++++ Ep: +++ Ep: ++ Ep: +++ Ep: ++
(PC) (PC) (PC) (PC) (PC) (apical
+ granular
(AC) staining)
L: ++ L: ++ L:+ L: +++ L:+ L:++
SM: ++++
Cauda I:++ I: +++ I: - I: ++ I: + D ++++
Ep: + Ep: +++ Ep: ++ Ep: + Ep: + Ep: +
(PC) (PC) (PC) (PC) (PC) (apical
granular
staining)
L: +++ L: ++ L:+ L: ++++ L: ++ L: ++

SM: ++++
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Figure 22 : Modéle hypothétique de la réponse aux pathogénes dans I’épididyme.

migration

(1) Proteines de défense épididymaires impliquées dans la réponse immunitaire innée. (2) Les CPAg
pourraient échantillonner le contenu luminal et présenter les antigene aux LT, in situ ou dans le nceud
lymphatique drainant pour induire 1’élimination du pathogéne. (3) En cas de rupture épithéliale,
certains MP CX3CRL1* pourraient participer a I'élimination des debris cellulaires ou des pathogenes
libérés dans l'interstitium. (4) Les monocytes détectent les signaux de stress ce qui induit leur
extravasation dans les tissus et leur différenciation en DC et macrophages inflammatoires (iDC et
iMo) qui soutiennent temporairement la réponse immunitaire. (5) Les LTyd pourraient participer a
I’élimination du pathogéne et a la préservation de I’intégrité de I'épithélium épididymaire. (6) Les
LB pourraient synthétiser les IgA et phagocyter les complexes bactérie/lgA pour limiter la
dissémination des pathogenes. Les LB activés pourraient également activer la réponse adaptative en

présentant les antigénes aux LT épididymaires.

(L) : lumiere, (E) : Epithélium, (1) : Interstitium, JS : jonction serrée, TLR : Toll-like receptor, TNF : tumor
necrosis factor, IL : interleukine, IRF : Interferon regulatory factor, NF-xB : nuclear factor-kappa B, CPAg :
cellule présentatrice d’antigéne, T4/T8 : lymphocyte T CD4* ou CD8*, MP: phagocyte mononucléaire, mono
res : monocyte résident, mono class : monocyte classique, LB : lymphocyte B, IgA : immunoglobuline A,

Fco/uR : récepteur du fragment constant alpha/mu, Ag, antigene.



Discussion & Perspectives

La premiére partie de mon travail de thése concernait la caractérisation des cellules
immunitaires présentes a 1’état physiologique dans 1’épididyme murin, pré-requis a la
compréhension des mécanismes impliqués d’une part dans la réponse aux pathogeénes et aux
cellules cancéreuses et d’autre part dans 1’établissement et/ou le maintien de la tolérance
périphérique aux spermatozoides. Dans un second temps, mon travail s’est concentré sur un

acteur clé de cette tolérance périphérique, le TGF-p.

Ces résultats, complétés par les données bibliographiques disponibles, nous permettent
d’avoir une vision plus globale des cellules et molécules potentiellement impliquées dans la
balance immune épididymaire, ce qui, en lien avec le réle connu de ces différents acteurs, nous
a permis d’établir un modéle hypothétique de I’immunité épididymaire. Ce mod¢le fait 1’objet
d’une revue présentée en Annexe et actuellement soumise pour publication dans Asian Journal
of Andrology. La discussion qui suit, bien que basée sur les résultats de ma these, reprend les
principaux points évoqués dans la revue, complétés par des perspectives visant a approfondir

et valoriser le travail accompli.

La réponse aux pathogénes

L’¢épididymite, pathologie inflammatoire la plus fréquente du tractus uro-génital male, est
associée a un nombre important d’infertilités masculines. Cependant, les mécanismes
complexes gouvernant I’immunité de 1’épididyme en réponse a l'infection et a I'inflammation
sont peu connus. Ces études sont pourtant nécessaires au développement d'outils de diagnostic

efficaces et de nouvelles stratégies thérapeutiques. La Figure 22 propose un modele

hypothétique de la réponse aux pathogenes dans 1’épididyme.

Les protéines de défense
La premiere étape de la réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance des

pathogénes et I’initiation de la réponse inflammatoire. Les cellules de 1’épithélium épididymaire
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jouent un réle actif dans ces mécanismes grace a 1’expression de nombreux TLRs (Tanaka et
al., 1995 ; Rodrigues et al., 2008 ; Zhu et al., 2015 ; Cheng et al., 2016 ; Michel et al., 2016).

Les B-défensines, constitutivement exprimées dans 1’épididyme, jouent ¢galement un role clé
dans la réponse innée aux pathogénes puisqu’elles sont capables de les cibler et de les détruire
(Fei et al., 2012 ; Biswas et al., 2015) (Figure 22 [1]). De nombreuses autres protéines de
défense comme IDO, les cathélicidines, les inhibiteurs de protéases, les chimiokines, la
lactoferrine, et le lysozyme ont été décrites dans 1’épididyme mais leur implication réelle dans

la réponse aux pathogeénes épididymaires n’est pour le moment pas démontrée.

En complément des protéines de défense, la réponse aux pathogeénes repose sur 1’action des

cellules immunitaires présentes dans I’organe.

Les phagocytes mononucléaires

La nécessité de mise en place d’une réponse immune classique (CPAg/LT) est
particuliérement importante en téte d’épididyme puisque cette région représente le dernier
verrou avant une atteinte testiculaire. De maniere concordante, nous avons pu mettre en
évidence une présence significativement plus importante de toutes les sous-populations de
CPAg (macrophages et DCs) dans cette région. Cependant, les CPAg et les LT sont retrouvés
tout le long de I'organe, ce qui suggére que ce type de réponse pourrait étre conservé de la téte
a la queue de I'épididyme. Dans le segment initial, les CPAg épididymaires sont en partie situées
a la base de 1’épithélium et sont capables d’émettre des projections cytoplasmiques en direction
de la lumiére (Da Silva et al., 2011 ; Shum et al., 2014). Grace a cette morphologie particuliére,
les CPAg pourraient échantillonner le contenu luminal et traiter les antigénes pour les présenter
aux LT. Ces derniers pourraient alors participer a I'élimination des pathogénes, soit directement
pour les LT CD8* cytotoxiques, soit indirectement pour les lymphocytes T CD4* auxiliaires
(Figure 22 [2]). Dans les segments postérieurs au segment initial, les CPAg épithéliales sont
situées a la base de I’épithélium et n’émettent pas, a 1’état physiologique, de projection en
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direction de la lumiere. Cela suggere que les CPAg épithéliales ne réalisent pas
I’échantillonnage a I’état physiologique mais qu’elles pourraient changer de morphologie pour
capter les antigenes luminaux en contexte infectieux. De plus, tout au long de 1’épididyme une
partie des CPAg est localisée dans I’interstitium. Ces cellules pourraient donc participer a la
reconnaissance des pathogeénes et a la présentation antigénique apres destruction de la BHE.

Une certaine redondance des marqueurs membranaires est observée entre les
populations de CPAg, ce qui complique leur caractérisation et rend impossible 1’utilisation de
marqueurs uniques pour les différencier. Afin d’affiner et de compléter les travaux
précédemment publiés, nous avons choisi d’utiliser la cytométrie en flux associée a une large
combinaison de marqueurs pour identifier et quantifier de maniére non équivoque les populations
et sous-populations de phagocytes mononucléaires (CPAg et monocytes) présentes a I’état
physiologique dans la téte et la queue de I’épididyme murin.

Conformément aux données de la littérature, nous avons pu mettre en évidence que les
macrophages sont les cellules immunitaires les plus représentées dans 1’épididyme murin
(Nashan et al., 1989). Le choix des marqueurs a utiliser dans ce type d’analyse est rendu difficile
par I’absence de liste universelle, I’hétérogénéité des marqueurs dépendant de I’organe étudié
et de la plasticité de ces cellules (Geissmann et al., 2010). Nous avons donc fait le choix d’une
liste complexe pour éviter la contamination par des faux positifs. Cependant, ce faisant, nous
avons peut-étre sous-estimé le nombre de macrophages puisque différentes sous-populations
existent et qu’au sein d’'une méme population, en fonction de 1’état d’activation, toutes les
cellules n’expriment pas forcément les mémes marqueurs (Geissmann et al., 2010). Une
proportion de phagocytes mononucléaires épididymaires exprimant le marqueur CX3CR1 est
capable in vivo, apres ligation du canal efférent, de phagocyter les cellules épithéliales
apoptotiques pour préserver l’intégrit¢ de I’épithélium (Smith et al., 2014). Une telle

caractéristique pourrait étre attribuée a une population macrophagique et contribuer a la
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résolution d'une infection grave ayant entrainé une destruction partielle de la BHE et une
libération locale de débris cellulaires et de pathogénes (Figure 22 [3]). Il serait ainsi intéressant
de compléter I’analyse phénotypique réalisée et d’effectuer des analyses fonctionnelles des
sous-populations de macrophages épididymaires, a 1’état physiologique et en contexte

inflammatoire.

