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RESUME

Les anticorps anti spermatozoides
seraient responsables d’environ 15 %
des stérilités. Les mécanismes d’auto-
immunisation masculine sont dus a la
rupture de la barriére hémotesticulai-
re. Il en résulte une mise en contact
des spermatozoides et des cellules
immuno compétentes. Les principaux
tests de mise en évidence des anticorps
antispermatozoides sont le MAR test et
I’IB test. Les recherches actuelles
visent, a I’aide d’anticorps monoclo-
naux, a identifier les antigénes respon-
sables d’autoimmunisation. Naz a
caractérisé un antigéne (FA1l Ag) qui
inhibe la pénétration ovocytaire. Cet
anticorps n’est ni immobilisant ni
agglutinant et ne peut étre détecté par
les tests. FA1 Ag pourrait étre le récep-
teur spermatique de la glycoprotéine
ZP3 de la zone pellucide.

Mots clés : anticorps spermatozoides - autoim-
munité - stérilité - anticorps monoclonaux

INTRODUCTION

Les infertilités d’origine immunologique
représenteraient environ 15% des stérilités
[50]. La fréquence des anticorps antisper-
matozoides (ACAS) est trés variable en
fonction des séries étudiées : 3 4 15% dans
la population masculine contre 3 4 22 %
dans la population féminine consultant
pour infertilité.

La présence d’anticorps dans I'éjaculat et
dans le sérum a une valeur pronostique sur
la fécondation tres diversement appréciée.

Deux études publiées dans les années 80
ont montré un taux de grossesses significa-
tivement abaissé chez les épouses de
hommes ayant des anticorps antispermato-
zoides [6, 9]. Les études plus récentes ne
retrouvent pas de relation entre la présence
d’anticorps et le taux de grossesses.

EGGERT [15] ne retrouve pas de diminution
de la fécondité mais un allongement du
délai de conception. Ces sujets doivent étre
considérés comme hypofertiles plutét
qu’infertiles.

CoOLLINS [12] en 1985, a étudié 471 couples
par la méthode de cohorte en double
aveugle. Dans sa série le taux de grossesse
et la durée d’hypofertilité ne sont pas modi-
fiés en cas d’anticorps antispermatozoides.

MECANISME D’AUTOIMMUNISATION

La pathogéneése d’AC antispermatozoide
demeure peu connue. Chez ’homme on peut
I’expliquer par le concept de «I’antigene
exclu» [19]. Les marqueurs antigéniques
spécifiques des spermatozoides n’apparais-
sent chez ’homme qu’au moment de la
puberté. C’est a dire longtemps apres le
développement de la tolérance, pendant la
vie embryonnaire, 4 I'égard des antigenes
du soi. Leur immunogénicité est alors
reconnue par l'organisme propre qui les
synthétise.
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WINGATE [57] en 1993 propose une autre
théorie. Les anticorps antispermatozoides
trouvés dans le sérum et le plasma séminal
réagissent de fagon significativement plus
élevée avec des Ag de spermatozoides capa-
cités. Il semblerait que ces antigénes, nor-
malement absents, seraient déja présents
sur les spermatozoides natifs de I'’homme
infertile. Ces spermatozoides présente-
raient une réaction acrosomale prématurée.

Les spermatozoides sont protégés du syste-
me immunitaire tout au long de leur syn-
thése et de leur maturation. Les tubes sémi-
niferes sont isolés des cellules sanguines
immunocompétentes par la barriere hémo-
testiculaire (membrane basale, cellules
myofibroblastes, jonctions serrées serto-
liennes). Au niveau des voies excrétrices,
I’endothélium et la membrane basale des
capillaires semblent jouer le méme roéle
d’exclusion que la barriere hémotesticulai-
re.

L’apparition d’'une immunisation est secon-
daire a la rupture des protections natu-
relles. Il y a afflux de cellules immunocom-
pétentes : macrophages, présentateurs
d’antigenes, lymphocytes T cytotoxiques et
B sécréteurs d'immunoglobulines. Un autre
mécanisme possible est la transsudation
d’Ag spermatiques dans le tissu interstitiel.

