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RESUME 

L ' i n h i b i t i o n  de l ' ac t ion  de m o l d c u l e s  
ant igdniques  d'origine spermat ique  ou 
ovocyta ire  i m p l i q u 4 e s  dans  le proces-  
sus  de la f4condat ion  dev ient  u n e  cible  
attract ive  pour  l'41aboration de vacc in  
c o n t r a c e p t i f  e f f i c a c e ,  s p 4 c i f i q u e  et  
r S v e r s i b l e  p o u r  l e s  p a y s  e n  v o i e  de  
dSv41oppement. 

Des  a p p r o c h e s  var i~e s  ~ but  con tra -  
cept i f  ont  4t4 ut i l i s6es  pour  ident i f i er  

par t i r  de  s p e r m a t o z o i d e s  des  ant i -  
g ~ n e s  i m p l i q u 6 s  d a n s  l ' i n t e r a c t i o n  
g a m 6 t i q u e  et b i o l o g i q u e m e n t  impor-  
tants .  Mais,  les  t ravaux  les  p lus  avan- 
c4s sur  l 'effet  i m m u n o c o n t r a c e p t i f  ne  
c o n c e r n e n t  que  p e u  d 'ant ig~nes  sper~ 
m a t i q u e s  c o m m e  cand idat s  potent ie l s .  
En effet, parmi  les  ant ig~nes  du  g~m~- 
te ms qui  ont  4t4 ident i f i6s  on  trouve  
l 'antig6ne-1 (FA-1) de nature  glycopro- 
t6ique, isol6 du  test icule  humain ,  inhi .  
b a n t  la f i x a t i o n  des  s p e r m a t o z o i d e s  
sur  la ZP. Mais  u n  te l  a n t i g b n e  n'es t  
pas  sp4c i f ique  d'esp6ce.  Chez le lapin, 
u n e  f a m i l l e  a n t i g 6 n i q u e  RSA-1, 2, 3 
d o n t  l e s  a n t i c o r p s  a n t i  R S A  s o n t  
c a p a b l e s  d ' i n h i b e r  la f u s i o n  e n t r e  la 
m e m b r a n e  p l a s m i q u e  du  spermatozoi -  
de  ( r 6 g i o n  p o s t - a c r o s o m i q u e )  et  la  
m e m b r a n e  p l a s m i q u e  de l 'ovocyte.  Au 
to ta l ,  la  p l u p a r t  des  t r a v a u x  m e t  e n  
6v idence  le r61e d ' inhib i t ion  de la liai- 

son  spermatozo ides -zone  pe l luc ide  que  
j o u e n t  l es  a n t i c o r p s  a n t i - s p e r m a t o -  
z o i d e s .  C e p e n d a n t ,  s e u l s  d e u x  ant i -  
g~nes  spermat iques  HS-63 et SP-10 ont  
~t4 r e t e n u s  par  I'OMS c o m m e  cand i -  
dats  potent ie l s  ~ la contracept ion .  

Mots clds : immunocontraception, contraception, 
antigdnes, spermatozo~de, zone pellucide. 

INTRODUCTION 

La f6condation est le processus essentiel de 
la reproduction sexu6e, elle permet d'initier 
]a formation d'un nouvel 6tre par la fusion 
de deux cellules germinales : le gamete 
male (spermatozoide) et le gamete femelle 
(ovocyte). Pour que la f6condation ait lieu, il 
faut que les spermatozoides reconnaissent 
la zone pellucide, s'y fixent, qu'ils Ia p4n6- 
trent et qu'il y ait fusion avec la membrane 
plasmique de l'ovocyte. Les 6tapes initiales 
de r econna i s sance  et d ' in te rac t ion  des 
gam6tes sont capitales dans le d6roulement 
de la f6condation. Car ils font intervenir des 
molecules situ6es, d'une part sur la t6te du 
spermatozo/de et, d'autre part, sur la zone 
pellucide de l'ovocyte. 