Nous avons également confirmé 1’existence de trois sous-types de cDCs dans
I’épididyme murin : les cDC1, les cDC2 et les DCs CD11b* CD103* (sous-population de cDC2
décrite dans I’intestin). Du fait de I’absence d’anticorps commercial anti-CD11c* fonctionnant
en histologie dans I’épididyme murin, nous n’avons pas pu les localiser. Une alternative serait
’utilisation de souris CD11c-EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) exprimant la
protéine fluorescente EYFP sous le contréle du promoteur du CD11c, marqueur commun aux
CPAg (Lindquist et al., 2004), en association avec des anticorps anti-CD103, anti-CD11b ou
anti-CD64. Cela permettrait de distinguer les cDC1 (CD11c* CD103* CD11b), les cDC2
(CD11c*, CD103, CD11b*, CD64) et les DCs de type intestinal (CD11c* CD103* CD11b") et
de préciser leurs fonctions au sein du tissu, en lien avec les données publiées dans d’autres

organes.

L’une des perspectives a court terme de mon projet est de tester, in vivo, la capacité des
CPAg a échantillonner le contenu luminal. Pour cela, nous comptons injecter des antigenes
fluorescents directement dans la lumiére du tubule en téte d’épididyme, ou des bactéries
fluorescentes dans le canal déférent et suivre la fluorescence. En couplant cette approche avec
de la cytométrie en flux, nous serons capables de connaitre 1’identité précise des cellules captant
I’antigéne. De plus, cette approche nous permettra de déterminer si les antigénes sont présentés

in situ & des LT mémoires et/ou dans le nceud lymphatique drainant a des LT naifs.

Enfin, les deux sous-populations de monocytes qui complétent les phagocytes

mononucléaires, les monocytes classiques et les monocytes résidents, sont présentes en faible
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proportion dans I’épididyme murin. Suite a une infection, ces cellules sont capables de
reconnaitre des signaux de stress et d’une part, d’induire le recrutement de cellules immunitaires
sur le site de I’infection via la synthése de chimiokines et d’autre part, de se différencier en

macrophages et/ou DCs inflammatoires pour soutenir la réponse (Figure 22 [4]).

Les lymphocytes Tyo

Ce travail de cytométrie visait également les lymphocytes et a permis d’identifier des
LTys, cellules typiques des épithélia muqueux, que nous avons localisées par
immunofluorescence dans les compartiments interstitiels et intraépithéliaux de I'épididyme
murin. Les LTyd détectent les signaux de danger (PAMPs/DAMPS) a la fois via leur TCR et
via des récepteurs non-TCR (TLR et récepteurs NKR [natural killer receptors]). Une fois
activés, ils contribuent a I'élimination des agents pathogenes soit de maniere directe par la
production de molécules bactériostatiques ou lytiques, telles que la granulysine, les défensines,
les perforines/granzymes ou 1’engagement de récepteurs de mort, soit de maniére indirecte par
I'induction de fonctions antibactériennes dans les cellules épithéliales et les cellules
immunitaires (Bonneville et al., 2010). D’autre part, les LTyd favorisent également la
cicatrisation des tissus et la régénération des cellules épithéliales par la production de facteurs
de croissance et de facteurs de survie (Jameson and Havran, 2007). Suite a une infection de
I’épididyme, les LTyd pourraient donc participer a I’élimination du pathogéne et a la
préservation de I’integrité de I'épithélium épididymaire (figure 22 [5]). Cependant, la majeure
partie des LTyd residant dans les tissus présentent une diversité de leur TCR limitée, qui
conditionne en partie leurs fonctions. Il sera donc nécessaire de caractériser le/les sous-types de

LTy présents dans I’épididyme murin.
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Les lymphocytes B

Pour la premiére fois, nous avons mis en évidence des LB dans 1I’épididyme murin. Ils
pourraient étre responsables de la synthése importante des IgA (Immunoglobuline A)
retrouvées dans le tissu (Stern et al., 1992) et qui sont des acteurs clés de I’'immunité des
mugqueuses. Dans 1’intestin, la synthése d’IgAs par les plasmocytes de la lamina propria est
induite en réponse aux bactéries. Elles sont ensuite transportées a travers 1’épithélium par le
récepteur polymérique des immunoglobulines et libérées sous forme d’IgA sécrétoires dans la
lumiere intestinale ou elles peuvent se fixer aux bactéries et ainsi les neutraliser. Dans
I’épididyme, I’absence du composant sécrétoire a été¢ décrite (Stern et al., 1992). Les IgAs ne
peuvent donc pas étre secrétées dans la lumiére du tubule, et sont confinées dans 1’interstitium,
en accord avec la forte présence des LB dans ce compartiment, ou elles pourraient jouer un réle
crucial en cas de rupture la BHE. En effet, I'expression d'un récepteur spécifique des IgA et
IgM, le Fca/uR, a été décrite dans plusieurs organes reproducteurs tels que le placenta et le
testicule, or dans larate, le Fco/uR est localisé a la surface des macrophages et des LB et permet
la phagocytose du complexe bactérie/lg par ces derniers (Shibuya et al., 2000). Si la présence
de ce récepteur était avérée dans 1’épididyme, ce processus de phagocytose pourrait étre mis en
place et participer a la limitation de la propagation des agents pathogenes tout en initiant la

réponse adaptative via la présentation antigénique aux LT épididymaires (Figure 22 [6]).

Pour confirmer ce mod¢le hypothétique global de réponse et étudier I’implication de
chaque population immunitaire identifiée a 1’état physiologique, un modele d’épididymite
bactérienne expérimentale devra étre mis en place. Ce projet devrait étre réalisable a court terme
étant donné que différents modeles murins ont déja été publiés et ont servi de base a certaines

études du systéeme immunitaire local (Michel et al., 2015).
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Figure 23 : Modéle hypothétique de la réponse anti-tumorale dans I’épididyme.

(1) Les LTy activeés par les cellules tumorales participeraient a leur élimination soit directement
par I'engagement de récepteurs de mort et la libération de molécules effectrices cytotoxiques, soit
indirectement par la synthése d’IFN-y qui induit la régulation positive de I'expression du CMH de
classe | sur les cellules tumorales, augmentant ainsi les réponses des LT CD8*. (2) Le tissu
adipeux péri-épididymaire pourrait participer a I'élimination des cellules cancéreuses en servant
de réservoir aux cellules NK et NKT anti-tumorales. (3) Les CPAg pourraient présenter des
antigénes tumoraux aux LT CD4*et CD8* pour initier une réponse immune classique specifique
de ces antigenes. (4) Les LTPN pourraient reconnaitre les cellules transformées et acquérir des
propriétés cytotoxiques afin de les éliminer. (5) Le TGF-B pourrait supprimer l'initiation et le
développement tumoral précoce par I'inhibition de la progression du cycle cellulaire, I'induction
de l'apoptose et la suppression de I'expression de facteurs de croissance, de cytokines et de

chimiokines.

(L) : lumiere, (E) : Epithélium, (1) : interféron, NK : cellule natural

killer, NKT : cellule NK T, CPAg : cellule présentatrice d’antigéne, LTPN: LT double négatif, TGF-B :

Interstitium, JS : jonction serrée, IFN :

transforming growth factor-beta.
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La réponse anti-tumorale

Le cancer de 1’¢épididyme est un cancer rare qui ne représente que 0,03% des cancers
masculins dans les pays occidentaux. De plus, c’est un cancer majoritairement bénin, ce qui
suggere que dans I’organe, des mécanismes anti-tumoraux efficaces sont presents (Yeung et al.,
2012). Une partie de ces mécanismes repose vraisemblablement sur la mise en place d’une
réponse immune efficace contre les cellules transformées. Un modéle hypothétique de

I’immunité anti-tumorale épididymaire est présenté en Figure 23.

La premiére étape de la réponse anti-tumorale est la phase d’élimination, au cours de
laquelle la croissance invasive des cellules transformées provoque des perturbations dans les
tissus environnants. Ceci induit la libération de signaux de danger qui entrainent le recrutement
de cellules de I’'immunité innée : des LTyo, des cellules NK, des cellules NKT et des CPAg

(Dunn et al., 2002).

