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R E S U M E  

Au cours de ce travail et dans ie cadre strat~gique du 
developpement des mol6cules multiactives et plurifonc- 
tionnelles, nous nous sommes proposes de tester pour 
la premiere fois les dermaseptines (DS), peptides de ver- 
t~br6s biologiquement actifs, en tant que spermicide. 

Nous avons ~tudi~ in vitro I'activit~ de ces nouvelles 
structures peptidiques, sur la mobilit6 et la viabilit~ des 
spermatozoi'des humains et avons pu montrer que ces 
DS: 

sont actives ~ des doses micromolaires contre les 
spermatozoi'des humains, 

poss~dent un spectre d'activit6 spermicide compara- 
ble sinon meilleur que celui du Nonoxynol-9, spermici- 
de classique utilis~ actuellement et pr~sentant plu- 
sieurs types de contraintes. 

Les DS : 

ont un effet dose dependant, 

ont un m~canisme d'action different de celui du non- 
oxynol-9, 

- entrainent I'inhibition de la mobilite des spermatozo'f- 
des humains apres un temps d'incubation relative- 
ment court, sugg~rant ainsi un mode d'interaction 
direct du peptide avec la membrane du spermatozoi'- 
de, 

ont une parfaite action synergique avec d'autres 
agents ch~lateurs tel que I'EDTA qui amplifie consid6- 
rablement leur activit~ spermicide et pourraient ainsi 
pallier au probl~me de toxicitY, d'autant plus que la 
DS4 pr~sente une relative activit~ h(~molytique. 

Ces r&sultats devraient ~tre exploites d'une mani~re 
approfondie, afin de concevoir de nouveiles s&quences 
analogues, d~nu~es de cytotoxicit~ et ayant une bioacti- 
vit~ &levee ; ceci devrait ouvrir la voie & la conception 
d'une nouvelle gen&ration de molecules & spectre d'ac- 
tion large et vari6, utilisable comme nouveau spermicide 

action plurifonctionnelle. 
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I. I N T R O D U C T I O N  

Les contracepti fs vaginaux chimiques representent un 
moyen de contraception efficace Iorsqu'ils sont bien utili- 
ses. IIs sont g6n6ralement bien toler6s et anodins. Ces 
contraceptifs meritent de figurer & c6t6 des principales 
methodes anticonceptionnelles. L'utilisation contraceptive 
de produits spermicides est une notion connue depuis des 
siecles. Les ~ponges syriennes avaient une r6putation qui 
n'a pas ete oubliee. Au siecle dernier, les mignonnettes 
imbib6es de vinaigre avaient une large diffusion. 

Vers 1930, de tres nombreux spermicides furent proposes 
dans les pays anglo-saxons, utilisant g6n6ralement I'acide 
borique, I'acide lactique ; leur efficacit~ ~tait relative et 
avait nuit a leur reputation. Ces produits sont connus de 
Iongue date, mais leur utilisation en tant que spermicide 
est relativement recente. 

Les spermicides sont des produits formes & partir d'une 
ou plusieurs substances actives. IIs se pr6sentent sous 
forme de cr6me, mousse, gel, ovules secs ou moussants, 
ou tampons. Les substances actives sont des agents bac- 
tericides ou fortement acides, mais surtout des surfactifs. 

Ces substances actives sont nombreuses, les plus com- 
munes sont : le chlorure de benzalkonium, le Nonoxynol- 
9, I'octoxynol, le menfegal, la cellulose acetate phtalate 
(CAP), le sodium dod6cyl sulfate (SDS) et le PRO-2000. 

Les spermicides agissent selon plusieurs mecanismes : 
coagulation du sperme, immobilisation des spermatozof- 
des, alt6ration des spermatozo'fdes soit par leur destruc- 
tion, soit par la perte de leur pouvoir fecondant, alteration 
de la glaire qui devient imp6n6trable par les spermatozo'f- 
des. 
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Les surfactifs agissent essentiel lement sur la membrane 
cel lulaire des spermatozo'~'des, en abaissant la tension 
superficielle et provocant un desequil ibre osmotique qui 
entrafne leur lyse [4]. 

L'effet contraceptif est renforce par une action sur la glaire 
cervicale qui se transforme en un magma gelifie, consti- 
tuant une veritable barriere dans laquelle s'engluent les 
spermatozo'fdes [17]. 

II existe une toute nouvelle famille de peptides antimicrobi- 
ens de vertebres, isolee chez les amphibiens : ce sont les 
dermaseptines (DS). La famille des DS, baptisees ainsi 
cause de leur origine dermique et de leur activite antisep- 
tique [12], regroupe sept peptides de 28 a 34 acides ami- 
nes qui possedent des proprietes biologiques remarqua- 
bles : cinq dermaseptines Se t  deux dermaseptines B. 

Les dermaseptines S, au nombre de cinq (DS1, 2, 3, 4, 5), 
sont une famille de peptides isoles & partir d'extrait de 
peau de Phyllomedusa sauvagei, une grenouille arboricole 
sud americaine (Guyane) [3, 11] Les dermaseptines B (B1 
et B2) sont deux autres peptides isolees & partir de Phyllo- 
medusa bicolor [11]. 