La d6termination de la nature et du r61e des 
mol6cules impliqu6es clans l'interaction des 
spermatozoides avec la zone pellucide devient 
depuis quelques ann6es une objectif impor- 
t an t  pour l '61aboration d 'une nouvelle 
approche en immunocontraception (Figure 1). 
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1 - vaccin anti sperme 
2 - vaccin anti ovocyte 
3 - vaccin anti embryon j iS 

~ 
F i g u r e  1 : C i b l e s  p o u r  i m m u n i s a t i o n  
contracept ive .  

Cependant, afin de comprendre les int~r~ts 
de l'interaction gam~tique dans la contra- 
ception vaccinale, il est indispensable de 
d6crire les cibles potentielles pour l'immu- 
nocontraception sur la zone pellucide et le 
spermatozo~de durant  le processus de la 
f6condation. 

R E C E P T E U R S  DE LA ZONE 
PELLUCIDE 

La zone pellucide, enveloppe acellulaire 
entourant  l'ovocyte des MammiPeres, est 
synth~tis~e au cours de la folliculog~n~se et 
assure la protection de l'ovocyte puis de 
l'embryon jusqu'au stade pr~implantatoire. 
Elle pr~sente une s t ructure  elastique et 
perm6able aux enzymes, aux immunoglobu- 
lines et aux virus de petite taille. 

Les 6tudes menses chez la Souris par Bleil 
et Wassarman [1] ont fourni l'essentiel des 
informations disponibles actuellement sur 
la composition biochimique de la zone pel- 
lucide. Elle poss~de une structure tridimen- 
sionnelle form~e de trois glycoprot~ines 
majeures  appel6es ZP1, ZP2 et ZP3. La 
zone pel lucide est c o n s t i t u t e  de longs 
microfilaments interconnect~s et chaque 
f i lament  est form6 par la succession de 
mol6cules ZP2 et ZP3 altern6es. 

La structure de la zone pellucide humaine, 
d6sormais bien ~tabtie, est form6e des 3 
glycoprot~ines majeures ZP1, ZP2 et ZP3 
avec des poids mol6culaires apparents res- 

pectifs de 97, 82 et 70 kD. Si chez la souris, 
ZP3 est le seul composant de la zone pellu- 
cide capable d'agir comme site de recon- 
na i s sance  in i t ia le  [35], les p r inc ipaux  
groupes de glycoprot6ines de la ZP humaine 
auraient  t o u s l e  r61e de ligands pour les 
prot6ines du spermatozoade humain [26] et 
pourraient tous d6clencher la r4action acro- 
somique. 

Le durcissement de la zone pellucide "har- 
dening" observ6 apr~s activation de l'ovocy- 
te conduit ~ une diminution de la solubilit~ 
de la zone pellucide et pourrait ~tre inter- 
pr~t~ comme une augmentation du hombre 
de ces interactions. 

La zone pellucide du fait qu'elle poss~de 
des sites antig6niques est donc impliqu~e 
dans l'interaction avec les spermatozoades 
en assurant la reconnaissance homosp~ci- 
ficlue et la f ixation des spermatozoa'des 
ainsi que le d~clenchement de la rSaction 
acrosomique. Apr~s f~condation, la zone 
pellucide participe au blocage de la poly- 
spermie et assure la protection de l'em- 
bryon  au s tade  p r~ imp lan t a to i r e .  Les 
enzymes contenues dans les granules cor- 
ticaux de l'ovocyte modifient la composi- 
tion de la zone pellucide. La ZP3 est donc 
modifi~e en ZP3f de poids mol~culaire 
identique mais inapte ~ fixer de nouveau 
le spermatozo~de. La ZP2 (120 kD) est cli- 
v6e sous l'action d'une ZP2-prot6inase en 
ZPf (93 kD) [15]. 