Les mécanismes responsables d’'une autoim-
munisation peuvent étre soit un traumatis-
me des voies testiculaires ou excrétrices soit
une infection génitale.

Les traumatismes sont majoritairement
représentés par les vasectomies. Elles
s’accompagnent de 60 a 70% d’autoimmuni-
sation. Les ligatures déférentielles peuvent
donner jusqu’a 56% d’autoanticorps [1].
Enfin torsions et biopsies testiculaires peu-
vent aussi étre en cause [29].

L’autre grande cause d’autoimmunisation
est représentée par les épididymites et les
uréthrites bactériennes. Les souches les
plus fréquemment rencontrées sont les
Chlamydiae, I’Escherichia Coli et, 4 un
degré moindre, le Mycoplasme [58]. GRES-
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KOVITCH [17] a obtenu expérimentalement,
chez la souris, 100% d’auto Ac cytotoxiques
apres 8 jours d’infection par I'Escherichia
coli contre seulement 13% chez les animaux
traités.

TECHNIQUE DE MISE EN EVIDENCE
DES AUTOANTICORPS

Deux grands types de techniques peuvent
étre utilisés pour rechercher des Ac anti-
spermatozoides.

Les méthodes dites indirectes qui compor-
tent un premier temps de fixation des AC
sur des extraits membranaires de sperma-
tozoides.

Les méthodes indirectes permettent de
rechercher des anticorps libres dans les
milieux biologiques : plasma séminal,
sérum.

Les méthodes directes qui révelent les sper-
matozoides fixés sur les AC. Nous détaille-
rons plus particulierement le MAR test et
I'IB test qui sont les techniques de référence
actuelles dans la majorité des laboratoires :

e Détection d’agglutination mixte
(MAR test) : c’est une technique rapide et
facile pour détecter les anticorps fixés sur
les spermatozoides [34]. Elle est trés spéci-
fique. Des globules rouges humains Rh+ ou
des billes de latex sont sensibilisés avec une
IgG anti Rh. S'il existe des anticorps spéci-
fiques fixés sur les spermatozoides, il se for-
mera des agglutinats mixtes GR-SPZ. C’est
une technique simple de routine et de
débrouillage. Elle compléte systématique-
ment le spermogramme dans notre labora-
toire. On lui reproche de ne détecter que les
IgG et de ne pas préciser la topographie de
fixation des AC (Figure 1).

Néanmoins en 1982, HENDRY (24) a rappor-
té une technique modifiée du MAR test qui
permet de détecter les IgA; malgré la bonne
sensibilité de cette technique modifiée sa
mise en ceuvre reste difficile et longue par
rapport a I'IB test.
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Figure 1: La réaction d’agglutination
mixte (MAR test).

e ImmunoBille test : c’est une méthode
trés spécifique et reproductible. Elle peut
étre directe ou indirecte. On doit & CLARKE
[11] et BRONSON [8] en 1985 la premiére
description. Des immunobilles revétues d’lg
de lapin anti Ig humaine (G,M,A) sont
mises en contact avec des spermatozoides
lavés. Les spermatozoides porteurs d’Ac
sont fixés aux immunobilles par 'anti Ig
humaine. Le seuil de positivité varie selon
les auteurs de 10 4 20% de spermatozoldes
mobiles ayant fixé une ou deux billes. Par
rapport au MAR test les renseignements
obtenus sont plus importants {10] : il s’agit
d’'une méthode semi quantitative, elle per-
met de déterminer les différents isotypes
ainsi que la topographie des Ag de surface
marqués. La sensibilité de I'IB test ne peut
étre appréciée de fagon précise, néanmoins,
le taux de grossesse chuterait 4 15% quand
plus de 50% des spermatozoides sont fixés
par les billes, contre 67% quand il y a moins
de 50% de spermatozoides fixés. Nous réser-
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vons dans notre expérience I'IB test aux
échecs de segmentation en F. I. V. (Figure
2).