Les LTyd, qui sont retrouvés dans toutes les régions de I’épididyme murin, ont été
montrés capables dans d’autres organes de reconnaitre des motifs sur les cellules transformées,
amenant a leur activation. En retour, ils participent a 1’élimination de ces cellules, soit
directement par I'engagement de récepteurs de mort et la libération de molécules effectrices
cytotoxiques, soit indirectement par la synthése d’IFN-y qui induit la régulation positive de
I'expression du CMH de classe | sur les cellules tumorales, augmentant ainsi les réponses des
LT CD8* cytotoxiques (Gao et al., 2003 ; Riond et al., 2009 ; Silva-Santos et al., 2015 ; Figure
23 [1]).

Cependant certains LTyd, les LTyd CD27-, produisent de I'lL-17 responsable du recrutement de
cellules immunosuppressives qui peuvent favoriser I'angiogenese, la croissance des cellules
tumorales et le recrutement de LTy régulateurs. (Ribot et al., 2009 ; Silva-Santos et al., 2015).

Ces derniers produisent également de I’IL-4, de I'lL-10 et/ou du TGF-pB et suppriment les
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réponses immunitaires anti-tumorales en inhibant la maturation des cellules dendritiques et/ou
les fonctions effectrices des LTyd anti-tumoraux et des LT CD4* et CD8* (Seo et al., 1999 ;
Hao et al., 2011) Ce paradoxe conforte le caractére capital de la caractérisation du/des sous-

type(s) de LTyd présent(s) dans 1’épididyme.

De fagon surprenante, notre analyse de cytométrie en flux a révéelé une absence de cellules NK
et NKT, acteurs anti-tumoraux classiques, dans 1’épididyme murin a I’état physiologique.
Cependant, ces résultats n’excluent pas le fait que ces cellules puissent jouer un role dans
I’immunité anti-tumorale épididymaire. En effet, la présence de cellules NK et NKT a été
rapportée dans le tissu adipeux péri-épididymaire murin (Caspar-bauguil et al., 2005 ; Kondo
etal.,2013). Ce dernier étant connecté a 1’épididyme par un vaste réseau lymphatique et sanguin
(Pérez-Clavier et al., 1982 ; Suzuki, 1982), nous pouvons supposer qu’il joue le role de réservoir
pour ces cellules immunitaires qui seraient mobilisables suite a la réception des signaux de

danger émis par 1’épididyme (Figure 23 [2]).

Quant aux CPAg qui sont tres représentées dans 1’épididyme murin, elles pourraient tout a fait
participer a la phase d’élimination via I’établissement d’une réponse immune classique
spécifique des antigénes tumoraux, en collaboration avec les nombreux LT effecteurs CD4* et

CD8* décrits dans le tissu (Figure 23 [3]).

Enfin, pour la premiére fois dans 1’épididyme murin, nous avons mis en évidence la
présence de LT double négatifs (LTPN). De facon intéressante, ces cellules possédent une
activité anti-tumorale décrite in vitro et in vivo. En effet, les LTPN s’avérent hautement
cytotoxiques vis-a-vis de cellules tumorales de patients souffrant de leucemie aigué myeéloide
ou de lignées cellulaires dérivées de leucémie et de lymphome, mais pas vis-a-vis de cellules
normales. Les LTPN sont capables de reconnaitre les cellules tumorales via des récepteurs
activateurs également exprimés par les cellules NK : le NKG2D et le DNAM-1 (DNAX

accessory molecule-1 ou CD226), ce qui renforce I’idée que ces cellules pourraient pallier
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I’absence des cellules NK et NKT dans 1’épididyme murin (Lee et al., 2018). Dans un autre
modele, les LTPN induisent la mort par apoptose de cellules de lymphome via un mécanisme

dépendant de I’interaction Fas-FasL, in vivo et in vitro (Young et al., 2003 ; Figure 23 [4]).

En complément de I’'immunosurveillance exercée par les cellules immunitaires
précédentes, et au vu de nos résultats concernant son expression épididymaire, nous pouvons
émettre I’hypotheése d’une contribution du TGF-8 dans I’inhibition du développement tumoral
(Figure 23 [5]). En effet, le role de la signalisation TGF-B comme suppresseur de tumeur est
bien illustré par la présence de mutations inactivatrices dans les génes codant pour les récepteurs
du TGF-p et des Smads dans les carcinomes humains, et par des études sur le développement
de tumeurs dans des modéles murins (Derynck et al., 2001).
Chez I’homme, des mutations de TGFBRII sont fréquemment retrouvées dans les cancers du
cblon, les cancers gastriques et les gliomes. Des mutations inactivatrices de TGFBR1 ont
¢galement ¢€té observées, notamment dans les cancers de [’ovaire, les cancers du sein
métastatiques, les carcinomes pancréatiques et les lymphomes.
Dans un certain nombre de modeles murins, la délétion génétique ou la régulation négative de
la signalisation du TGF-B entraine le développement d’un phénotype malin dans des cancers
du sein, de l'intestin, du pancréas ou du c6lon.
Le TGF-B supprime l'initiation et le développement tumoral précoce par l'inhibition de la
progression du cycle cellulaire, lI'induction de lI'apoptose et la suppression de I'expression de
facteurs de croissance, de cytokines et de chimiokines. Ainsi dans un systeme normal et sain,
le TGF-B agit comme un suppresseur de tumeur. Cependant, & mesure que les tumeurs se
développent, elles modifient leurs mécanismes de réponse au TGF-p et I’utilisent comme un
puissant promoteur (Akhurst and Derynck, 2001).

Enfin, certaines cellules tumorales peuvent échapper a 1’élimination et entrer dans une

phase d’équilibre ou dormance. Dans ce processus, les LT et I'IFN-y exercent une pression de
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Figure 24 : Modéle hypothétique de la tolérance aux spermatozoides dans I’épididyme.

(1,2) L’épithélium épididymaire sécréte des molécules pro-tolérogénes potentiellement impliquées
dans la génération de DCs immatures (IL-10, activine A, TGF-B) ou dans la destruction des LT activés
(kynurénines). (3) Dans le cas particulier d’une lésion tissulaire grave entrainant une fuite d’antigénes
spermatiques dans I’interstitium, les DCs épididymaires pourraient migrer dans le nceud lymphatique
drainant ou elles présenteraient les antigenes spermatique (AS) a des LT CD4* naifs induisant alors
leur différenciation en LT régulateurs (Treg). Ces derniers, via la synthése de TGF- et d’IL-10
inhibent la maturation des DCs. La présentation antigénique dans ce contexte aboutirait a 1’anergie ou
a I’apoptose des LT activés. (4) Une nouvelle population de LT immunosuppresseurs, les LT double
négatifs (LTPN) a été décrite dans I'épididyme murin. lls pourraient étre activés par les CPAg locales

pour devenir cytotoxiques envers les LT auto-réactifs et les CPAg et/ou inhiber la maturation des DCs.

(L) : lumiére, (E) : Epithélium, (1) : Interstitium, JS : jonction serrée, DC : cellule dendritique, IL : interleukine,
IDO : indoleamine 2,3-dioxygenase, T4/T8 : lymphocyte T CD4* ou CD8*, TGF-B : transforming growth
factor-beta, TGF-BR : récepteur du TGF-B, LT : lymphocyte T.



Discussion & Perspectives

sélection puissante sur les cellules tumorales, suffisante pour contenir mais pas pour éradiquer
la tumeur.

Les donnees expérimentales soutiennent ’existence d’un contréle efficace de la
tumorigénése dans I'épididyme. En effet, ’organe est résistant et ne développe que des
phénotypes d’hyperplasie/hypertrophie en réponse a des stimuli tumorigéniques, comme
I’activation d’oncogenes, la délétion de génes suppresseurs de tumeurs ou la surexpression de
facteurs de croissance (Jhappan et al., 1992 ; Stocklin et al., 1993 ; Guy et al., 1996 ; Gilbert et
al., 1997 ; Korpelainen et al., 1998 ; La Perle et al., 2002 ; Sipila et al., 2002 ; Bierie et al.,
2003 ; Frew et al.,, 2008). Malheureusement, ces modeles sont purement descriptifs et
I’implication des cellules immunitaires dans ces phénomeénes n’a jamais été étudice. Il serait
donc intéressant de confronter notre vision de I’immunoediting épididymaire a ces modéles
puisque la compréhension des mécanismes par lesquels 1’épididyme est capable d’échapper au
développement de tumeurs malignes pourrait €tre utile pour la conception et/ou I’amélioration

de thérapies anticancéreuses.

La tolérance aux spermatozoides

Comme nous 1’avons vu en introduction, I’épididyme doit étre en mesure de faire face
a une arrivée massive mais tardive de spermatozoides immunogeéniques via 1’établissement

d’une tolérance périphérique efficace, dont un modele est proposé en Figure 24.

L’¢épithélium épididymaire joue un rdle clé dans I’établissement de cette tolérance
périphérique via la synthése de molécules immunosuppressives comme IDO, 1’activine A, I’TL-
10 et le TGF-B, créant un environnement pro-tolérogene nécessaire a la protection des

spermatozoides (Figure 24 [1]).