L'analyse des proprietes pharmacologiques des DS montre 
que celles-ci sont douees d'une activite antimicrobienne 
contre les bacteries, les levures, les champignons filamen- 
teux et certains protozoaires cilies [8, 9, 13]. Elles inhibent 
la croissance microbienne, d'une maniere rapide, irreversi- 
ble et efficace. En effet, une solution micromolaire de DS 
inhibe la sporulation et la croissance des semis myceliens 
d'Aspergillus fumigatus, Arthroderma simfi ou Candida albi- 
cans [9, 13]. 

Bien que ces DS presentent une similitude structurale evi- 
dente (53 & 94%), elles exhibent une difference marquee 
inhiber la proliferation microbienne. Cette difference est 
prononcee vis-&-vis des bacteries [13]. D'ailleurs, ces DS 
(DS2 et DS3) sont faiblement hemolytiques, et d'une fagon 
surprenante la DS4 entrafne une hemolyse totale & lmM 
(50% & 0,5 mM) [8]. 

Dans ce travail, nous nous proposons d'etudier I'effet sper- 
micide de deux DS, en tant que nouvelles structures pepti- 
diques, sur les spermatozo'~'des humains. Pour cela nous 
avons : 

effectue la purification de DS1 et de DS4 ; 

teste in vitro I'activite de ces molecules sur la mobilite et 
la vitalite des spermatozo'l'des humains ; 

etudie I'effet des DS sur les spermatozofdes humains en 
fonction du temps eta  differentes concentrations ; 

- teste I'effet comparati f  de ces pept ides antibiot iques 
avec le nonxynol-9, substance de reference utilisee en 
tant que spermicide ; 

- etudie l'effet synergique des DS avec un agent chela- 
teur: Acide ethylene diamine tetra-acetique(EDTA). 

II. M A T E R I E L  ET M E T H O D E S  

1. Les peptides 

Nous avons utilise comme peptides, la DS1 et la DS4. La 
synth~se chimique de ces molecules a et6 effectuee en 
France dans le cadre d'une collaboration avec l'equipe du 
laborato i re  de b ioact iva t ion  des pept ides a t ' lnst i tut  
Jacques Monod a Paris. II s'agit d'une synth~se en phase 
solide sur synth~tiseur automatique de type Milligen. Cette 
synthese nous a permis d'obtenir des sequences pepti- 
diques greffees sur support de r~sine et donc un produit 
brut qu'il a fallu traiter. 

En Tunisie, nous avons effectue le deblocage et la purifica- 
tion des differentes molecules synthet isees en France. 
Pour cela, nous avons utilise la technique classique de 
purif ication des peptides, a savoir  la Chromatographie 
Liquide a Haute Performance (HPLC) en phase inverse. 

2. Le sperme 

Le sperme provient de 20 patients suivis pour infertilite du 
couple au Laboratoire de Cytogenetique et de Biologie de 
la Reproduction du CHU Farhat Hached de Sousse. 

3. Traitement des peptides ~ I'etat brut 

Tous les peptides que nous avons synthetises sont, d'une 
part a I'etat brut et d'autres part non d6bloques (proteges). 

Chaque peptide brut (100 a 150 mg de resine 'R-DS') est 
mis en suspension clans le cocktail de clivage, selon les 
proportions suivantes : 5 ml de melange acide trifluoroace- 
tique(TFA)/Scavengers pour 1 mg de resine-DS pendant 2 
heures a temperature ambiante. La solution est ensuite ill- 
tree sur verre fritte, rincee au TFA et lavee plusieurs fois au 
Dichloromethane (DCM). On obtient ainsi une solution siru- 
peuse que I'on additionne goutte a goutte & une solution de 
methyl-terbutyl-ether froid (-20~ dans un ou plusieurs 
tubes 'corex'. Au fur e ta  mesure de I'addition de la solution 
sirupeuse, un precipite peptidique se forme au contact de 
cette solution froide. 

On laisse ce prr se developper une nuit a 4~ puis 
on centrifuge 30 min a 4000 tours/min. Apres elimination 
de la phase etheree, I'operation est renouvelee 4 ~ 5 fois, 
en rajoutant d'abord un peu d'ether pour bien remettre le 
precipite en suspension (ultrason, vortex). Au dernier ringa- 
ge, on elimine I'ether puis on laisse secher le peptide 15 
min a temperature ambiante puis une nuit a 60~ afin d'eli- 
miner d'eventuels radicaux volatils qui pourraient oxyder 
les residus methionine. On dissout ensuite le peptide dans 
de I'eau bidistillee et on lyophilise. 

Awes lyophilisation, le peptide brut est purifie par chroma- 
tographie l iquide haute performance en phase inverse 
(HPLC). Nous avons uti l ise pour la separat ion de ces 
molecules une chafne de chromatographie (Hewlett Pac- 
kard serie 1050) 6quipee d'une colonne de compression 
radiale (type RCM deltapack C18) qui peut separer des 
quantites importantes de peptides brut (jusqu'a 100mg). 

