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Résumé L’offre en matiére de moyens contraceptifs mascu-
lins est limitée et, en particulier, a ce jour il n’existe pas de
contraception hormonale masculine sur le marché. L’épidi-
dyme, dans lequel les spermatozoides acquiérent leurs capa-
cités fécondantes et ou ils sont stockés, s’avere étre un site
intéressant a cibler. Cette revue vise a présenter de fagon
synthétique les quelques pistes prometteuses qui ont émergé
ces dernicres années.

Mots clés Epididyme - Contrdle de la fertilité

Abstract The offer in terms of male contraceptives is rather
limited and, in particular, there is still no non hormonal phar-
macological contraceptive available to date. Epididymis in
which spermatozoa become fertile and are stored constitutes
an interesting territory to target. This review aims to present
concisely some promising trails that have been pursued these
late years.

Keywords Epididymis - Fertility control

Introduction générale

En dépit de I’éventail des moyens contraceptifs disponibles,
38 % des grossesses dans le monde sont non désirées et 22 %
d’entre elles se terminent par un avortement, suggérant clai-
rement qu’il est nécessaire d’¢élargir le choix des méthodes
contraceptives. Jusqu’a nos jours, les méthodes de contrdle
pharmacologique de la fertilité offrant un bon niveau de
stireté, d’efficacité et qui soient aisées a mettre en ceuvre
ne concernent que la femme [1]. En ce qui concerne les hom-
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mes, I'offre en matiére de techniques contraceptives est
beaucoup plus réduite (préservatif, vasectomie et coifus
interruptus) et il n’existe pas encore sur le marché de contra-
ceptif pharmacologique masculin réversible. Pourtant, envi-
ron un tiers de toutes les méthodes contraceptives utilisées
de par le monde repose sur la « coopération » du partenaire
masculin. Avec les nouvelles possibilités apportées par 1’ére
de la biologie moléculaire, il y a maintenant des chances
pour que des moyens pharmacologiques de contrdle de la
fertilité masculine puissent voir le jour et ainsi, que 1’éventail
des choix offerts aux hommes s’¢largisse afin qu’ils puissent
prendre une part plus importante dans la régulation de leur
fertilité [2,3]. Parmi les différentes pistes explorées chez le
male, il est envisagé d’interférer avec les nécessaires étapes
de maturation post-gonadique des spermatozoides lors de
laquelle ils acquicrent leurs capacités fécondantes. Quelques
avancées et quelques pistes sans issues dans ce domaine sont
évoquées ci-dessous.

L’épididyme et ses fonctions :
des pistes pour le développement
de nouvelles stratégies contraceptives

Sommairement, il y a trois approches pharmacologiques
possibles de la contraception masculine : 1) interférer avec
la production des gameétes males dans le testicule ; 2) inter-
férer avec I’acquisition post-testiculaire des capacités fécon-
dantes des spermatozoides, en d’autres termes, interférer
avec les fonctions de 1’épididyme puisque c’est dans ce
tubule que les spermatozoides acquierent leur pouvoir fécon-
dant et sont préparés aux événements ultimes qui préceédent
la fécondation que sont : la capacitation et la réaction acro-
somique (pour une revue sur I’épididyme et ses fonctions
voir : [4]) ; et enfin, 3) interférer avec les gameétes matures
directement. En quoi I’épididyme et les fonctions qui lui sont
associées s’avérent étre intéressants dans le but de dévelop-
per de nouvelles stratégies contraceptives post-testiculaires ?

Les spermatozoides produits au sein de la gonade male
quittent I’épithélium séminifere via le refe testis et les canaux
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efférents pour entrer dans le tubule épididymaire. Grace aux
contractions péristaltiques des muscles lisses qui entourent le
tubule épididymaire et a 1’écoulement du fluide épididy-
maire, les gamétes progressent vers la partie terminale de
I’organe et leur lieu de stockage entre deux éjaculations, la
queue de 1’épididyme ou cauda. Ce voyage chez la plupart
des mammiféres se fait en une dizaine de jours. Bien que les
gametes qui entrent dans 1’épididyme apparaissent structura-
lement complétement différenciés, ils sont fonctionnelle-
ment immatures. Cette immaturité se caractérise par I’inca-
pacité des gameétes sortant du testicule a exprimer leur
mobilité et a reconnaitre et pénétrer un ovule. Ces para-
meétres fonctionnels (mobilité, pouvoir fécondant) sont gra-
duellement acquis au cours de la descente épididymaire [5].
In fine, les spermatozoides stockés dans la queue de 1’épidi-
dyme sont eux fonctionnellement compétents et aptes a
féconder un ovule. Etant donné le caractére silencieux des
spermatozoides a I’issue de la spermatogenése, c¢’est-a-dire
I’absence d’événements de transcription et de traduction pro-
pres, toutes les modifications qu’ils subissent pendant la des-
cente dans le tubule épididymaire sont dues aux activités du
fluide épididymaire et, par extrapolation, aux activités de
Iépithélium sécréteur épididymaire.