Parmi ces molécules, le TGF-B s’est révélé d’une importance capitale. En effet, des

travaux trés récents ont montré que 1’inhibition de la signalisation du TGF-f dans les DCs induit
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une perte de la tolérance périphérique dans I’épididyme murin, caractérisée par une infiltration
leucocytaire, la formation de granulomes et le développement d’anticorps anti-spermatozoides
(Pierucci-Alves et al., 2018). Classiquement, le TGF-B induit un phénotype de DCs immatures
caractérisé par une faible expression du CMH de classe Il et des molécules de co-stimulation
CD80/CD86 et CD40. La présentation d’antigénes spermatiques par ces DCs immatures

induirait donc I’anergie ou 1’apoptose des LT tissulaires (Figure 24 [2]).

Bien que démontrant le réle crucial de la signalisation TGF- B dans 1’établissement de
la tolérance périphérique aux spermatozoides dans 1’épididyme, cette publication ne donne pas
d’indication sur les cellules productrices de TGF-B ou sur I’implication d’une isoforme
particuliere dans ce mécanisme. En effet, chez les mammiferes le TGF-$ existe sous trois

isoformes : TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3, aux fonctions distinctes in vivo.

Ainsi, mon deuxiéme projet de thése a porté sur 1’étude du profil d’expression des différentes
isoformes du TGF-B et de ses récepteurs ainsi que sur ’identité des cellules productrices dans
I’épididyme murin. Ce travail a mis en évidence une implication importante de 1’épithélium
épididymaire qui synthétise a la fois les ligands et les récepteurs de la voie du TGF-p, et une
contribution des cellules immunitaires épididymaires (CD45%), particulierement pour les
isoformes TGF-B1 et TGF-B2. Une étude plus fine sera réalisée pour déterminer 1’identité

exactes de ces cellules.

Pour appréhender la part réelle de chaque isoforme dans la physiologie épididymaire, 1’étude
de souris présentant un knock out (KO) conditionnel générées par le systéme Cre-LoxP serait
nécessaire, étant donné que les KO totaux sont létaux a I’état embryonnaire ou péri-natal (Shull
et al. 1992 ; Kulkarni et al. 1993 ; Kaartinen et al., 1995 ; Proetzel et al., 1995 ; Sanford et al.,
1997). Cependant, cette approche reste limitée dans 1’épididyme murin dans lequel aucun géne

specifique a l’organe et commun a tous les types cellulaires et/ou toutes les régions
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Figure 25 : Localisation par immunohistochimie des trois isoformes du TGF-p dans

I’épididyme humain.

(L) : lumiere ; (E) : Epithélium ; (1) : Interstitium. n=1. Echelle = 20um.
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épididymaires n’a été identifié. Les seuls KO conditionnels envisageables sont des KO
conditionnels des cellules principales de téte d’épididyme, grace a I’utilisation de Ia
recombinase Cre sous contréle du promoteur de la lipocaline 5 (Xie et al., 2013) ou de la B-

défensine 41(Bjorkgren et al., 2013).

En parallele des études réalisées sur le mode¢le murin, j’ai étudié la localisation des 3 isoformes
du TGF-p dans I’épididyme humain par immunohistochimie (Figure 25). Nous avons pu avoir
acces a des coupes d’épididyme humain grace a une collaboration avec le Dr Roger Mieusset,
andrologue au CHU de Toulouse. De maniere similaire aux données obtenues chez la souris,
nous avons observé une localisation différentielle des 3 isoformes du TGF-p dans I’organe.
Quelque soit l'isoforme testée, trois types de marquage ont été observeés : épithélial, interstitiel
et luminal. Cependant, du fait de la rareté des échantillons d’épididyme humain disponibles,

cette étude se limite pour le moment & un seul individu.

En complément des molécules immunosuppressives, la tolérance périphérique repose

sur I’action de cellules immunitaires particuliéres comme les lymphocytes T régulateurs.

Notre analyse de cytométrie en flux a révélé 1’absence de LTreg CD25* FOXP3* dans
1’épididyme murin a 1’état physiologique, résultats cohérents avec ceux de Pierucci-Alves qui
en rapportent une tres faible proportion (Pierucci-Alves et al., 2018). Ces resultats étaient assez
inattendus car 1I’épididyme, via son expression constitutive d’IDO et sa production abondante
de kynurénines (Britan et al., 2006 ; Jrad-Lamine et al., 2011) constitu un environnement pro-
differentiateur pour les LTreg (Fallarino et al., 2003 ; Fallarino et al., 2006). Cependant, les
LTreg CD25* FOXP3* ne représentent qu’une population de lymphocytes T régulateurs
(Shevach, 2006). 11 serait donc intéressant d’étudier par cytométrie en flux la présence des

autres populations de LTreg dans 1’épididyme murin.
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Bien que les LTreg CD25* FOXP3* ne jouent pas de role, a 1’état physiologique, dans
I’établissement et/ou le maintien de la tolérance périphérique aux spermatozoides, ils peuvent
étre des acteurs clés dans un contexte de lésion tissulaire sévére (Figure 24 [3]). En effet, dans
un modele murin de vasectomie, il a été mis en évidence que I’extravasation des spermatozoides
ne déclenche pas de rupture de tolérance chez des animaux sauvages. A I'inverse, le méme
modéle appliqué a des souris déficientes en LTreg montre 1’établissement d’une réponse auto-
immune caractérisée par I’apparition d’auto-anticorps (Wheeler et al., 2011). Dans 1’étude de
Pierucci-Alves, une perte de la tolérance aux spermatozoides dans 1’épididyme est observée en
réponse a I’absence de signalisation TGF-f dans les DCs et ce malgré le recrutement/I’induction
d’un nombre important de LTreg. Ces résultats suggerent que dans 1’épididyme murin, les
LTreg médient leur action majoritairement via la synthése de TGF-B (Pierucci-Alves et al.,

2018).

Notre étude a également mis en évidence la présence d’une population de lymphocytes
T régulateurs atypiques, les LTPN. Ces cellules sont principalement décrites dans le tractus
génital femelle, les reins et I'intestin, ou elles agissent comme des cellules immunosuppressives
(Martina et al., 2015). De maniére similaire a ce qui est décrit dans la rate, les LTPN
épididymaires pourraient acquérir des antigénes spermatiques par trogocytose, un mécanisme
de transfert membranaire entre CPAg et lymphocytes, pour devenir elles-mémes des CPAg tout
en devenant cytotoxiques envers les LT CD8* auto-réactifs par un mécanisme dépendant de
’interaction Fas-FasL (Zhang et al., 2000). L’action des LTPN ne se limite pas aux LT CD8*.
En effet, ils préviennent efficacement les réponses auto-immunes en ciblant un large éventail
de cellules immunitaires, notamment les LT CD8*, les LT CD4", les LB, les cellules NK, les

macrophages et les DCs (Gao et al., 2011 ; Hillhouse and Lesage, 2013 ; Figure 24 [4]).

Au cours de ma thése j’ai entrepris la caractérisation fonctionnelle des LTPN

épididymaires par une approche ex vivo afin d’étudier leur mode de présentation antigénique et
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la capacité de ces cellules a tuer les LT auto-réactifs. Malgré la mise au point de la technique
de tri des LTPN épididymaires, le nombre de cellules obtenues était trop faible pour poursuivre
le protocole. L’étape suivante sera d’étudier, aprés tri, le profil cytokinique des LTPN, ce qui
nous donnera une idée plus précise, bien qu’indirecte, du role potentiel de ces cellules dans

I’épididyme.

En conclusion, les travaux realisés au cours de ma thése ont permis de compléter les
connaissances disponibles sur les cellules et molécules présentes, a 1’état physiologique, dans
I’épididyme murin. Ils ont également amené des pistes de réflexion quant aux roles de ces
acteurs. La poursuite de ce projet sera donc d’apporter des réponses sur leurs implications
fonctionnelles dans les mécanismes de réponse aux pathogeénes et aux cellules cancéreuses et
de tolérance aux spermatozoides. Ces études sont un pré-requis a la mise en ceuvre de
traitements efficaces contre 1’infertilité masculine d’origine immunologique et la conception

et/ou ’amélioration de thérapies anticancéreuses.
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ABSTRACT

Up to 15% of male infertility has an immunological origin, either due to repetitive infections
or to autoimmune responses mainly affecting epididymis, prostate and testis. Clinical
observations and epidemiological data clearly contradict the idea that testis would confer
immune protection to the whole male genital tract. As a consequence, the epididymis, in
which post-testicular spermatozoa mature and are stored, has raised some interest in recent
years when it comes to its immune mechanims. Indeed sperm cells are produced at puberty,
long after the setting of self-tolerance, and they possess unique surface proteins that cannot be
recognized as self. They turn to be potential targets of the immune system, with the risk to
induce autoantibodies and finally male infertility. Epididymal immunity is based on a finely
tuned equilibrium between efficient immune responses to pathogens and strong tolerance to
sperm cells. These processes rely on incompletely described molecules and cell types. This
review aims at compiling recent studies focusing on the immune cell types populating the
epididymis and proposes hypothetical models of the organization of the epididymal immune

cells that contribute to balance the immune response and the tolerance.