¢ Les autres techniques de détection
des Ac : Techniques d’agglutination: Pre-
miéres réactions de détection des anticorps
antispermatozoldes, décrites en 1952 par
KiBrick [36] et modifiées en 1974 par Fri-
BERG [16]. L’agglutination a lieu lorsqu’une
Ig portant au moins deux sites actifs se fixe
par chacun de ses sites sur 2 cellules indé-
pendantes et mobiles. Elle ne détecte que
les AC agglutinants (IgM, A parfois G). La
lecture peut étre macroscopique ou micro-
scopique sur lames ou plaques de microti-
tration. Sensible et reproductible, elle ne
permet pas de typer les isotypes et est res-
ponsable de nombreux faux positifs. Les
spermatozoides pouvant étre agglutinés par
toute une série de facteurs non spécifiques
(germes, matériel amorphe).

¢ Spermimmobilisation : Utilise une
spermotoxicité complément dépendant spé-
cifique et reproductive. Elle est peu sensible
car ne détecte que les anticorps fixant le
complément [31].

s E.L.I.S.A. : Elle utilise des antigénes
membranaires ou de spermatozoides
entiers. Elle a été décrite pour la premiere
fois en 1984 [2]. On lui reproche son fort
taux de faux négatifs. Cette technique est
plutot du domaine de la recherche.

e R.I.A. (Radio Immuno Assay) :
Meéthode «directe», elle utilise une Ig mar-
quée qui fixe les Ag a la surface des sperma-
tozoides. Sensible et quantitative elle donne
la sous classe isotypique de Ig ainsi que la
localisation de 'AC [7]. Cette méthode a
une excellente corrélation avec la pénétra-
tion d’ovocyte de hamster dépellucidé [18].
Elle reste une méthode compliquée difficile
a mettre en ceuvre.

¢ Immunofluorescence indirecte : Ce
test utilise une Ig marquée a la fluorescéi-
ne. Il est réalisé sur des Ag fixés, et est res-
ponsable de nombreux faux positifs. La fixa-
tion peut dégrader la membrane cytoplas-
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Figure 2 : L'immuno-bille test.

mique et mettre a nu des Ag internes qui se
trouvent alors exposés a Pextérieur [28].
Ces Ag ne sont pas corrélés avec 'hypoferti-
lité.

¢ Méthode du Panning : Décrite en
1984 par HANCOK [21] cette technique est la
méme que celle utilisée pour séparer les dif-
férentes populations de lymphocytes. Des
puits de microplaques sont préparés avec
une Ig. Le sperme est incubé une heure puis
lavé. Seuls restent les spermatozoides, sur
lesquels est fixée une Ig, attachés en grand
nombre. Longue et peu spécifique cette
méthode est peu utilisée en pratique.

NATURE DE L’Ag DE SURFACE

La recherche d’anticorps anti spermato-
zoides est donc possible, mais il est encore
impossible de prédire avec précision quels
types de patients porteurs d’anticorps aura
des chances de fécondation. Une importante
voie de recherche s’est développée grace a la
biologie moléculaire. Il n'est plus question
de décrire les anticorps, mais de caractéri-
ser les Ag responsables d'une autoimmuni-
sation. La connaisance de ces Ag est impor-
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tante, elle permettra de comprendre les
mécanismes d’infertilités autoimmunes, et
permettra, peut étre, de concevoir un vaccin
utilisable en contraception masculine.

Les recherches de ces 10 dernieres années
visent toutes a caractériser les Ag membra-
naires propres du spermatozoide et non des
Ag de revétement (sperm coating Antigen).
Il est maintenant acquis que les Ag mem-
branaires sont a l'origine de la majorité des
ACAS et jouent un rdle dans l'infertilité ;
les Ag surmembranaires ne jouent qu'un
rble secondaire.

Les premiéres publications datent de 1981,
pour les premiers travaux avec des anti-
corps polyclonaux (Tableau n°l ). Les tech-
niques utilisées passent toutes maintenant
par l'utilisation d’AC monoclonaux et par la
technique du Western blott. L'immunodé-
tection est réalisée sur des Ag spermatiques
solubilisés, préalablement séparés en élec-
trophorése sur gel de polyacrylamide puis
transférés sur nitrocellulose. Les Ac mono-
clonaux sont obtenus a partir d¢ lignées
hybrides immortelles qui permettent d’obte-
nir un grand nombre d’Ac spécifiques [5].
ANDERSON [3] en 1987 a identifié 66 AC
monoclonaux différents d’origine murine .
32 réagissent avec les Ag propres de la
membrane plasmique.