Bri¢vement, toutes les régions (téte, piéce intermédiaire,
flagelle), tous les compartiments (acrosome, noyau, fuseau
mitochondrial...) et tous les constituants du spermatozoide
(protéines, lipides, glucides, acides nucléiques) vont é&tre
concernés par les événements de la maturation épididymaire.
Bien que I’on soit encore loin de connaitre dans le détail
toutes les modifications qui accompagnent cette maturation
épididymaire des spermatozoides, leur enchainement ainsi
que les conséquences fonctionnelles de ces modifications
sur les gametes, ’'on commence & avoir une vision assez
claire de certains aspects de cette maturation (pour une revue
récente voir : [6]).

A titre d’exemple, il est clair que lors du transit épididy-
maire, le profil des protéines de surface du gamete male mais
aussi des protéines internes est modifié. Cela passe par I’ac-
quisition de nouvelles protéines issues de processus de
sécrétions mérocrines' de I’épithélium épididymaire, mais
aussi par le transfert de protéines ne possédant pas de signal
peptidique de sécrétion via des vésicules lipidiques (dénom-
mées épididymosomes) provenant de processus de sécré-
tions apocrines” [7].

Cela passe aussi par des événements de modification plus
subtile de protéines acquises de novo et/ou déja présentes sur
les gamétes via de la protéolyse ménagée, des événements de
glycosylations/déglycosylations différentielles et tout autre

! Sécrétions mérocrines = sécrétions qui se produisent sans la
destruction des cellules glandulaires.

2 Sécrétions apocrines = sécrétions qui se produisent en entrainant la
couronne de cytoplasme apical des cellules épithéliales.
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type de modifications post-traductionnelles des protéines
(oxydation, phosphorylation, sulfatation, sumoylation®).

Les profils lipidiques des gamétes sont de méme profon-
dément remaniés pendant la descente épididymaire des
gameétes par des processus a ce jour peu connus mais qui
au final conférent a cette cellule des propriétés membranaires
particulieres en termes de fluidité, de domaines « raft et non-
raft »* séquestrant des acteurs de signalisation cellulaire
impliqués dans le déclenchement de la capacitation et de la
réaction acrosomique (pour des revues récentes voir : [8,9]).

Un autre aspect de la maturation épididymaire des sper-
matozoides qu’il est nécessaire d’évoquer concerne la pro-
tection et la survie des gametes en transit et stockés dans la
partie terminale du tubule. Comme déja mentionné plus
haut, les spermatozoides post-testiculaires sont des cellules
silencieuses qui n’ont pas ou trés peu d’aptitudes a se défen-
dre contre les agressions auxquelles ils pourraient étre sou-
mis. En effet, ces cellules ne peuvent monter des réponses
transcriptionnelles et traductionnelles face a un quelconque
stress et elles ne peuvent pas non plus compter sur la protec-
tion que peut conférer leur équipement enzymatique
cytoplasmique étant donné qu’elles ont évacué, en fin de
spermatogenése, 1’essentiel de leur cytoplasme résiduel.
L’épididyme et le fluide épididymaire assurent donc, via dif-
férentes activités, la protection de ces cellules durant leur
transit et pendant les périodes de stockage entre deux éjacu-
lations. Un aspect important de cette protection épididymaire
des spermatozoides concerne les capacités antioxydantes du
territoire épididymaire qui controlent les atteintes oxydantes
du spermatozoide. Ces derniéres constituent une part impor-
tante des infertilités males en affectant, entres autres, la
mobilité des spermatozoides et 1’intégrité du lot chromoso-
mique paternel (pour une revue récente voir : [10]).