Keywords: B cells, epididymis, dendritic cells, immune response, mononuclear phagocytes, T

cells, tolerance

TAKE HOME MESSAGE

J The epididymis faces an immunological paradox, between efficient immune response
to urogenital pathogens and tolerance to sperm cells, giving rise to a finely tuned balance that

preserves male fertility.
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. This review sums up the well-known mechanisms at work in the epididymis to
maintain the immune balance, and discusses the probable implication of newly identified cell
populations based on their canonical roles described in other organs.

. Finally, three models are proposed in this review, concerning the epididymal

organization in the contexts of the immune response to pathogens, the anti-tumoural response,

INTRODUCTION

About 15% of couples do not achieve pregnancy within one year, and male causes for
infertility are found in half of these couples.' About 15% of known male infertility originate
from autoimmune disorders or from inflammation caused by urogenital infections,' and this
rate is likely underestimated as 30% of male infertility cases are idiopathic.2 Contrary to
orchitis, epididymitis is a frequent condition, and bacterial infections are common causes of
epididymitis, especially when involving sexually transmitted Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae in young men, and enteric Escherichia coli and Pseudomonas spp. in
older men.** Even if successfully treated these infections have been shown to induce stenosis
in the epididymal duct, reduction of sperm counts and azoospermia in up to 40% of patients.>
? These clinical data imply a crucial need for an efficient but finely controlled immune
response to pathogens in the epididymis.

On the other hand, spermatozoa are produced at puberty, long after the setting of
tolerance to self-antigens and therefore sperm-specific antigens are unknown to the immune
system.lo These antigens are thus potential targets of the male immune system and are at risk
of being destroyed. Therefore, there is a special need for tolerance to sperm cells all along
their testicular production and epididymal maturation, combined to the need for efficient

immune response to pathogens. While the testis relies on a very well sealed seminiferous
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epithelium restricting immune cells and molecules to enter the luminal compartment, the
epididymis has evolved different strategies.

New data have emerged in recent years on the immunity existing in the epididymis.
This review will particularly focus on the immune cells and their potential implication in the
immune balance taking place in the organ.
The epididymal epithelium: a first line of defense

The immune system of the epididymis has long been neglected compared to that of the
testis, due to the commonly admitted idea that the testis conferred its immune protection to
the whole genital tract. However clinical data seriously question this idea. First, there are 30
to 75 times more testicular cancers than epididymal cancers and 80% of epididymal cancers
are not malignant.'" Then, epididymitis, the inflammation of epididymis caused by the
immune response to pathogens, is the most common intrascrotal inflammation'? while
isolated orchitis is rare and generally associated with mumps infection in young boys.13 Thus,
as cancers arise second to a defective immune surveillance, and inflammations arise second to
efficient immune responses, it can be assumed that the organization of the immune system
greatly differs between the epididymis and the testis. Experimental data reinforce this
assertion. Indeed, the survival of parathyroid grafts in the interstitial tissue has been assessed
in both testes and epididymides of rats. Most intra-testicular parathyroid allografts survived
for at least twice as long as control grafts in nonprivileged organs, ie around 41 days and one
third of the grafts were still functional at 100 days.'* The intra-testicular environment is thus
prone to immune tolerance, probably with the help of local testosterone, as the suppression of
its secretion by Leydig cells via estrogen pretreatment led to rapid graft rejections.” In sharp
contrast, intra-epididymal allogeneic parathyroid grafts, preceded by orchiectomy to exclude

any possible influence of intra-testicular factors, were rejected as soon as 7 to 12 days post-

Copyright by Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences

Page 6 of 36






Page 7 of 36

oNOYTULT D WN =

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

AJA

transplantation.16 Thus if testis is considered an immune privileged site,"* it cannot be the
case of the epididymis.

The first line of defense of this organ is the blood-epididymis barrier (BEB). The BEB
is a complex structure comprising a combination of three components that are the anatomical,
the physiological, and the immunological barriers."’

The anatomical barrier is formed by the tight junctions and the basolateral and apical
membranes of the epithelial cells.'® It limits the entry and the exit of molecules and cells from
and to the lumen. The physiological barrier comprises transporters that control the movement
of substances in or out the lumen to create a specialized microenvironment that is thought to
play a role in the maturation of sperm cells.'**° Finally, the immunological barrier is
composed of non-immune cells, ie epithelial cells, that have developed defense systems, and
immune cells which known and suggested roles will be exposed in the subsequent sections of
this review.

Concerning the epithelial cells, several mechanisms of defense have been described.
Among them is the expression of Toll-like receptors (TLRs) that are evolutionary conserved
innate receptors that sense pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) derived from
viruses, bacteria, fungi and protozoa (Figure 1 (1)). TLRs were localized to the epithelial and
interstitial cells in the rat epididymis at steady state, some being more abundant than others.
Moreover, their expression pattern varies. Indeed, TLRs1-4 are detected in principal cells
throughout the epididymal epitelium in all regions of the duct whereas clear cells of the cauda
epididymis do not express TLRs5-7 or TLR11.%"* This may reflect the specificity of action
of the different cell types populating the duct. Moreover, a study demonstrated that an in vitro
Staphylococcus aureus infection induced the upregulation of TLR2 but not of TLR4 by
epididymal epithelial cells (EECs), and this was concomittant with their secretion of pro-

inflammatory cytokines and nitric oxide.”® This was supported by the in vivo
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lipopolysaccharide (LPS) treatment of rats that showed no impact on the expression of
TLR4.** In mice, primary cultures of EECs showed an abundant production of TLR4 and
TLRS in principal cells, basal cells, and some interstitial cells while TLR11 was not
detected.”® This study also showed that TLR4 and TLR5 cooperatively mediate pro-
inflammatory cytokine production by EECs, while TLR4 alone mediated the expression of
IFN-a and IFN-f, after uropathogenic Escherichia coli infection of mice. TLRs were also
detected in the rooster where 9 of the 10 known chicken TLRs are expressed in the
epididymis.”**’ LPS injection did not affect the level of TLR4 in the epididymis of roosters®®
while Salmonella enteritidis infection resulted in a significant induction of some TLR genes
of mature roosters compared to healthy birds of the same age.27 Finally, TLR3, specific to
double stranded RNA, was shown to be constitutively expressed by mouse and human EECs
in combination with other viral sensors. These EECs were then able to produce type [ [FNs in
response to viral ligands.*** Whatever the species, given the diversity of the TLRs expressed
by the EECs, these cells appear well armed to fight bacteria (TLRs1, 2, 4-6, 9) and viruses
(TLRs3, 7-9) that can be found in the epididymis.

B-defensins are an important class of antimicrobial agents found in the EECs, and more
generally in male and female reproductive tracts (Figure 1 (1)). They are small cationic
peptides with a broad-spectrum action against bacteria, fungi and envelopped viruses. A great
number of B-defensins have been identified so far in the human, mouse and rat epididymis,
some of them being specific to this organ while others are shared with the testis.’" They are
of particular interest as, besides their ability to rapidly kill microorganisms through membrane

33,34

permeabilization,””" they are chemotactic for immature dendritic cells and T lymphocytes to

. . g . . 35
sites of microbial invasion in human.
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Actually, the innate defense of EECs also relies on many other antimicobial proteins such as
cathelicidins, mucins, protease inhibitors, lactoferrin, lysozyme, LPS-binding proteins, and
chemokines well described in previous articles.’*%3*

An interesting enzyme, indoleamine 2,3-dioxygenase or IDO, has also been described in the
epithelial cells of the murine epididymis (Figure 1 (1)).*** Contrary to other organs where it
is induced by inflammation, IDO is constitutively expressed in the epididymis,*' suggesting a
crucial role for this enzyme. Even if it is generally considered for its tolerogenic properties,
IDO is a well-described antimicrobial effector through its catabolic activity which deprives
the environment in tryptophan. Even if the in vivo effect of IDO, antimicrobial or
immunoregulatory, was generally shown to be dependent on the intracellular pathogen,** it
was reported to act efficiently in vitro against bacterial tryptophan auxotrophs, of which the

4 and against the measles virus.*’

Chlamydiae species,
The epididymal immune response to pathogens: innate and adaptive immune cells

In addition to non-immune cells, the response to pathogens relies on immune cells,
whatever the organ. The innate immune cells are the first cells to interact with pathogens to
induce non-specific responses to rapidly limit the spread of pathogens. Thereafter innate
antigen-presenting cells (APCs, mostly macrophages and dendritic cells) initiate the adaptive
response which is late but pathogen-specific and triggers memory cells that will be able to
rapidly fight the pathogen during a second enconter.