Les AC monoclonaux présentent toutes les
qualités requises qui permettent de déter-
miner la masse moléculaire de 1’Ag cible
[53]. Ils présentent néanmoins plusieurs
inconvénients :

¢ La plupart sont produits par la souris.
Ce qui nécessite une immunisation expéri-
mentale par des Ag humains xénogéniques.
Ces Ag ne sont pas forcément impliqués
dans les phénomenes d’autoimmunisation.

* L’expression des Ag est tres variable et
peut étre le reflet d'une sous population de
spermatozoides.

* La reconnaissance de 2 épitopes com-
muns a 2 Ag distincts ne permet pas de les
différencier. CrUzZ [13] en 1993 a effectué



Tableau 1 : Mise en évidence des antigénes spermatiques humains a Uaide d’anticorps

polyclonaux.
Origine des AC Action Localisation Ag poids Références
Isotypes moléculaire

KDa
Sera autoimmuns IgG Agg Téte, piece, flagelle 120 Poulsen 1981 [47]
Sera hommes vasectomisés ~ Agg, Imm 150 De Almeida 1981 [14]
Sera femmes infertiles IgG Agg 30 Lee 1982 [37]
Sera femmes infertiles [gG =~ Agg 90 Lee 1983 [38]
Sera femmes infertiles Igtotales  Agg 120,78,64,41,32 Naaby Hansen 1985 [40]
Sera femmes infertiles IgG Agg 14,67,55 Lehman 1985 [39]

Sera femmes infertiles IgG Flagelle 20 Wang 1986 [56]

Sera hommes vasectomisés Agg 97,67,60,31 Hald 1987 [20]
IgM IgG

Sera autoimmuns hommes Agg, Imm 120,76,6853,383518 Parslow 1987 [45]

vasectomisé IgA, IgG

Sera de femmes infertiles Imm 15 Saji 1988 [52]

IgM, IgG

Sera autoimmuns hommes Mauvaise Primakoff 1990 (49)

vasectomisé IgA, IgG pénétration

Sera de femmes infertiles du mucus 90,40,26

IgM, IgG cervical

Sera de femmes infertiles [gG  Agg Région post acrosomale 80 Haneji 1990 [22]

Agg : Agglutination - Imm : Immobilisation - IgG/M : immunoglobuline G ou M

une étude a partir d’Ac monoclonaux de 35
patients présentant une iso ou autoimmuni-
sation. La majorité des AC monoclonaux
individuels réagissaient presque toujours
avec des Ag répétitifs de 61/63, 58/56, Z1/19
Kda. Certains patients fixaient préférentiel-
lement des Ag de 45/43 Kda. 90% des sper-
matozoides fixés avec ces AC étaient inca-
pables de reconnaitre et de pénétrer la zone
pellucide. Il serait trop long d’énumérer les
différents travaux de ces dix derniéres
années (Tableau 2) [33]). Nous ne rapporte-
rons que les travaux récents qui permet-
traient une application clinique dans un
futur assez proche.

Les travaux de Naz et coll. [41] nous sem-
blent les plus prometteurs. Dés 1984 ils ont
isolé et caractérisé un Ag glycoprotéique
membranaire qu’ils ont dénommé FA1l
(Antigeéne de Fertilisation). FA1 existe sous
deux formes : monomérique de 23 Kda et
dimérique de 56 Kda [42]. Les anticorps
monoclonaux anti FA 1 inhibent 1a péné-

tration d’ovocytes de hamsters dépellucidés.
Ils bloquent aussi la pénétration d’ovocytes
de souris par du sperme de souris. Ces AC,
a la différence de tous ceux décrits précé-
demment, ne sont ni agglutinants ni immo-
bilisants. Ils ne peuvent ainsi étre mis en
évidence par les techniques courantes.