Comprendre tous les aspects de cette maturation post-
testiculaire des gameétes est un enjeu, non seulement pour
le diagnostic et éventuellement la thérapie des infertilités
males a spermatogenése normale (qui au passage représen-
tent la moitié des infertilités males), mais aussi pour ce qui
nous préoccupe ici, c’est-a-dire le développement de nou-
velles stratégies contraceptives post-testiculaires. En effet,
I’idée a logiquement émergé qu’interférer de maniére réver-
sible avec 1'une ou I’autre, voire plusieurs de ces activités
épididymaires, pourrait étre utilisé a des fins contraceptives
[11-18]. L’analyse de la physiologie de I’épididyme n’a pas
mobilisé/ne mobilise pas une importante communauté scien-
tifique, cependant les approches développées ces dix

> Sumoylation = La sumoylation est une modification post-
traductionnelle aboutissant a la liaison covalente d’une ou plusieurs
protéines SUMO sur une lysine acceptrice d’une protéine cible.

* Raft and non-raft domains = domaines membranaires de
composition lipidique et protéique hétérogénes = radeaux lipidiques
membranaires.
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dernieres années par un petit nombre de groupes ont permis
d’appréhender la multiplicité et la complexité des événe-
ments de la maturation épididymaire des spermatozoides.
Comme cela a été le cas pour beaucoup d’autres tissus, 1’épi-
didyme a bénéficié des récentes techniques d’exploration a
grande échelle (transcriptomique et protéomique) qui ont
permis d’identifier des génes et protéines exprimés de fagon
particuliére dans ce territoire [19-31]. Ces approches ont
généré de grandes quantités de résultats mettant en lumicre
des genes et protéines aux fonctions connues mais aussi des
geénes et des protéines dont on ne soupgonnait pas qu’ils
étaient exprimés dans I’épididyme. Le probléme dans cette
profusion de résultats est maintenant de valider la fonction et
I’importance de ces génes et protéines dans la maturation
épididymaire et dans la fertilité male et de sélectionner les-
quels pourraient se révéler étre des cibles contraceptives
intéressantes. Par intéressantes, on entend en pratique des
protéines ou des activités que 1’on puisse cibler pharmacolo-
giquement. C’est & ce niveau que les modeéles animaux
mutants révélent leur puissance en permettant d’évaluer
spécifiquement 1’impact reproductif de I’invalidation d’un
geéne donné et donc, de son potentiel en tant que piste
contraceptive.

De fagon conceptuelle, cibler I’épididyme et ses fonctions
dans une visée contraceptive peut apparaitre attractif, au
moins a trois titres qui répondent en partie aux limitations
des stratégies hormonales qui visent a bloquer la production
des gamétes dans le testicule [32]. Le premier avantage est
de ne pas perturber la spermatogenése et d’agir uniquement
sur les paramétres fonctionnels des gamétes issus du testi-
cule. Le second avantage, sur le papier tout au moins,
concerne la rapidité d’action ainsi que la rapidité de la réver-
sibilit¢ d’action. En effet, la spermatogenése est un pro-
cessus lent qui, chez I’homme, couvre environ dix semaines.
Les spermatozoides transitent ensuite dix jours environ dans
I’épididyme et sont stockés pour un temps dépendant de
I’activité sexuelle de I’individu. Un agent épididymaire de
controle de la fertilité permettrait d’éviter d’avoir a interférer
avec le processus de spermatogenése et pourrait agir plus
rapidement qu’un agent qui affecte la fonction testiculaire.
Le troisiéme avantage réside dans le fait qu’étant donné la
multiplicité des modifications apportées aux gameétes pen-
dant la descente épididymaire, il est peut-étre possible de
trouver une stratégie (un agent) qui n’implique pas le volet
hormonal. Considérant les effets pléiotropes joués par les
hormones sur les processus physiologiques en dehors de la
gamétogenese, il serait ainsi possible dans I’absolu de dimi-
nuer les effets secondaires inhérents a la prise de contracep-
tifs hormonaux. Comme c’est aussi le cas pour les cibles
testiculaires, la présence d’une barriére sang/épididyme pose
un probléme en ce qui concerne les modalités d’administra-
tion d’un éventuel agent contraceptif épididymaire. Cepen-
dant, la barriére hémato-épididymaire est moins solide que la

barriére hémato-testiculaire offrant ainsi théoriquement une
plus grande perméabilité¢ [33]. Cibler 1’épididyme et ses
fonctions pourrait répondre ainsi au moins a deux des cing
critéres essentiels mis en avant par les industriels désireux
d’optimiser I’offre contraceptive male : rapidité d’action et
innocuité. Il reste néanmoins a choisir les bonnes cibles pour
répondre aux trois autres critéres : efficacité, réversibilité et
facilité d’usage.