As early as 1983, lymphocytes and macrophages were described in the human
epididymis at steady state.*® These first observations were completed by the fact that most
intraepithelial lymphocytes were T cells, and mainly CD8" T cells, contrasting with the
predominance of the CD4" T cells subset in the interstitial tissue.*’ Moreover, the CD8"

intraepithelial T cells were prone to cytotoxicity as evidenced by their granzyme B-positive

staining.*® In rats, CD4" T cells, CD8" T cells, and macrophages were identified along the
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epididymis, with a preferential presence in the interstitium compared to the intraepithelial
compartment.49’50 When intraepithelial, CD4" T cells and macrophages were mostly found
close to the basement membrane while CD8" T cells were observed at various heights
between epithelial cells.” B cells, although rarely seen in the epididymal epithelium, were
often located close to the base of epithelial cells, and represented 1 to 5% of the immune cells
of the tissue, depending on the age of the animals. None of the immune cells identified in the
rat epididymis was found in the lumen.’' Similar to the rat and human epididymis, the mouse
tissue was shown to contain macrophages, CD4 " T cells and CD8" T cells.”> Macrophages
were the most frequent leucocytes and were mainly located in the peritubular layer. The few T
cells were essentially observed in the interstitium while helper T cells (CD4") and cytotoxic T
cells (CD8") appeared similar in their regional and histological distribution patterns. The
authors did not notice any distorsion in the helper:cytotoxic cells ratio. Finally, there was no
invasion of leucocytes into the murine epididymal lumen.” Although studies describing
epididymal immune cells are scarce and seem restricted by technical limitations, recent works
have shed light on new immune populations thanks to innovative tools like transgenic animal
models and flow cytometry. Such studies were necessary owing to the rapidly growing
knowledge on the immune cell populations and ontogeny.”® The first work reported a newly
identified dense network of dendritic cells (eDCs) at the base of the epididymal epithelium
using mice expressing CD11c-EYFP and CX;3CR1-GFP reporters.54 Based on their
differential expression of surface markers, the eDCS could be separated into two populations,
the CD11¢'CD103" cells and the CD11¢"CD103" cells. eDCs were shown to project dendrites
between epihelial cells and to be able to cross the tight junctions to reach the lumen in the
initial segment. In more distal segments, the eDCs morphology changed as they lost their
dendrites to become flat cells in the cauda epididymis. Moreover, these eDCs were

functional, at least in vitro, as they could present antigens to both CD4" and CD8" T cells.
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However, these cells were referred to as mononuclear phagocytes (MPs) instead of dendritic
cells in subsequent works from the same team as the authors could not exclude that they were
ma<:rophages.55’56 Indeed, the use of a unique marker to characterize a MP population appears
not to be sufficient.”® This led our team to undertake a screening of the various MP and
lymphocyte populations present in the murine epididymis.”’ Using flow cytometry and a wide
set of markers, we identified and quantified the innate populations of monocytes,
macrophages, and dendritic cells subtypes. This study also revealed the presence of B
lymphocytes, 0 T cells, and double negative T cells (T cells devoid of the CD4 and CD8
markers), which potential roles will be discussed in the subsequent sections. All lymphocytes
proved to be distributed along the organ, in the interstititum and to a lesser extent in the
epithelium.

All the above studies were led at steady state and give clues concerning the
organization of the immune system in the epididymis. The 3 figures illustrate our hypothetical
vision of the epididymal immune cells organization. These propositions are based both on the
epididymal literature and on the canonical functions known for the cells only recently
identified in the murine epididymis.

A model of the epididymal immunity taking place in response to a pathogen infection
is presented in Figure 1.

Epididymitis is mostly caused by pathogens entering the tissue via the cauda
epididymis, where B cells were found abundant.”” Two complementary hypotheses could
explain the higher presence of B cells in the cauda compartment when compared to the caput
epididymis (Figure 1 (2)). First, these cells could secrete the high amount of local IgAs
described in the tissue.”® As no secretory component was described in association with these
IgAs, they must be confined to the interstitium where most B cells reside.”’”’ Second, B cells

could play a role in case of an epithelial breach. Indeed, the expression of an IgA/IgM-
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specific receptor, the Fco/uR, has been described in several reproductive organs such as
placenta and testis, and in B cells.”® As shown in spleen, epididymal B cells could phagocyte
antibody-coated bacteria, thus limiting the systemic spread of pathogens before processing
pathogenic antigens and presenting them to local T helper lymphocytes that were found
highly represented in the cauda epididymis.”’

The caput epididymis, as the last region before pathogens reach the testis, is a crucial
compartment to avoid any alteration of the sperm production. The fact that the majority of
MP/APC populations were more numerous in this region than in cauda epididymis combined
to a high proportion of canonical effectors, ie CD4" and CD8" T lymphocytes,”’ can question
the existence of classical immune responses in this region (Figure 1 (3)). Indeed, the basal
APCs could sample the luminal content thanks to their membrane projections and process the
antigens to present them to effector T cells.”® These cells could then participate to the
pathogen elimination, either directly for the cytotoxic CD8" T cells* or indirectly for the
helper CD4" T cells. Given the repartition of APCs and effector T cells along the organ it can
be hypothesized that this kind of response is conserved from the caput to the cauda
epididymis, even if the sampling and presentation of antigens must vary as the morphology of
APCs evolves.” This potential immune response is supported by experimental infections
where APCs, and/or lymphocytes increase in the interstitium of inflamed epididymis.éo'63 In
human chronic epididymitis, elevated numbers of dendritic cells, macrophages and helper T
cells were also observed.®*® In the steady state epididymis, several populations of APCs/MPs
have been described based on their expression of various surface markers, of which CD11c,
CD103, and CX3CR1.>* As so, they resemble APC populations of the gut where CD103 and
CX3CR1 phenotypically and functionally characterize distinct subsets of dendritic cells.®*®’

Thus functional characterization of epididymal DCs and macrophages subsets should be

considered for future experiments.
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Intraepithelial CX;CR1°CD11¢c” MPs were found to have the ability to engulf apoptotic cells
and debris after efferent duct ligation before returning to their steady state appearance at the
end of the apoptotic wave.> Such a characteristic could contribute to the resolution of a
severe infection leading to a partial destruction of the BEB and to a local release of cell and
pathogen debris (Figure 1 (4)).

Interestingly, the vy T cells, typical cells of mucosa, were recently identified in the
interstitial and intraepithelial compartments of the murine epididymis.>” Many tissue-resident
¥& T cells show a limited TCR diversity, and only one subtype (VY651 T cells) has been
identified so far in the mouse reproductive tract including uterus, placenta and testes.
Depending on the context, this subtype is able to produce a broad range of cytokines
including IL-17, IL-22, IFN-y, TGF-p3, to have a cytotoxic activity, and to promote bacterial
clearance.®® Moreover, these cells are also found in lungs where they participate in the
epithelium maintenance after injury® suggesting a potential similar role for them in case of a
breach in the epididymal epithelium following severe infections (Figure 1 (5)). Given the
diversity of these cells, it appears of primary importance to establish the epididymal yd T cells
phenotype to have solid clues regarding their actual role in the organ.

Finally, while few monocytes were identified in the epididymis at steady state, these
cells are expected to rise in number after infections as they mostly sense the stress signature
that allows their recruitment and local differentiation into inflammatory DCs or macrophages
(Figure 1 (6)).”

This model surely underestimates the role of innate immune cells like
polymorphonuclear cells (PMNs) due to the scarcity of studies describing these cells,***""!
especially during the early steps of epididymal infections. Moreover, the role of the EECs and
defense molecules should not be forgotten when considering the overall response to ascending

pathogens (Figure 1 (1)). In the future, accurate works will be needed to assess the functional
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implication of each immune cell type described in the epididymis, especially in the context of
experimental bacterial infections. These works should surely pay attention to another tissue,
the epididymal fat pad. Indeed, dense lymphatic and blood networks link the two contiguous
organs, > and the epididymal fat pad is a well-described reservoir of immune cells, notably
v6 T cells, NK cells and physiologically activated NKT cells that are able to fight pathogens,
via their constitutive [FN-y secretion (Figure 1 (5)), or cancer cells.”*” The origin and
phenotypes of eftector cells found in the epididymis are other interesting points to decipher as
it might influence the kinetics and efficiency of the immune response. This suggestion comes
from a recent study that elegantly demonstrated that antigen-experienced, ie memory, CD8" T
cells were able to migrate through the peritoneal cavity to the infected epididymis by directly
crossing the capsule, thus ignoring the classical vascular entry into non-lymphoid organs. This
work also proved that at the end of the infection, some functional resident memory CD8" T
cells remained in the tissue.”