L'interaction spermatozo~des-zone pelluci- 
de, ~ l'image des interactions entre cellules 
somatiques, serait du type ligand-r6cepteur 
[9]. Selon le module propos6 chez la Souris 
par Bleil et Wassarman, l ' interaction du 
spermatozo~de avec la zone pellucide peut 
~tre s~par6e en 2 ~tapes: la premiere 6tape 
d~bute par une liaison labile et r6versible 
du spermatozo~de avec la zone pellucide. 
Puis, l'interaction des chaines oligosaccha- 
r idiques de ZP3 avec un (ou plusieurs)  
r~cepteurs de la membrane plasmiciue du 
spermatozo'ide 6tablit une liaison irrever- 
sible et sp6cifique entre les gametes. 
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RECEPTEURS DE SPERMATOZOiDE 

Chez les mammif'eres, certaines prot~ines 
et glycoprot~ines pr~sentes sur la membra- 
ne plasmique de spermatozo~de, impliqu~es 
dans la reconnaissance et la fixation de 
spermatozoides sur la zone pellucide ont 
6t6 caract~ris6es. Si la nature et la localisa- 
tion des r~cepteurs spermatiques impliqu~s 
dans l'interaction avec la zone pellucide ne 
sont pas encore totalement pr~cis~es, le rSle 
des prot~ines de la membrane plasmique 
du spermatozoade a cependant pu 8tre ~ta- 
bli dans plusieurs esp~ces. 

Chez la souris, une galactosyltransf~rase 
port~e par la membrane plasmique du sper- 
matozoade pourrait ~tre impliqu~e dans la 
reconnaissance et la fL~ation des spermato- 
zoades [13, 14]. La liaison avec la zone pel- 
lucide r~sulterait donc d'un pontage entre 
la membrane plasmique du spermatozoide 
et un r6sidu N-ac~tylglucosamine de la ZP3 
par l'interm~diaire de cette enzyme. 

Chez l'homme, il n'y aurait pas de galacto- 
syltransf~rase mais, une a-D-mannosidase, 
retrouv~e/~ la surface du spermatozoide qui 
serait le r~cepteur pour ZP3134]. Grace 
des anticorps anti-phosphotyrosine (anti P- 
Tyr), des prot~ines servant de substrat 
des prot~ines-kinases ont ~galement pu 
8tre identifi~es dans les spermatozoides 
murins et humains. 

Apr~s capacitation, 15% des spermatozoides 
murins et 50% des spermatozo~des humains 
poss~dent des r~sidus P-Tyr au niveau de la 
r~gion acrosomique. Chez la souris, rincuba- 
tion de spermatozoides capacit~s avec des 
pellucides dissoutes fait apparai t re  une 
r~activit~ importante h l'anticorps anti P- 
Tyr pour une prot~ine de 95 kD, appel~e P 
95. Chez l'homme, la phosphorylation sur 
tyrosine d'une prot6ine de 94 kD est 6gale- 
ment stimul~e par l'exposition ~ des pellu- 
cides dissoutes. Ainsi, ~ rimage de la souris 
o~ la P95 se fixe ~ ZP3, la P 94 du sperma- 
tozoade humain  pourrai t  8tre impliquSe 
dans l'interaction avec la zone pellucide. 

L'analogie retrouv~e entre 3 prot~ines du 
spermatozo/de humain (16, 18 et 19 kD) et 
la RSA "Rabbit Sperm Antigen" qui inter- 
agit de faqon sp~cifique avec la zone pelluci- 
de, est ~galement en faveur du r61e de ces 
prot~ines comme r~cepteurs pour la ZP 
chez l'Homme [18]. 

Deux modalit~s d ' interact ions entre  les 
spermatozoa'des et la zone pellucide ont pu 
8tre observ~es : 

�9 chez la plupart des mammif'eres, la fixa- 
tion des spermatozo~des n'a lieu que si la 
membrane plasmique est intacte, il en est 
de mSme chez l'homme, 

�9 chez le hamster, la fixation du spermato- 
zoade sur la zone pellucide ne peut s'effec- 
tuer  qu'apr~s la r~action acrosomique. 
Une fois fix~ h la zone pellucide (fixation 
primaire) le spermatozoide effectue sa 
r~action acrosomique. Ce processus d'exo- 
cytose assure d'une part, la lib6ration du 
contenu acrosomique et, d'autre part, l'ex- 
ternalisation de la membrane interne de 
racrosome [37]. L'acrosine est une prot~a- 
se localis~e dans racrosome des sperma- 
tozoides de mammif~res sous sa forme 
inactive, la proacrosine. Cette enzyme 
pourrait 8tre impliqu~e dans la fixation 
secondaire qui intervient entre le sperma- 
tozoide en cours de r~action acrosomique 
et les chatnes saccharidiques de ZP2. 