Pour la chromatographie analytique, nous avons utilise la 
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meme chafne de chromatographie equipee cette fois d'une 
colonne Lichrosorb C18, 4,6x 250mm, 5pm (Interchim). 

Les peptides ainsi purifies sont parfaitement stables ; dis- 
sous dans de I'eau bidistillee, ils peuvent etre conserves 
-20~ ou bien & +4~ 

4. Analyse du sperme 

Le recueil du sperme est fait par masturbation, au labora- 
toire awes un delai d'abstinence sexuelle de 3 a 5 jours. 
L'ejacul~t est conserve ~) 37~ pendant 30 min ~ I'abri de 
la lumiere jusqu'a liquefaction du coagulum. L'etude du 
spermogramme comporte les etapes suivantes : 

a) V o l u m e  : mesure dans un tube gradue. 

b) V i s c o s i t e  : appreciation de la filance a I'aide d'une 
pipette Pasteur. 

c) PH : evaluation & I'aide d'un pH metre. 

d) N u m e r a t i o n  : Le nombre de spermatozoYdes par ml de 
sperme est compte & I'aide d'un hemocytometre (cellule de 
Thoma) ce qui requiert une dilution variable selon I'estima- 
tion initiate de la numeration. Le sperme est dilue darts du 
serum physiologique formole a 2% pour tuer les spermato- 
zofdes qui sont teintes au bleu de methylene pour colorer 
les noyaux [14]. 

e) Vitaf i t~ : estimee par le test de Williams a I'eosine-nigro- 
sine, elle est exprimee en pourcentage de sperrnatozoYdes 
vivants. 

f) Mob i l i t d  : elle est exprimee en pourcentage de sperma- 
tozoTdes mobiles et I'analyse qualitative du mouvement 
precise les pourcentages de spermatozo'fdes progressifs et 
rapides (a), progressifs et lents (b), mobiles sur place (c) 
ou immobiles (d). 

g) Morphologie des spermatozo'fdes : le spermocyto- 
gramme est realise sur un frottis de sperme awes colora- 
tion au test simplet (Roche). Pour chaque sperme, nous 
avons determine le pourcentage de formes anormales 
selon la classification de David [6] et I'index des anomalies 
multiples (IAM) defini par le rapport entre le nombre total 
d'atypies recensees et le nombre de spermatozoYdes aty- 
piques. 

h) Concentration en leucocytes : elle est determinee par 
la technique de coloration au benzidine-cyanosine. Le 
comptage se fait sur cellule de Thoma. 

Les valeurs normales retenues sont celles referencees par 
I'OMS [3] : Volume : 2 a 6 ml ; pH : 7,2 a 7,8 ; numeration 
> 40 Millions/ejacul&t ; mobilite progressive (a+b) - 50% ; 
vitalite > 30% ; formes typiques -> 30% ; leucocytes 
< 106/ml. 

5. Traitement du sperme 

La filtration du sperme in vitro a pour but de selectionner 
des spermatozo'fdes mobiles a morphologie normale, d'eli- 
miner le plasma seminal et les debris cellulaires. Pour cela, 
nous avons utilise la technique de centrifugation sur gra- 
dient de "Puresperm" ( NidaCon, G5teborg, Suede) a deux 
couches [15]. 

Les spermatozofdes recueillis sont dilues dans un milieu 
de BM1 (Ellios, Biotek) afin d'obtenir une concentration de 
5 a 10 millions/ml et places dans I'etuve (37~ 5% CO2 
dans Pair) avant utilisation. 

6. Determination de I'activite spermicide des derma- 
septines 

a) Preparation des solutions peptidiques 

Chaque echantillon de DS (DS1 et DS4), pur et sec, est 
pese sur une microbalance puis solubilise dans I'eau bidis- 
tillee pour constituer une solution mere de l mg/ml. Les 
dilutions sont effectuees au moment de la realisation des 
tests. 

b) Estimation de ia mobih't~ 

Pour evaluer I'effet spermicide de la DS, en comparaison 
avec le Nonoxynol-9(N-9), on prepare trois tubes : le pre- 
mier renferme 50pl du sperme traite et 50 ml de DS a une 
concentration bien definie ; le deuxieme tube ne contient 
que 50ml du sperme traite : il s'agit d'un temoin negatif ; le 
troisieme contient 50 ml de DS ; 50 ml de sperme traite et 
0,2 ml de N-9 ; ce tube servira de contrSle positif. 

Ces tubes sont conserves a 37~ pour I'estimation de la 
mobilite et & des intervalles de temps bien precis (2 min, 
30 rain, 60 min, 120 min et 240 min). 

c) Analyse de la vitafit~ des spermatozoYdes 

d) Etude de la morphologie des spermatozoTdes 

e) Test au calcium 

Le calcium active I'ATPase des proteines contractiles et 
constitue donc un element essentiel pour la mobilite des 
spermatozo'fdes. Le test au calcium permet de verifier si I'a- 
jout de calcium peut bloquer I'activite de la dermaseptine. 