Les éléments qui vont suivre dans la suite de cet article ne
prétendent pas étre exhaustifs et présenter tous les génes et
protéines épididymaires qui pourraient s’avérer tre poten-
tiellement intéressants dans une visée contraceptive. Je limi-
terai mon propos a quelques exemples probants et/ou pro-
metteurs qui illustrent que 1’épididyme et ses fonctions
pourraient permettre de nouvelles approches contraceptives,
non hormonales ; ce qui n’est encore pas une réalité. J’évo-
querai aussi certaines pistes aujourd’hui abandonnées.

Bien qu’il y ait eu des tentatives précoces de contracep-
tion épididymaire sur modeles animaux reposant sur I’injec-
tion directe de composés métalliques (cuivre, zinc et diffé-
rents dérivés) dans la queue de 1’épididyme, provoquant des
réponses inflammatoires aux effets spermicides, il ne sera
pas fait ici de résumé de ces expériences (2 titre d’exemple
voir : [34-36]). Ces tentatives ont conduit, dans certains cas,
a une infertilité réversible, mais qui souvent s’accompagnait
d’altérations tissulaires de 1’épididyme, voire a distance, du
testicule, associées a une apoptose germinale. La toxicité
induite par ces stratégies n’en fait pas des pistes intéressantes
en clinique. Quelques tentatives d’interférence avec des
sécrétions majeures de I’épididyme ont aussi été testées sans
grand succes, avec par exemple, 1'utilisation de I’antibio-
tique pivampicilline qui favorise I’excrétion urinaire de la
carnitine ou encore I’utilisation de la catanospermine, un
inhibiteur de glucosidase neutre [37]. Pour ces derniéres stra-
tégies, méme si ’on pouvait baisser la fertilité des animaux
traités, cela n’a jamais conduit a une stérilité réversible. Dans
les sections suivantes de cette revue, 1’accent est donc porté
sur des stratégies contraceptives fondées sur des protéines
synthétisées et/ou sécrétées par 1’épididyme.

Protéines et activités épididymaires
dans le « pipeline » des potentiels
contraceptifs post-testiculaires

Le cas d’Eppin

Le laboratoire de biologie de la reproduction a Chapel Hill
(Caroline du Nord, Etats-Unis) en collaboration avec le
« Human Genome Sciences » programme (Rockville, Mary-
land, Etats-Unis) a généré des librairies cADN d’¢épididyme
humain [38] dans le but d’obtenir les séquences de genes
spécifiques de 1’épididyme. Parmi les centaines de clones
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ADNc obtenus, un ADNc codant potentiellement pour un
inhibiteur de protéases spécifique de I’épididyme non iden-
tifié a ce jour a été retenu. Le clone a été dénommé EPPIN
pour « EPididymal Protease INhibitor » [39] et est aussi
connu sous le nom générique de SPINLW1. Le géne corres-
pondant a été identifié et ses trois produits ARN messagers
codent pour deux isoformes d’une protéine riche en résidus
cystéines présentant a la fois un domaine de type KUNITZ et
un domaine « WAP-type four disulfide core », domaines clas-
siques des inhibiteurs de protéases [39]. Deux des isoformes
d’EPPIN (EPPIN-1 et EPPIN-3) présentent un signal pepti-
dique de sécrétion. Chez ’homme, le géne EPPIN est situé
sur le chromosome 20 en position 20q12-13.2 [39]. Des
polymorphismes génétiques d’EPPIN ont récemment été
rapportés, certains étant associés a des infertilités [40]. Bien
que d’expression épididymaire majoritaire, une étude tran-
scriptomique plus détaillée a révélé qu’EPPIN n’est pas
strictement épididyme-spécifique puisque le testicule (les
cellules de Sertoli) exprime et sécréte aussi EPPIN qui est
ainsi retrouvée en faible proportion a la surface des sperma-
tozoides testiculaires. Dans les canaux efférents et dans
I’épididyme, I’isoforme EPPIN-1 est sécrétée par les cellules
épithéliales et est retrouvée a la fois a la surface des sperma-
tozoides et sur la bordure apicale des cellules épithéliales
épididymaires [39]. Dans ces tissus, I’expression d’EPPIN
est gouvernée par les androgeénes [41-43].