Chez ta souris, apr~s l'~tape de fixation pri- 
maire du spermatozo~de, ZP3 est inactiv6e 
en ZP3f [28] perdant  ainsi sa capacit6 
fixer de nouveaux spermatozoides. Apr~s la 
fixation secondaire, la prot~olyse de ZP2, 
qui empSche la p~n6tration de spermato- 
zo~des surnum~raires, complete le proces- 
sus de blocage de la polyspermie. Ces modi- 
fications de ZP2 et ZP3, observ~es au cours 
de la f~condation de l'ovocyte de souris, 
sont provoqu6es par la lib6ration dans l'es- 
pace p~rivitellin des enzymes des granules 
corticaux. Chez ]'homme, le blocage de la 
polyspermie pourrai t  8tre associ8 /~ une 
d~gradation de ZP1. 
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Le m~canisme et la nature chimique selon 
lesquels  les r~cepteurs  de la m e m b r a n e  
plasmique de la t~te des spermatozo~des 
reconnaissent ceux de la zone pellucide et 
s'y fixent commence maintenant  ~ ~tre ~lu- 
c id , s  darts ce r ta ines  esp~ces (Figure  1, 
Tableau 1). 

IMMUNOCONTRACEPTION PAR LA 
PREVENTION DE L ' INTERACTION 

GAMETIQUE 

1. Anticorps antispermatozoides  

L'id~e d'obtenir un vaccin dirig~ contre les 
spermatozoides a ~t~ sugg~r~e il y a plus de 
90 ans par Metchnikoff. 

Le spermatozoide est une cellule fortement 
antig~nique, mais la raret~ de la d~tection 
d'anticorps anti-spermatozo~des chez rhom- 
me implique un syst~me de tolerance de rin- 
dividu ~ l'encontre de ses spermatozo~des. En 
effet, les antig~nes spermatiques apparais- 
sent tardivement dans le d~veloppement de 
l'individu. A la pubert~ il apparait  lors du 
d~but de la spermatog~n~se de nouveaux 
antig~nes sur la surface des spermatozoades. 

Selon les ~tudes, approximativement 5% des 
hommes infertiles ont des anticorps dirig~s 
contre les spermatozo~des. Dans un but d'ob- 
tenir un vaccin contraceptif, des anticorps 
contre certaines prot~ines de spermatozo~des 
ont ~t~ aussi identifi~es. L'aspect h~t~rog~ne 
des ant icorps  ant ispermatozo~des laisse 
entrevoir la complexit~ antig~nique du sper- 
matozoade. La membrane  p lasmique des 
spermatozoades de mammiferes est une v6ri- 
table mosa~que, regroupant des surfaces limi- 
t~es bien localis~es sur le spermatozo~de, pre- 
sentant une sp~cificit~ d'esp~ce, et poss~dant 
des propri~t~s intra-membranaires consti- 
tuant  ainsi des r~cepteurs sp~cifiques. 

La plupart de ces anticorps anti-spermato- 
zo~des agissent ~ une ou plusieurs ~tapes 
de la f~condation. Mais, quel que soit le 
vaccin contraceptif obtenu ~ partir de pro- 
t~ines de spermatozoades, les prot~ines doi- 
vent repondre ~ des exigences telles que : 

�9 d~finir les prot~ines spermatiques pou- 
vant ~tre utilis~s comme immunog~nes, 

�9 ~tre presents sur la surface des spermato- 
zo~des. 

Tableau 1 : Moldcules impl iqudes  dans  la f ixat ion des spermatozofdes  sur  la zone pel luci .  
de. 