Nous avons prepare quatre tubes : le premier renferme du 
sperme traite (temoin) ; le deuxieme contient 50 ml de 
Ca 2+ (2mM) + 50pl de sperme traite ; le troisieme contient 
501JI de DS4 + 501JI de sperme traite ; le quatrieme tube 
contient 501JI de Ca 2+ (2mM) + 501JI de sperme traite + 50 
tJI de DS4. 

On laisse les quatre tubes en incubation a 37~ pendant 
une heure, par la suite on fait une estimation de la mobilite 
des spermatozofdes. 

f) Test a la Pentoxifylline 

La pentoxifylline est un inhibiteur de la phosphodiesterase 
entrainant I'augmentation de I'AMP cyclique dans le sper- 
matozo'fde. Elle est de ce fait, utilisee pour stimuler la 
mobilite des spermatozoi'des. Le test ~ la pentoxiphilline 
permet de verifier si celle-ci pourrait alterer I'activite de la 
dermaseptine. 

Nous avons procede de la meme maniere que pour le test 
precedent, sauf que nous avons utilise de la pentoxifylline 
(1,5mg/ml) a la place du calcium. 

g) Test ~ I'~thylene diamine tetra-acetique (EDTA) 

L'EDTA a 0,1% exerce une activite spermicide en dimi- 
nuant la concentration en calcium, par la formation de 
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complexe EDTA-Ca 2+. Pour cela nous avons pr6pare trois 
tubes : le premier contient 50 ml du sperme traite + 100 ml 
d 'EDTA (0,1%) ; le deux ieme tube cont ient  50 ml du 
sperme traite + 100 ml d 'EDTA +50 ml de DS ; le troisieme 
ne contient que le sperme traite (temoin). 

7. M~thode statistique 

Les test stat ist iques sont realises grace au programme 
"SPSS 8.0". La comparaison de plusieurs moyennes a ete 
realisee par analyse de variance ~ un seul facteur. La com- 
paraison de deux moyennes a ete realisee par le test - t - 
de Student, ainsi que le test de regression (coefficient de 
correlation r). 

III. RESU LTATS 

1. Spermogrammmes et spermocytogrammes 

Tous nos patients ont un spermogramme et un spermocy- 
togramme normaux selon les criteres de rOMS [1]. 

2. Purification des peptides par HPLC 

Les profils chromatographiques sur HPLC analytique des 
deux DS presentes sur la Figure 1 t6moignent de la purete 
des peptides que nous avons utilis~s dans les differents 
tests d'activite. 

3. Effet des DS sur la mobilit~ et la vitalite des sperma- 
tozo'l'des 

a) Action de la DS4 

L'analyse de la moiti6 des echantillons mis en presence de 
la DS4 montre que ~ la concentration de 100mg/ml, la DS4 
provoque une inhibition totale et instantanee (< 2 min) de 
la mobilite des spermatozoTdes (Figure 2). L'effet spermici- 
de est confirme par I'analyse de la vitalite des spermato- 
zo'fdes qui montre qu'& partir de 100mg/ml, tous les  sper- 
matozo'fdes sont morts (Figure 3). La concentration mini- 
male de DS4 ayant une activite spermicide totale et instan- 
tanee : EC100 DS4 est donc egale ~ 100 mg/ml. A la 
concentration de 50 pg/mt, elle alt~re la mobilite sperma- 
tique de fa~on significative apr~s 30 min d'incubation par 
rapport a des concentrations plus faibles (p=0,013) et la 
comparaison des pourcentages moyens des spermatozo'~'- 
des morts apres 2 et 30 min d'incubation trouve une diffe- 
rence tr~s significative (p=0,003) (Figure 3). 

A partir de 25 mg/ml, la DS4 ne devient efficace qu'apr~s 1 
heure d'incubation par rapport a des temps d'incubation 
plus courts (p=0,001). Son effet se prolonge jusqu'~ 4 heu- 
res d'incubation de fa(;on lente et la comparaison de la 
mobilite moyenne spermatique apres 1 heure et 4 heures 
d'incubation montre une difference faiblement significative 
(p=0,038) (Figure 2). 

L'analyse de la vitalite spermatique apr~s diff~rents temps 
d'incubation montre une alteration tr~s significative apres 
une heure d'incubation par rapport ~ des temps plus courts 
(p=0,007) et le nombre de spermatozo'fdes morts continue 
& augmenter jusqu'a 4 heures d'incubation (1 h vs 4 h, 
p=0,011) (Figure 3). 

La DS4 demeure active contre la mobilite de m~me & de 

faibles concentrations (5 mg/ml). Son effet devient signifi- 
catif apres une heure (p=0,047) et total apres 4 heures 
d'incubation (Figure 2). 

b) Action de la DS1 

La DS1 ne semble pas avoir le m~me degre d'activit~ sper- 
micide que la DS4. En effet, a partir de 200 mg/ml, elle 
provoque la mort totale et instantanee (<2 min) de tous les 
spermatozo'l'des (Figure 4). La concentration minimale de 
DS1 ayant une activite spermicide totale et instantanee : 
EC100 DSl est donc egale a 200 mg/ml. 