The particular case of epididymal cancers

As mentioned earlier, epididymal tumours are rare. Indeed, they account for 0.03% of
all male cancers, when the most common one, the prostate cancer, represents 20% of male
cancers in Western countries.'' Most of these tumours are benign and primary, and have an
epithelial origin.”’77 A hypothetical model of the anti-tumoural defenses at work in the
epididymis is illustrated in Figure 2.

Some non-immune mechanisms are suggested to prevent the initiation of epididymal
tumour development, like strong antioxidant mechanisms, active tumour suppressors, and
inactive oncogene products, that renders the cells less likely to become cancerous.'' A
probable absence of stem cells has been evoked as another potential anti-cancerous
mechanism'' but a recent study found that the rat basal cells can act as adult stem cells, thus

questionning this aspect.”® The presence of persistent tight junctions and a combination of
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anti-angiogenic factors and misplaced pro-angiogenic factors also contribute to prevent
metaplasia.'’ For example, the Transforming Growth Factor-beta3 (TGF-B3), which is highly
expressed in the rat epididymis and present in its active form in the secretory epithelium of
the corpus region, was proposed to act as an autocrine inhibitor of epithelial cell growth to
check uncontrolled proliferation (Figure 2 (1)).”

Furthermore, senescence and immune cells play a crucial role in the early elimination
of transforming cells. It has been shown that both innate (DCs, macrophages, NK and NKT
cells) and adaptive cells (CD4" and CD8" T cells, y8 T cells) are required to protect the host
against developing tumours.*® As evoked in the previous section, both APC populations and
adaptive cells were found in the epididymis, suggesting that this early immune surveillance
could be effective in the organ (Figure 2 (2)). This proposition is supported by the fact that the
caput epididymis, where most APCs and numerous effector T cells reside,”” is less affected by
tumours than the cauda compartment.'' In addition to the classical immune responses
(APCleffector T cells), yd T cells were shown to be directly activated by the tumour cell to
become cytotoxic and release perforin and granzymes in some experimental conditions. They also
have the possibility to express ligands that engage death receptors, and they can secrete [FN-y, thus
inhibiting angiogenesis while enhancing MHC class I expression by tumour cells. Consequently, the
expression of modified self on the MHC class I molecules promotes CDS" T cell responses (Figure
23).

Nevertheless, NK and NKT cells have never been described in the epididymis. We propose
that their absence could be overcome by the presence of the newly described epididymal DN
T cells.”” Indeed, these cells were shown to be highly cytotoxic toward leukemia cells from
patients as well as cell lines derived from leukemia and lymphoma but not toward normal
cells. Interestingly, they selectively recognized these tumour cells via activator receptors also

expressed by NK cells, NKG2D (Natural Killer receptor group 2, member D) and DNAM-1
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(DNAX accessory molecule-1, also known as CD226), further supporting the fact that DN T
cells could replace NK cells.* In another model, they were able to suppress lymphoma cells
both in vivo and in vitro by apoptosis via the Fas-FasL mechanism (Figure 2 4)).%

When the elimination phase fails at eradicating every early transforming cells, some
tumour cells may enter an equilibrium phase called dormancy, which could last for the
lifetime.*® A mouse model of primary chemical carcinogenesis was used to demonstrate that
equilibrium is mechanistically distinct from elimination and escape phases of cancers,** as
dormancy is only maintained by adaptive immunity, CD4" and CD8" T cells. They also
proved that neoplastic cells in equilibrium were transformed but proliferated poorly in vivo.*
Given the low incidence of cancer in the epididymis and the high proportion of CD4" and
CDS8" T cells,” such a mechanism of immune control can be suggested to exist in the tissue to
complete the immune surveillance. To investigate the anti-tumoural mechanisms that are
really taking place in the epididymis, reliable mouse models are missing as even though many
models are available, they only induce hyperplasia and/or hypertrophy, or dysplasia but fail to
reach malignancy.®>?

Immune tolerance to sperm cells

On the other side of the epididymal immune balance is the peripheral tolerance that
must be set and maintained toward spermatozoa, as presented in Figure 3.

The first level of protection, again, is the BEB, as one of its functions is to protect the
sperm from the immune system either by preventing sperm antigens from escaping the duct or
by impeding immune cells to infiltrate the lumen. Under physiological conditions all
lymphocytes and APCs were localized in the epididymal epithelium and interstitium but not
in the lumen, demonstrating an effective role of the BEB.*6:47:49-52.54.37

It has also been suggested that EECs, as Sertoli cells in the testis, could play a role in

the tolerogenic state of the epididymis thanks to their expression of immunosuppressive
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molecules known to inhibit T cell activation or survival, namely IL-10, IDO, TGF-f3, and
activin A.”*

Indeed, IL-10 was localized in the principal cells of the murine epididymal epithelium,
suggesting that this cytokine could be secreted into the interstitial tissue and tubular lumen to
keep the T cells migrating to the organ quiet and inactive (Figure 3 (1)).”

Activin A, a member of the TGF-f3 superfamily, is another well-known immunomodulatory
molecule. Interestingly, activin A was found expressed in the mouse epididymis,”® as well as
in the epithelial cells of the human caput and cauda epididymis.”’

Activin A could act together with the IL-10 to deviate local immune responses toward an anti-
inflammatory profile, suppressing effector T cells activation and proliferation by
downregulating the expression of costimulatory receptors on the DC surface (Figure 3
(1)).98’99 Activin B, which is emerging for its similar functions to activin A,” has also been
described in the mouse and human epididymis at the protein level and in the rhesus monkey
and human epididymis at the mRNA level.””'%1°!

As mentioned earlier, IDO was found to be constitutively expressed by the epithelial cells of
the murine epididymis, where it could play a dual role between innate effector to ascending

pathogens and inducer of tolerance to sperm cells.”*'

Moreover, IDO activity induces the
release of high amounts of tryptophan metabolites, kynurenines, in the epididymis.* In an in
vitro model, kynurenines were able to kill activated T cells without affecting DCs, and

102

showed additive suppressing effects on T cell responses (Figure 3 (2)). "~ Kynurenines were

also shown to be implicated in the fetal tolerance during pregnancy. 103

TGF-B was also found in the epididymis of various species. TGF-1 proteins were shown to
be present in the rat epididymis under a latent form, while active TGF-33 proteins have been
detected in the corpus epididymis. Active TGF-B2 was not found, whatever the epididymal

region considered.” Another study described TGF-B1 and one of its receptors, TGF-BRII, in
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the epididymis of the marmoset monkey.'® While TGF-B1 was found in the apical cells of the
caput and corpus epididymis, its receptor was found in the principal cells of the same regions,
suggesting a paracrine process.'” The mouse epididymis also presented with high Tgf-S1
mRNA levels in the caput and corpus regions,105 and we have recently shown that TGF-3
isoforms and receptors were present in murine epididymal cells, with differential patterns of
expression in the three regions of the organ (Voisin, unpublished results). Finally, some
studies brought light on the potential mechanisms used by TGF-3 to create and maintain a
pro-tolerogenic environment toward sperm cells. Indeed, a recent study revealed that
epididymal tolerance to sperm cells partly rely on TGF-f signaling in DCs, as transgenic mice
with TGF-BRII-deficient DCs developed epididymal leukocytosis and antisperm antibodies
(Figure 3 (3)).'%°

The second level of protection relies on the immune cells populating the tissue.

While regulatory T cells (Treg cells) are the canonical tolerance-inducing cells in
peripheral organs, there are no or few Treg cells in the steady state epididymis.”” '° This is
quite surprising as transcriptomic data strongly suggest the presence of Treg cells in the
murine epididymis.'®” This discrepancy may be explained by the fact that many regulatory T
cell populations have been described, independently of the Foxp3 expression, as the Th3 and
Trl cells.'®
On the other hand, Treg cells may be the key players in a context of severe tissue injury.
Indeed, vasectomy, which is used as a model to investigate the immune responses to self-
antigens after a leak of spermatic antigens in the epididymal interstitium, induces a sperm-
specific systemic tolerance which is abrogated by a simultaneous depletion of the Treg
cells.'” The tolerance state was suggested to rely on the presentation of meiotic germ cell
antigens (MGCA) to antigen-specific T cells in the epididymis draining lymph node, leading

to a rapid expansion of the Treg cells activity (Figure 3 (4)).110
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Once activated, Treg cells may promote a local epididymal tolerogenic environment to sperm
cells, as a study showed significant increases of /L-10 and TGF-£ mRNA levels in the
epididymis following vasectomy.'® These two immunosuppressive molecules secreted by the
Treg cells are known to inhibit immune responses, particularly T cell proliferation and
differentiation into effector cells (Figure 3 (4)).""" Thus, considering these data and the work
by Pierucci-Alves,'* it may be suggested that the TGF-p produced by the newly recruited
Treg cells after a severe tissue injury may signal through the DCs to maintain a tolerogenic
environment and limit the epididymal damage.