La (les) fonction(s) d’EPPIN a (ont) commencé a émerger
quand il est apparu : 1) qu’EPPIN avait la capacité de se lier
a la séménogéline (SEMG1), une protéine sécrétée par les
vésicules séminales ; 2) qu’EPPIN possédait de facon
logique pour un inhibiteur de protéase une activité antimi-
crobienne [44,45] et enfin ; 3) qu’EPPIN modulait I’activité
de la protéase a sérine PSA (Prostate Specific Antigen). En
effet, il a ét¢ montré qu’EPPIN module I’hydrolyse de la
séménogéline par la PSA et qu’en 1’absence d’EPPIN, la
PSA hydrolyse la séménogéline en petits peptides [46]. A
I’inverse, en présence d’EPPIN a la surface des gametes, la
séménogéline est partiellement protégée de I’hydrolyse par
la PSA [47]. Comment EPPIN se fixe sur le gaméte a aussi
été ¢élucidé. EPPIN a été trouvée a la surface des gameétes
dans un complexe protéique associant la clustérine (CLU)
et la lactotransferrine (LTF) [48] réparti en foci le long de
la piéce principale de I’axe flagellaire. EPPIN n’a pas de
récepteur propre, mais les récepteurs de LTF et CLU contri-
buent a stabiliser EPPIN dans le complexe a la surface des
gamétes. A 1’éjaculation, les spermatozoides quittent I’épidi-
dyme, se mélangent aux sécrétions des vésicules séminales
et la séménogéline est ajoutée au complexe EPPIN/LTF/
CLU. La fixation de la séménogéline a EPPIN bloque la
mobilité progressive rectiligne des gamétes [49]. Quand le
fluide prostatique est ajouté a 1’éjaculat, la PSA hydrolyse la
séménogéline pendant la phase de liquéfaction, libérant ainsi
la mobilité progressive rectiligne [50].
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L’importance d’EPPIN dans la fonction de reproduction a
été testée par une approche immunologique chez des prima-
tes non humains (Macaca radiata) plutot qu’en élaborant un
modéle murin invalidé pour la raison que la séménogéline
n’est pas exprimée chez la souris. Plusieurs singes males, qui
présentaient un titre d’anticorps anti-EPPIN élevé apres
immunisation, ont été trouvés infertiles [51], suggérant
clairement qu’EPPIN est une protéine importante pour la
fonction de reproduction. Chez ces animaux immunisés, la
mobilité spermatique et la capacité d’EPPIN a lier la sémé-
nogéline sont affectés par les anticorps anti-EPPIN. Deux
épitopes dominants, responsables de 1’effet contraceptif des
anticorps anti-EPPIN ont été identifiés respectivement dans
les domaines N et C-terminaux de la protéine [52]. Tout
récemment enfin, un anticorps dirigé spécifiquement contre
I’épitope du domaine C-terminal a montré un effet inhibiteur
puissant sur la mobilité spermatique chez I’homme [50].

Ainsi, I'immunisation avec un anticorps anti-EPPIN
résulte en une contraception efficace et réversible qui mime
la fixation de la séménogéline sur EPPIN induisant une perte
de motilité progressive rectiligne des gamétes. Cette preuve
de concept étant établie, 1’étape suivante est de rechercher
des composés organiques qui pourraient avoir le méme effet
que ’anticorps anti-EPPIN, c’est-a-dire bloquer le site de
fixation de la séménogéline et inhiber la mobilité des sper-
matozoides. Un screening a été réalisé de fagon a isoler des
composés qui ont la capacité in vitro d’empécher la fixation
de I’anticorps anti-EPPIN [50]. Environ 100 000 composés
ont été testés par une approche a haut débit quant a leur
capacité a inhiber la mobilité spermatique. Quelques compo-
sés se sont avérés efficaces et sont en cours d’études.

Etant donné le mode de fonctionnement d’EPPIN et son
étroite interaction avec la séménogéline, une autre voie d’ap-
proche pourrait consister a interférer avec la sécrétion de la
séménogéline par les vésicules séminales. La preuve de
fonctionnement sera plus difficile a établir car comme déja
évoqué plus haut, cette protéine n’est pas exprimée en
modéele murin, interdisant une vérification fonctionnelle par
la génération d’un modéle KO.