A 125 mg/ml et apres 2 heures d'incubation, elle altere 
significativement le pourcentage moyen des spermatozo'~'- 
des morts par rapport ,~ des temps plus courts (p=0,008) et 
apres 4 heures d'incubation, elle entrafne la mort totale de 
tousles spermatozoldes (Figure 4). 

Par contre, ~ 100 mg/ml, elle n'altere significativement la 
mobilite spermatique qu'apr~s 4 heures d'incubation par 
rapport ~ des concentrations plus elevees (p=0,001) (Figu- 
re 5). L'analyse de la vitalite confirme ces resultats avec 
une difference significative entre le pourcentage moyen 
des spermatozo'i'des morts apres 30 et 240 min d'incuba- 
tion (p=0,001). 

La DS1 & 50 mg/ml presente presque les m6mes effets sur 
la mobilite et la vitalite spermatique qu'& 100 mg/ml. Elle 
devient inefficace & partir de 25 mg/ml, en effet apres 4 
heures d'incubation, elle entrafne une augmentation non 
significative du nombre de spermatozofdes morts et une 
faible diminution de la mobilite spermatique (Figure 5). 

c) En presence des DS et de I'EDTA 

L'association des DS et de I'EDTA en presence des sper- 
matozo'i'des se traduit par une importante diminution de 
leur mobilite : I'EDTA & une concentration de 0,1% montre 
un effet spermicide modere, temoignant ainsi d'une activite 
spermicide moyenne ; la DS4 & une concentration de 5 
mg/ml entraine I'inhibition de la moitie des spermatozo'ides 
en 30 minutes alors que I'addition de i'EDTA & 0,1% cause 
une inhibition totale de la mobilit6 des spermatozoTdes 
dans les 30 minutes qui suivent (Figure 6). Ces resultats 
sont en faveur de la presence d'un effet synergique entre 
la DS4 et I'EDTA. La DS1 presente aussi un effet syner- 
gique avec I'EDTA (0,1%) (Tableau 1 ). Cependant, cet effet 
reste moins important que pour la DS4. 

d) En presence des DS et de la pentoxifylline 

D'abord nous avons etudie I'effet de la pentoxifylline seule 
sur la mobilite et la vitalite des spermatozofdes et apr~s 4 
heures d'analyse, nous n'avons trouve aucun effet signifi- 
catif sur ces parametres. Dans un deuxieme temps nous 
avons ajoute de la DS4 a 50 mg/ml en presence de la pen- 
toxifylline et des spermatozofdes (Figure 7) et nous n'a- 
vons trouve aucun effet synergique sur I'activit6 spermicide 
des DS et ce, quelque soit le temps d'incubation. 

e) En presence des DS et du calcium 

Le but de cette experience est de verifier si la DS "tue" les 
spermatozo'i'des en "piegeant" le calcium intracellulaire. 
Les r6sultats ont montre que I'addition du calcium m~me 
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Figure 1 : Profil  chromatographique en HPLC analytique des DS purif ides (DS1 et DS4). 
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Figure 2 : Evolution des pourcentages moyens des sper- 
matozoi'des mobiles en fonction des concentrations de la 
DS4 (en pg/ml) et des temps d'incubation. 

F igure  4 : Evolut ion  des p o u r c e n t a g e s  m o y e n s  des 
spermatozo~des morts en fonction des concentrat ions 
de la DS1 (en pg/ml) et des temps d'incubation. 
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Figure 3 : Evolution des pourcentages moyens des sper- 
matozo'ides morts  en fonction des concentrations de la 
DS4 (en pg/ml) et des temps d'incubation. 

F igure  5 : Evolut ion  des p o u r c e n t a g e s  m o y e n s  des 
spermatozo' fdes mobi les  en fonct ion des concentra -  
tions de la DS1 (en pg/ml) et des temps d' incubation. 
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DS4 sur  la mobi l i t~ des spermatozo'(des. 
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Figure 8 : Effet synergique du cafium et de la DS4 sur  ia 
mobi l i t~ des spermatozo'(des. 

Tableau 1 : Effet synergique de rEDTA et de la DS1 sur la 
mobil i t~ des spermatozoTdes apr~s 30 minutes d'incuba- 
tion. 

Concentra t ion  de 
DSl 

SpermatozoYdes mobiles ~ 30 min (%) 
DS1 DSI+EDTA 0,1% 

25 65 40 
50 56 36 
100 50 22 
125 44 18 
200 0 0 
250 0 0 

une concentration ~lev~ (2 mM) n'a aucun effet sur la 
mobilite et la vitalit6 des spermatozo't'des en presence de la 
DS4 (50 mg/ml) et ce, quelque soit le temps d'incubation 
(Figure 8). 