Another argument in favor of a possible recruitment of Treg cells in the epididymis is the
presence of CD103" DCs in this tissue.”**” Indeed, gut CD103" DCs were reported to migrate
to the draining lymph nodes to induce tolerance by promoting the differentiation of naive T
cells into immunosuppressive Treg cells (Figure 3 (4)).° However, the capacity of the gut
DCs to induce Treg cells was associated with their expression of the immunosuppressive

"2 Yet, despite that IDO is highly expressed in the murine epididymis,” CD11¢"

enzyme [DO.
and CD103" DCs from the caput epididymis were never found to express IDO (Da Silva,
personal communication).* This apparent paradox will have to be questioned.

Altogether these results suggest that Treg cells are not very present at steady state while being
massively recruited in the tissue from the draining lymph node after a severe injury leading to
a leak of sperm antigens in the epididymal interstitium.

The previous hypothesis underlies that distinct mechanisms exist at steady state to
maintain the tolerance to sperm cells in the epididymis. One possibility may be the weak
activation of tissue effector T cells by local DCs in an immunosuppressive environment,
leading to anergy or apoptosis of T cells (Figure 3 (5)).

Interestingly we first described an unexpected antigen-specific regulatory T cell

population, the epididymal double negative T cells (DN T cells), that are significantly more
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present in the caput epididymis.”” These cells were mostly described in the female genital tract, the
kidney and the intestine'® where they act as immunosuppressive cells, suggesting that they could
play a role in the tolerance to spermatozoa. Indeed, as described in the mouse spleen, DN T cells
could acquire sperm antigens from local DCs by trogocytosis, a mechanism of membrane
transfer between APCs and lymphocytes, to become presenting cells themselves before killing
autoreactive CD8" T cells.'"* In fact, they were able to efficiently prevent autoimmune
responses by targeting a broad panel of immune cells including CD8" T cells, CD4" T cells, B
cells, NK cells, macrophages and DCs (Figure 3 (6)).'">''® However, another work on human
DN T cells pointed to mechanisms of action distinct from those of murine DN T cells,
supporting the need for further studies on these promising cells.'"’

CONCLUSION

This review aimed at highlighting the wealth of immune mechanisms, proven or
suspected, at work in the epididymis to maintain an efficient balance between immune
responses to ascending pathogens and tolerance to sperm cells.

As it often happens when considering immunity, many cells and molecules are
suggested to play multiple roles in the epididymis, and their actual implication in the
regulation of epididymal immune balance will need further studies. For instance, TGF-f
isoforms appear to impact (i) the BEB maintenance, through the control of epithelial cell
growth,” (ii) the BEB function, through the induction of tight junctions loss and consequent
epithelial permeability to MP migration,''® and (iii) the tolerance to sperm cells, through its
inhibition of T cell activation.”®

Another important focus should also be done on the underestimated epididymal fat pad
which seems a promising reservoir of immune cells potentially implicated in both sides of the

immune balance, although not all species do have this fat pad.

Copyright by Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences

Page 20 of 36






Page 21 of 36

oNOYTULT D WN =

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457
458

459
460
461

462
463

464

AJA

19

Concerning this last point, there is a crucial need for animal models as useful tools to
decipher the mechanisms underlying the extreme epididymal resistance to tumourigenesis,
which could lead to new therapeutic strategies to cure certain cancers.

Finally, as human data are dramatically missing in the field, the transposition of ever-
growing animal data to human remains limited, as well as the opportunities to treat human

pathologies associated with epididymal immune defaults.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Model of innate and adaptive responses to urogenital tract ascending pathogens.

(1) Epididymal epithelial cells have evolved innate mechanisms to fight pathogens, of which
expression of various TLRs, antimicrobial molecules (nitric oxide, IDO, B-defensins...), and
pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6...). (2) Interstitial B cells may be responsible for the
secretion of local IgAs and/or may phagocyte antibody-coated bacteria to limit their
dissemination in the tissue and induce specific effector T cells. Activated B cells may then
classically activate helper T cells. (3) Given the high proportion of MPs/APCs and canonical
effector T cells in the tissue, it is likely that classical immune responses are set toward
pathogens. APCs could sample circulating foreign antigens and present them to effector CD4"
and CD8" T cells, inducing deadly cytotoxicity to infected cells while helper T cells sustain
the reaction. Depending on the population of APCs, some cells could migrate to the draining
lymph node to elicit the recruitment of effector cells to the infected epididymis. (4) In case of
an epithelial breach due to a severe infection, some CX3CR1'CD11c" MPs may participate to

the elimination of cellular or pathogen debris released into the interstitium. (5) The newly
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identified epididymal yo T cells could be activated either by APCs or directly by infected
cells. Once activated they could become cytotoxic thus participating to bacterial clearance.
They are also expected to promote the epithelial cell maintenance in case of a cell injury
following severe infections. The epididymal fat pad is suggested as a potential immune
reservoir where cytotoxic cells reside before being recruited during infections. (6) The few
monocytes identified in the epididymis are expected to sense local stress signal which induces
their extravasation into the tissue and their subsequent differentiation into inflammatory MPs

(iDCs and iM¢) that temporarily sustain the immune response.

L, lumen. EP., epithelium. Int., interstitium. TJ, tight junction. TLR, Toll-like receptor. NO,
nitric oxide. IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase. IL, interleukin. Ig, immunoglobulin. Ag,
antigen. APC, antigen-presenting cell. MP, mononuclear phagocyte. NK, natural killer cell.
NKT, natural killer T cells. iDC, inflammatory dendritic cell. iM¢, inflammatory macrophage.

Class. mono, classical monocyte. N. class. mono, non classical monocyte.

NB: parts of the three figures use illustrations modified from Servier Medical Art, licensed
under the Creative Commons Attribution 3.0 unported license. To view a copy of this license,

visit http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

Figure 2. Hypothetical complementary mechanisms of early immune surveillance of cancer

cells.

(1) TGF-B3 has been proposed as an autocrine inhibitor of epididymal epithelial cell growth
to limit uncontrolled proliferation. (2) A classical immune response may be set to tumour
cells. Modified antigens could be sampled by APCs and presented to effector T

cells, inducing a cytotoxic response to epithelial tumour cells. (3) Y3 T cells can be directly
activated by tumour cells to become cytotoxic and can induce indirect activation of cytotoxic

CDS8" T cells by upregulating stimulating molecules on the tumour cell surface. y8 T cells can
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also inhibit angiogenesis. As for the immune response, the epididymal fat pad could
participate to the early elimination of cancer cells by the release of cytotoxic cells as y& T
cells, NK cells, and NKT cells. (4) Double negative (DN) T cells can selectively recognize

transforming cells and become cytotoxic to suppress them.

L, lumen. Ep. Epithelium. Int., interstitium. TJ, tight junction. TGF-f, transforming growth
factor-beta. APC, antigen-presenting cell. Ag, antigen. NK, natural killer cell. NKT, natural

killer T cell.

Figure 3. Model of immune tolerance to sperm cells at steady state or following an

interstitial leak of sperm antigens.

(1,2,3) The epididymal epithelial cells are known to express several molecules implicated in
the inhibition of activation (IL-10, activin A, TGF-B) or in the killing of activated T cells
(IDO). This list may not be exhaustive. (4) In particular cases such as severe tissue injuries
leading to a leak of sperm antigens in the interstitium, tissue CD103" DCs are to migrate to
the draining lymph node where they present some meiotic germ cell antigens (MGCA) to T
cells. The activation of lymph node T cells could then lead to the epididymal recruitment of
Treg cells able to inhibit effector T cells activation thanks to their secretion fo IL-10 and
TGF-. (5) A classical way to induce a tolerogenic response is the weak activation of effector
cells by local APCs in an immunosuppressive microenvironment, leading either to their
anergy or to their apoptosis. (6) A new immunosuppressive population of double negative T
cells (DN T cells) has been described in the mouse epididymis. As in other organs, they are

proposed to get activated by local APCs to become cytotoxic to activated T cells and APCs.

L, lumen. Ep. Epithelium. Int., interstitium. TJ, tight junction. IL, interleukin. TGF-p3,

transforming growth factor-beta. IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase. APC, antigen-presenting
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MGCA, meiotic germ cell antigen.
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