Esp~ces Spermatozoide Zone Pellucide l~ferences 

Souris Prot~ine SP 56 Galactose [2] 
[~-1,4 Galactosyltransf6rase N-Ac6tylglucosamine* [14] 

(GalTase) 
Prot6ine (P 95) ZP3 [121 

Rat a -D-Mannosidase " cr -Linked" D-Mannose* [34] 

Porc Proacrosine Fucoidine-like [8] 

Lapin Prot~ines RSA non sp6cifique [18] 

Cobaye Prot~ine PH-20 non sp6cifique [20] 

Homme Proacrosine Fucoidine-like 
-D-Man~osidase "cr D-Mannose* [8] 

* Fixation de type Enzyme-Substrat 
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Des approches vari4es ~ but  contraceptif  
ont 6t6 utilis4es pour identifier ~ partir de 
spermatozoides  des ant ig6nes impliqu6s 
dans l'interaction gam6tique et biologique- 
ment  importants. Mais, les travaux les plus 
avanc6s ~ effet i m m u n o c o n t r a c e p t i f  ne 
concernent  que peu d 'ant ig6nes sperma-  
t iques  comme cand ida t s  po ten t ie l s .  En 
effet, parmi les antig6nes du gam6te mMe 
qui ont 6t6 identifi4s on trouve l'antigbne-1 
(FA-1) de na ture  glycoprot6ique, isol6 du 
testicule humain,  inhibant  la fixation des 
spermatozoa'des sur la zone pellucide. Mais 
un tel antig6ne n'est pas sp6cifique d'esp6- 
ce. Chez le lapin, O'Rand et al [17] ont iden- 
tifi6 une famille antig4nique RSA-1, 2, 3 
dont les anticorps anti RSA sont capables 
d'inhiber la fusion entre la membrane plas- 
mique de spermatozoide (region post-acro- 
somique) et la m e m b r a n e  p lasmique  de 
l'ovocyte. L' immunisation active de souris 
avec la lactate d~shydrog6nase sp4cifique 
des spermatozo ides  (LDH-C4) a permis  
d ' inhiber la fertilit6 des tomes, mais des 

r6actions ind6sirables (orchite) chez cer- 
tains mfiles ont 6t6 observ6es. Au total, la 
plupart des travaux met en 6vidence le r61e 
d'inhibition de la liaison spermatozoides- 
zone pellucide que jouent les anticorps anti- 
spermatozoides .  Cependan t ,  seuls  deux 
antig~nes spermatiques HS-63 et SP-10 ont 
6t4 re tenus  par  I'OMS comme candidats  
potentiels ~ la contraception. 

2. Ant icorps  ant i -zone pe l lue ide  

Du fait des r61es majeurs de la zone pelluci- 
de dans  le p rocessus  de la f4condat ion  
(interaction avec les spermatozoides, induc- 
tion de la r4action acrosomique et contr61e 
de la polyspermie),  la zone pellucide est 
4galement la cible attractive pour le d4ve- 
loppemnt d'un vaccin contraceptif. Elle pr6- 
sente une forte immunog6nicit6 h4t6rosp& 
cifique [27] et les anticorps obtenus inhi- 
bent fortement la f4condation in vitro [123]. 
Des analyses immunologiques ont r6v616 la 
pr6sence au sein de la zone pellucide d'anti- 

Table 2. Candidats potentiels ~ la contraception d'origine spermatique 

Esp6ce Antig6nes Localisation sur le Fonction cibl6e R6f. 
spermatozoide 

Lapin RSA 1, 2, 3 

Homme FA-1 

Homme 

Homme, 
Babouin 

Homme 

Cobaye 

Porc 

Souris 

HS-63 

SP10 

SP 56 

PH-20 
PH-30 

AWN-1, 2 

Galactosyl 
transf6rase 

membrane plasmique 

membrane plasmique 
de la cellule germinale 

prot6ine acrosomique 

membrane acrosomique 
interne 

membrane plasmique 

membrane plasmique 
membrane plasmique 

membrane plasmique 

membrane plasmique 
(r6gion p4ri-acrosomique) 

fusion spermatozoYde/ovocyte [17] 

fixation spermatozo~'des/ZP [16] 

r6action acrosomique [11.] 

fusion spermatozo~'de/ovocyte [7] 

fixation spermatozoides/ZP ] 2] 

fixation spermatozo~des/ZP [211 
fusion spermatozoide/ovocyte 

fixation spermatozo~des/ZP [25] 

fixation spermatozoides/ZP [30] 
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g6nes sp4cifiques d'esp6ce impliqu6s dans 
la reconnaissance de spermatozoides pour 
la zone pellucide, ayant des r6actions croi- 
s4es avec d'autres esp6ces de mammif'eres 
[4]. 