III. D ISCUSSION 

1. Les DS son t  act ives cont re  les spermatozo' i 'des 
h u m a i n s  

La DS1 et la DS4 montrent une importante activite spermi- 
cide contre les spermatozoTdes humains. En effet, on s'a- 
per(~oit qu'a des concentrations micromolaires, ces DS 
entraTnent une inhibition totale de la mobilite des spermato- 
zo'fdes apr~s un temps d'incubation relativement court (30 
rain) comparativement a d'autres substances. 

Cette activit~ spermicide des DS, que nous avons montree 
pour la premiere fois, a ~t~ confirmee par le test de vitalit6, 
qui a montre qu'en presence de ces peptides, tous les 
spermatozofdes meurent a plus ou moins long terme. 
Cependant, en augmentant leur concentration, les DS finis- 
sent toutes par devenir actives contre les spermatozoides 
en un temps tr~s bref. 

L'importance des DS en tant que spermicides reside dans 
le fait qu'elles exercent leur activite ~ une concentration 
relativement faible (100 pg/ml) et inf6rieure ~ celle du non- 
oxynol-9. 

Le nonoxynol-9 ~ 5 lug/ml n'a aucun effet sur la mobilite 
des spermatozo'fdes meme apres une periode d'incubation 
depassant les 4 heures [7], alors qu'& cette meme concen- 
tration, la DS4 entrafne I'inhibition de la mobilite de plus de 
80% des spermatozo'tdes apres seulement deux heures 
d'incubation avec une diminution significative du pourcen- 
tage moyen des spermatozo'fdes ~ trajectoire directe. 

La magainine, un antimicrobien de structure peptidique, 
possede aussi une activit~ spermicide. Etant le prototype 
des peptides tres fortement cationiques, la magainine 
entrafne I'inhibition totale de la mobilite des spermatozo't'- 
des & 200 pg/ml et ce apres deux heures d'incubation [16]. 
Comparativement, la DS4 est dou6e d'une activit6 spermi- 
cide plus importante puisqu'a la m#+me concentration que 
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la magainine, la DS4 a un effet spermicide instantane. De 
ce fait, on peut conclure que la DS et la magainine, bien 
qu'elles appartiennent ~ la m~me famille (Peptides en h~li- 
ce or), presentent une difference notable au niveau de leur 
activite spermicide, activite qui varie donc d'un peptide 
un autre. 

Quand on compare la DS4 comme agent spermicide 
deux autres produits testes pour leur activite spermicide, le 
VDC (vanadocenes) et le WIll-7 (d~rive de la Zidovudine), 
on trouve que ces dernieres substances inhibent la mobili- 
te des spermatozoides a des concentrations elevees, 
respectivement 100 IJM et 1000 IJM [5]. 

Ces premiers r~sultats concernant le developpement de 
nouveaux agents spermicides sont tres encourageants et 
on peut raisonnablement s'attendre ~ ce que I'utilisation de 
ces nouvelles structures peptidiques se developpe dans 
les annees a venir. 

2. Les DS ne sont pas forc(~ment actives de la m~me 
mani~re 

Nous avons montr~ prec~demment, que la DS4 et la DS1 
sont toutes les deux actives contre les spermatozoides 
mais a differentes doses. La DS1 a une concentration ~le- 
v~e (125 pg/ml), a un effet spermicide tres faible apres 
quatre heures d'incubation ; a cette m~me concentration, 
la DS4 a un effet spermicide instantan~. 

On peut degager de ces observations que I'efficacit~ des 
DS vis-a-vis des spermatozo'(des varie d'un peptide a un 
autre. Ceci renforce I'id~e que les DS, bien que presentant 
une homologie structurale evidente, exhibent une differen- 
ce marquee au niveau de leur activite qui reside certaine- 
ment au niveau de certains parametres tels le caract~re 
cationique, le caractere hemolytique, I'h~licite de la mole- 
cule et I'index d'hydropathie ou d'hydrophobicit6. 

3. Est-ce que I'activit~ spermicide de la DS4 est plus 
importante que celle de la DS1 ? 

Si I'on compare I'activit~ spermicide pour chacune des 
deux DS, on constate que la DS4 possede de loin I'activite 
spermicide la plus importante vues les concentrations inhi- 
bitrices ou effectives qu'elle presente. 

Les r~sultats trouv~s et pr6sent~s auparavant indiquent 
que la DS4 entraTne I'inhibition totale de la mobilite et de la 
vitalit~ des spermatozo'fdes ; en effet, 100% des spermato- 
zofdes sont morts ~ une concentration de 50 IJg/ml en 30 
minutes, par contre elle reste moins efficace ~ 25 IJg/ml. 
On peut donc passer ~ 100% d'inhibition de la mobilit6 en 
doublant la concentration du peptide. 

Cependant, la DS4 montre une cytotoxicit~ 6levee d'apr~s 
les resultats trouv6s, mais cette particularite reste contro- 
vers~e. En effet, la correlation entre I'activite spermicide et 
la cytotoxicite n'est pas v6rifi~e. Ceci est illustr~ dans 
I'exemple de la DS1 qui n'est pas tr(~s active contre les 
spermatozo'fdes et qui pr~sente pourtant une toxicite assez 
elev~e comparable ~ celle de la DS4. 