En 1987, Naz a étudié la présence d’anti-
corps anti FA 1 chez des patients ayant une
infertilité d’ordre immunologique [42]. Ces
patients réagissaient de fagon significative-
ment plus élevée avec I’antigéne FA 1.
Parmi les couples ayant des ACAS la distri-
bution des anticorps anti FA1 était plus éle-
vée en cas de non segmentation en FIV. Le
pourcentage de segmentation était de 0% si
PAC anti FA1 était présent chez les deux
partenaires, contre 75 % en cas de présence
uniquement chez la femme, et de 100%
dans le groupe témoin ol aucun des parte-
naires du couple n’avait un taux positif. En
1991, NAzZ a montré que I'antigéne FAL se
liait de fagon dose dépendante avec la glyco-
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Tableau 2 : Mise en évidence des antigénes spermatiques humains a laide d’anticorps

monoclonaux.

Anticorps Isotype Action Antigéne detecté en Références
monoclonaux Western Blott

nomenclature PM kDa

1C4 IgG Imm 15 Shigeta 1980 (54)
HS-203

HS -206 IgG 10 Lee (37) 1982
HS-301

A24 IgG1 168 Paul 1982 (46)
YWK-1 IgG Agg 84 Yan 1983 (60)
HS-4 IgG 130 Wolf 1983 (59)
MA-24 IgG2 Inhibition hamster test 23 Naz1984 (41)
CH-H IgGl Inhibition hamster test 50 Kallajoki 1986 (35)
MA-1 IgG Agg 80 Isahakia 1984 (30)
MA-3 IgG Agg 240

MA-4 IgG 30

MA-5 IgM Imm 71

MA-6 IgG Imm -

MA-2 IgG Imm -

HAS1 IgM - Herr 1985 (25)
HAS2 IgM

HS1A-1 IgG - - Villaroya 1986 (55)
HS1E-1 IgG - 73

HS2N-1 IgG - 105

HS2M-1 IgG - 83

HS2T-1 IgG - 130

HS2-1 IegG - 59

MHS-5 IgG - 68 Herr 1986 (26)
YWEK_II IgG AGG 72 Yan 1986 (61)
2C6 IgM Imm/Agg 67 Isojima 1986 (32)
D7ES8 IgG Agg 26 Hegde1988 (23)
MHS10 - Inhibition hamster test 34 Herr 1988 (27)
H316 - Inhibition hamster test 50 Anderson 1989 (4)

Agg : agglutination - Imm : Immobilisation - IgG/M : Inmunoglobuline G ou M
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protéine ZP3 de porc [43] ; et que I'AC anti
FA1 inhibait completement la liaison sper-
matozoide / zone pellucide. L’antigéne FA1l
pourrait étre le récepteur spermatique de la
ZP3. Ces travaux confirment ceux de Sacco
[51] qui des 1981 avait montré que des AC
anti ZP3 inhibaient I'attachement sperma-
tique a la ZP.

En FIV, les patients ayant des Ac anti FAl
dans le sérum ou le plasma séminal n'ont
obtenu aucune fécondation. En 1992, le
méme auteur a comparé les effets de 3 Ac
monoclonaux connus [44] :

-Ac anti FA1
-Ac anti Ag de cellules souches
- Ac anti Ag nucléaire(protamine)

Seul PAc anti FA1 inhibe de fagon significati-
ve la fusion avec la membrane ovocytaire
sans affecter la réaction acrosomiale. L’'Ag
FA1 se lie de fagon dose dépendante avec la
protéine ZP3 de porc. Ces travaux suggerent
que 'Ac FA1 est impliqué dans les infertilités
cliniques. Des Ac anti FA1 ont été trouvés
dans le sérum et le plasma séminal de sujets
infertiles porteurs ’ACAS.

Pour la premiere fois les recherches sur
Pimmunité anti spermatique identifient
avec précision un antigéne de membrane
contre lequel est dirigé un AC dont le réle
dans le processus de fécondation est claire-
ment établi. La présence d’AC anti FA1l
expliquerait la dissociation bio clinique qui
peut exister entre la présence d’AC et les
possibilités de segmentation.