Les antig~nes de la zone pellucide r6pon- 
dent  A une partie des exigences requises 
pour constituer la cible d'anticorps "contra- 
ceptifs". Ces ant ig~nes  sont  h a u t e m e n t  
immunog~nes, au moins en ce qui concerne 
l 'h6t6roimmunisation,  mais peu immuno- 
g6nes en isoimmunisat ion.  Plusieurs tra- 
vaux ont montr6 la pr6sence d 'anticorps 
anti-zona dans le s4rum de femmes fertiles 
[28, 3]. Les antisera dirig6s contre les com- 
posants  de la zone pellucide ne sont pas 
str ictement sp4cifiques d'esp~ce, puisqu'il 
existe des r4actions crois6es entre de nom- 
breux mammif6res (Tableau 3). 

L'inconv6nient majeur de l'utilisation d'an- 
ticorps anti- zone pellucide h but contracep- 

tif, est l ' appar i t ion  d'effets secondaires,  
no t ammen t  dans le protocole d'h6t6roim- 
munisation. Ainsi chez le lapin immunis6 
par la zone pellucide de porc, l'effet contra- 
ceptif  est in tense  mais  s 'accompagne de 
troubles ovariens [36]. De tels effets ind6si- 
rables ne sont pas surprenants puisque les 
antig~nes vis6s sont aussi  port6s par les 
ovocytes de la r6serve ovarienne. 

I1 res te  encore de n o m b r e u x  aspec ts  
6claircir concernant  la s t ruc ture  antig6- 
nique du spermatozoYde et de la zone pel- 
lucide avan t  d ' esp6rer  l ' ob ten t ion  d 'un  
moyen contraceptif capable d'inhiber seul 
l ' interaction spermatozoides-zone pelluci- 
de et de permettre leur utilisation dans la 
contraception participant ainsi ~ la maitri- 
se et h la r4gulat ion de la d4mographie  
mondiale. 

Tableau 3 : Rdact ion des ant icorps  ant i  zone pel lucide .  

Anticorps  R4act ion  crois4e Rdf4rences  
anti  zone  pe l luc ide  avec  z o n e  pe l luc ide  de 

Hamster Souris [31] 
Souris, Singes rh6sus 
Ecureuil [5] 

(32) 

(33) 

Porc (36) 

Rat 

Souris 

Lapin 

Souris, Hamster 

Rat, Hamster 

Lapin, Singes rh6sus 
Bovin Marmoset, Chien, [6] 

Humain, Hamster 

Porc 

Humain 

Chimpanz4, ouistiti [29] 
Lapin, Humain, Singe, 4cureuil [24] 
Lapin [36] 
Humain [10] 
Humain, ouistiti [19] 

Porc [22] 
Porc, ouistiti, Chimpanz6 [29] 
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ABSTRACT 

Immunoinhib i t ion  o f  fert i l izat ion by 
contracept ive  vaccine  

S. HAMAMAH, M. JEAN, P. BARRIERS 

The paper  s u m m a r i z e  the  main  data 
re levant  to the obtent ion  o f  contracep- 
t ive vaccines  based on spermatozoa as 
we l l  as zona  p e l l u c i d a  ant igens .  The 
deve lopment  o f  nove l  forms of  contra- 
cept ion is one way  in wh ich  this global 
p o p u l a t i o n  p r o b l e m s  can be  tackled .  
The sperm as we l l  as the  oocyte  anti- 
gens are s tudied as possible  contracep- 
t ive vaccine  candidates  are the subject 
o f  this  review.  

Key Words : immunoinhibition of fertilization, 
contraceptive vaccine, spermatozoon, zona pellu- 
cida, antigens. 
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