De plus, la DS4 presente non seulement une cytotoxicite 

relative, mais aussi une activit6 hemolytique tres importan- 
te. En effet, il a ete demontre que la DS4 est h~molytique 
avec 100% de lyse cellulaire & 1 IJM. Cette activit6 semble 
~tre li6e essentiellement au degre d'hydrophobicite du 
domaine N-terminal du peptide en question. En effet, plus 
le nombre de residus hydrophobes est important, plus I'ac- 
tivite hemolytique est marqu6e. 

Cette particularite ne peut limiter le spectre d'activite des 
DS et en particulier I'activite spermicide, parce qu' il s'est 
avere que I'activite hemolytique peut ~tre abolie en dimi- 
nuant I'hydrophobicite. 

Une ~tude syst6matique approfondie des relations structu- 
re-fonction de la DS4 peut ~tre envisagee comme perspec- 
tive d'avenir : il s'agit de faire varier la charge globale du 
peptide ou d'intervenir sur I'helicit6 et I'amphipathie et de 
corr~ler ces parametres structuraux avec I'activit~ biolo- 
gique. 

4. Les DS et I'EDTA agissent en synergie 

Au cours de ce travail, nous avons pu constater que I'acti- 
vite spermicide des DS, et en particulier la DS4, etait forte- 
ment augment~e en presence d'un agent ch61ateur tel que 
I'EDTA. En effet, la DS4 montre une action synergique 
avec I'EDTA (0,1%) qui amplifie consid6rablement son acti- 
vite spermicide. 

Si le peptide presente individuellement une action efficace 
contre les spermatozo'fdes & une concentration de 50 
IJg/ml, sa presence simultanee avec I'EDTA permet d'aug- 
menter son efficacite et d'obtenir une action spermicide 
instantanee, alors que I'EDTA ~l 0,1% presente une activit6 
spermicide relativement faible. 

Ce phenom6ne de synergie entre I'EDTA et la DS4, s'ex- 
plique par le fait que cet agent chelateur va renforcer I'acti- 
vite spermicide de la DS4 grw ~l son action sur le cal- 
cium. En fait, I'EDTA entra~ne la diminution du taux intracel- 
lulaire du calcium via la formation du complexe (Ca2+- 
EDTA), sachant que le calcium est un element cl6 dans la 
mobilite des spermatozofdes. 

D'ailleurs, quand on compare I'effet synergique entre la 
DS4 et I'EDTA en pr6sence du nonoxynol-9, on remarque 
que cette derniere est beaucoup moins importante. En 
effet, pour le nonoxynol-9 en presence de I'EDTA (0,1%), 
sa concentration effective passe de 100 IJg/ml ~ 66,4 IJg/ml 
[10], alors que pour la DS4 en presence de I 'EDTA, 
I'EC100 passe de 50 IJg/ml ~ 51Jg/ml. Ceci refl~te la forte 
synergie entre la DS (DS4) et cet agent chelateur qui s'ex- 
plique par la formation de complexes (EDTA-Ca 2+). 

5. Pourquoi cette s(Hectivit6 des DS ? 

Malgr~ I'homologie des sequences assez importante des 
DS, nous pouvons remarquer d'embl~e qu'elles pr6sentent 
un potentiel d'activit~ similaire mais non identique ; autre- 
ment dit, les DS (~ des faibles concentrations) sont plutSt 
selectives vis-a-vis des spermatozo'fdes. Cependant, en 
augmentant leurs concentrations, elles finissent par ~tre 
toutes actives contre ces cellules. 
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Nous pouvons dSgager de ces observations une propri6te 
caracteristique des DS qui pourrait montrer leur profil d'ac- 
tivite h6t~rog6ne, c'est & dire leur capacit6 differentielle ~l 
cibler sp(~cifiquement les spermatozoTdes. 

6. Comment  ces DS agissent-elles sur les spermatozo'l'- 
des ? 

Bien que le mecanisme d'action de certains spermicides 
tels que le nonoxynol-9 soit bien defini, celui de certaines 
molecules peptidiques & I'instar des DS reste encore a ~lu- 
cider. 

En effet, I'inhibition de la mobilit~ du spermatozo~de par la 
DS4 est rapide, voire m~me instantan~e pour certaines 
concentrations et ceci peut 6tre explique par I'affinite que 
pr~sentent ces structures amphiphi les aux bicouches lipi- 
diques. 

Ainsi, on sait que ces pept ides antimicrobiens structures 
en helice c( amphipat ique, semblent  avoir des proprietes 
membranolyt iques marquees vis-~ vis de leurs cibles. Ceci 
perturbe I'organisation des bicouches lipidiques via la for- 
mation de canaux ioniques, entra~nant ainsi une dissipation 
du potent iel  membrana i re .  II a ~te d~montre  que cette 
interaction pept ide-membrane est diff~rente avec les cellu- 
les des mamrnif~res, dont les membranes sont peu perrne- 
ables. Cependant  des except ions existent et des etudes 
r~centes ont montre que certains pept ides ~ I'instar des 
magain ines pr~sentent  une activit~ contre des cel lu les 
eucaryotiques et en particulier les spermatozofdes. 