PRIMAKOF {49] en 1985 a isolé un Ag de sur-
face (PH20) de spermatozoide de cobaye.
Cet Ag est essentiel dans I'adhésion du
spermatozoide a la zone pellucide. Il a obte-
nu 100% de contraception en immunisant
des méles et des femelles ; l'effet contracep-
tif a duré plusieurs mois et a été réversible.
Le méme auteur a identifié en 1992 une
protéine spermatique humaine (PH30)
jouant un réle dans la fusion spermatozoi-
de-zone pellucide mais ne parle pas d’anti-
corps anti PH 30. PH 20 pourrait cores-
pondre a I'antigéne FA 1 de Naz.

TOPOGRAPHIE DES AC

I’IB test peut préciser la topograhie des Ig
fixées sur le spermatozoide. ZOUARI [62] en
1993 a étudié les caractéristiques du sper-
me chez 21 couples infertiles, dont les 1B
test montraient plus de 60% de spermato-
zoides recouverts d’anticorps sont inclus
dans un programme de Fécondation In
Vitro. Les caractéristiques de vélocité, de
morphologie, de pourcentage de réaction
acrosomiale, d’isotypie étaient identiques en
cas de segmentation ou de non segmenta-
tion. Le seul parametre différent était la
localisation de PAC.

Les caractéristiques de vélocité, de morpho-
logie, de pourcentage de réaction acrosomia-
le, d’isotypie étaient identiques en cas de
segmentation ou de non segmentation ovo-
cytaire.

En cas de segmentation, les AC étaient
localisés 9 fois sur 13 exclusivement sur le
flagelle et 9/11 en cas de non segmentation
sur la téte des spermatozoides, ou tout le
spermatozoide (téte + flagelle). La fixation a
la zone pellucide était par la méme altérée
dans le groupe sans segmentation 15%
contre 90%. Les données cliniques de ce tra-
vail rejoignent les données des travaux de
Naz. Les Ag spermatiques de la membrane
cytoplasmique sont d'une importance capi-
tale dans la fécondation. La présence d’anti-
corps masquant ces antigénes sans altérer
les autres parametres est préjudiciable a la
fécondité.

CONCLUSIONS

La présence d’ACAS en cas d’infertilité est
une situation clinique fréquemment
retrouvée, La corrélation entre les exa-
mens biologiques et les taux de féconda-
tion reste difficile 4 apprécier. Les tests de
détection actuels ne peuvent prédire avec
certitude I'impact des anticorps. On peut a
la lecture de la littérature dégager deux
situations bien distinctes. Les anticorps
sont localisés sur le flagelle et peuvent ou
non altérer les parametres vélocime-
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triques du sperme. La FIV classique est
alors un moyen élégant pour remédier a
I'infertilité de ces patients. Les anticorps
sont localisés sur la téte des spermato-
zoides et peuvent alors empécher la recon-
naissance SPZ/ZP. Ces cas ne relévent pas
de la FIV classique mais de la microinjec-
tion intra ovocytaire, les chances de fécon-
dation étant alors bien faibles.

10.
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ABSTRACT
Antisperm antibodies : Litterature Revew
B. SALLE

Auto immune infertility represents
about 15 % of all sterilities. The most
commun mechanisms of autoimmunity
in males are genitals infections ( epidy-
mitis ) and traumatisms

(vasectomies, testiculat biopsies). Mixt
agglutination reaction test and immu-
nobead test are the most commun tests
used for detection of antibodies.

Since 1981, researchs tried to characte-
rize spermatozoa antigens by using
polyclonal and monoclonal antibodies.
More than 30 antigens had been found
during this last decade.

Naz and coll had identified an antigen
called FA 1 antigen. FA 1 Ag is a 23 Kd
glycoprotein.

Anti FA1l antibodies inhibit binding
and penetration of sperm to zona
intact mice oocytes and also zona free
hamster oocytes. They do so without
causing agglutination or immobiliza-
tion of sperm and by the way they can-
not be detected by usual tests.

Key words : autoimmunity. antibodies. sperma-
tozoa
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