On peut ainsi imaginer que I'interaction peptide-spermato- 
zoide existe, qu'el le est moins accentuee que les autres 
interactions, mais qu'elle est suffisante pour induire une per- 
meabilit~ au niveau membranaire, realiser un desequil ibre 
ionique et entratner par la suite la mort des spermatozo'~'des. 

Enfin, nous avons pu montrer que les DS ne pr~sentent 
aucun effet sur les ~l~ments cl~s qui interviennent dans le 
mouvement du spermatozo~de tels que la pentoxifyll ine et 
le calcium. Nous avons constate par la suite que leur addi- 
tion ne bloque pas I'effet spermicide des DS. Ceci renforce 
I'id~e qu'il y a une interaction peptide-spermatozoYde au 
niveau membranaire, cependant  d'autres ~tudes compl6- 
mentaires se rapportant ~ I'ultrastructure des spermatozo'l'- 
des sont n6cessaires pour mieux comprendre le mecanis- 
me de I'activite spermicide des DS et son utilit~ certaine en 
tant que spermicide et antimicrobien ~ la fois. 

IV. C O N C L U S I O N  

L'analyse de I'activit(~ des DS, nous a permis de mont- 
rer pour la premiere fois que ces peptides : 

- sont actifs contre les spermatozo'ides humains ; 

- ont  un spectre  d 'act iv i td  spermic ide  comparab le  
sinon meilleur que celui du nonoxynol-9, qui reprt~- 
sente actuel lement le spermicide de choix le plus 
utitis6 ; 

- ont  un m 6 c a n i s m e  d 'act ion di f ferent  de celui  du 
nonoxynol-9 ; 

entrai'nent I ' inhibition de la mobilite des spermato- 
zo'ides humains apres un temps d'incubation relati- 
vement court, suggdrant ainsi un mode d'interaction 
direct du peptide avec la membrane du spermato- 
zo'ide ; 

ont une parfaite act ion synerg ique avec d'autres 
spermicides, tels que les agents chdlateurs (EDTA). 

Mais il est connu que la DS4 prdsente une activitd 
hdmolytique (~levde (100% de lyse & lpM)  [8] ce qui 
l imitera son dventuel le  appl icat ion thdrapeutique en 
tant que spermicide. Ceci nous incite & continuer les 
efforts orientals vers la synth~se d'analogues de struc- 
ture en tant que candidats potentiels pour la concep- 
tion de nouvelles substances efficaces, ddnu~es de 
cytotoxicitd, ayant une bioactivitd dlevde et qui puis- 
sent Otre utitis~es & vis(~e contraceptive. 

II est donc n~cessaire d'approfondir ces dtudes en : 

(~valuant I'innocuite autant que I'activitd spermicide 
des autres DS (DS2, DS3 et DSS) afin de comparer 
leurs efficacitds sur les spermatozo'l'des ; 

(~tudiant des molecules plus raccourcies des DS. De 
telles mini structures permettraient d'(Hucider leur 
mecanisme d'action au niveau moleculaire, ce qui 
devrait ouvrir la voie & une nouvelle g~n6ration de 
molecules & spectre d'action large et vari(~e utilisa- 
bles comme nouveaux spermicides ; 

testant I'action de ces nouvelles structures sur d'au- 
tres germes pathogenes  responsables des infec- 
tions au niveau du tractus utdro-vaginal ainsi que 
sur le VIH [2]. 
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ABSTRACT 

In vitro effects of dermaseptins on sperm characteristics 

Mounir AJINA, Amira ZAIRI, Soumaya MOUGOU, 
Samira IBALAA, Radhouene NAIEFER, Ghaya MERDASSI, 

Mariem MEHDI,Khaled EL HENI, All SAAD 

The spermicidal efficacy of synthetic peptides, dermasep- 
tin (DSl)  and (DS4), was studied under in vitro conditions 
using human spermatozoa. The data showed that sperm 
motility was inhibited with various concentrations of der- 
maseptins at different intervals ranging from 2 to 240 min. 
The effective 100% inhibitory concentration (EC100) of 
DS4 sperm immobilization assay was equal to 50 mglml at 
30 min, while the EC 100 of DS1 was equal to 100 mg/mlo 
The presence of 0.1% of chelating agent, EDTA, reduced 
the EC100 of DS4 to 5 mglml, while less than a twofold 
enhancement in DS 1 activity was observed in combina- 
tion with EDTA. 

The action of dermaseptins on sperm motility was obser- 
ved to be dose-dependent.  Addition of pentoxifyll ine, 
which is known to enhance sperm motility, and Ca2+, 
which is a key element for sperm movement, did not pre- 
vent the spermicidal action of dermaseptins. 

Key words:  dermaseptin, spermicide, spermatozoa 
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