La famille des protéines sécrétées riches
en cystéines (CRISP)

La famille CRISP (cysteine-rich sperm proteins) des mam-
miféres comporte quatre membres : CRISP1 (aussi dénom-
mée protéine DE ou AEG), CRISP2 (aussi appelée TPX1),
CRISP3 et CRISP4. Chez la souris, seules CRISP1 et
CRISP4 sont exprimées dans 1’épididyme [51,52], CRISP2
est d’expression testiculaire [53] dans les spermatocytes en
différenciation et CRISP3 est exprimée majoritairement dans
les glandes salivaires, le pancréas et la prostate [54]. Les
protéines CRISP des mammiféres sont membres d’une
famille plus large de protéines CRISP retrouvées en
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particulier chez les reptiles avec qui elles partagent la carac-
téristique de contenir 16 résidus cystéines conservés. Chez
les reptiles, les protéines CRISP sont trouvées dans les sécré-
tions salivaires ou elles agissent en tant que toxines ayant
une action de bloqueur de canaux calciques et potassiques
[55-57]. Bien que les fonctions physiologiques et les méca-
nismes d’action des protéines CRISP de mammiféres ne
soient pas prouvés, le haut degré d’identité que ces protéines
présentent avec leurs orthologues reptiliens laisse supposer
une certaine conservation de fonction [58]. Chez ’homme,
CRISPI et CRISP4 sont exprimées dans 1’épididyme proxi-
mal, et contrairement a la souris CRISP3 a été trouvée forte-
ment exprimée dans la queue de 1’épididyme et dans
I’ampoule déférentielle [59]. Chez I’homme comme chez la
souris, CRISP1 est sécrétée dans la lumiere du tubule épidi-
dymaire et est retrouvée a la surface des gametes dans des
localisations distinctes entre les deux modéles puisque chez
la souris, CRISP1 est située dans la région dorsale de 1’acro-
some alors que chez I’homme, CRISP1 est située dans le
compartiment post-acrosomal [60]. Deux populations de
protéines CRISP1 sont liées aux gameétes, une fraction majo-
ritaire qui présente une association labile et une fraction
minoritaire mais avec un accrochage solide. Le décrochage
de la fraction labile semble étre nécessaire a la capacitation,
ce qui a laissé suggérer que CRISP1 pouvait étre impliquée
dans la prévention d’un déclenchement trop précoce de la
capacitation lors du transit et du stockage épididymaire
[58,61]. En ce qui concerne la fraction mineure de CRISP1
solidement ancrée au gameéte, il a été montré qu’elle était
toujours présente sur le gaméte aprés la capacitation et
qu’elle migrait au niveau du segment équatorial pendant la
réaction acrosomique [60,62]. Ces observations suggérent
que CRISP1 pourrait aussi participer au processus d’inter-
action avec la zone pellucide de I’ovule et d’une fagon plus
générale a la fusion gamétique [60,62,63]. CRISP1 pourrait
ainsi étre une cible intéressante pour le développement d’un
contraceptif post-testiculaire [64]. La génération d’un
modéle murin invalidé pour CRISP1 a permis de préciser
plus avant I’étendue des fonctions de CRISP1. De fagon sur-
prenante, les souris Crispl-/- sont fertiles en monte naturelle
mais aussi en fécondation in vitro, avec des ovules présen-
tant un cumulus intact [65]. Cependant, les spermatozoides
des animaux Crispl-/- se sont révélés moins efficaces pour
féconder in vitro des ovules dépourvus de cumulus et des
ovules dépellucidés révélant que CRISP1 joue effectivement
un role dans I’interaction des spermatozoides avec la zone
pellucide [65,66].

Ainsi, avec ses roles : 1) d’inhibiteur épididymaire de la
capacitation et ; 2) de modulateur dans I’interaction primaire
avec la zone pellucide de I’ovule, CRISP1 offre deux possi-
bilités comme potentielle cible contraceptive. Dans une pre-
miére option, il serait possible de développer une approche
immunocontraceptive dans laquelle des anticorps anti-

CRISPI pourraient interférer avec la reconnaissance gamé-
tique. Alternativement, comme la stratégie choisie ci-dessus
pour EPPIN qui n’implique pas la réponse immune, il sera
possible de rechercher un composé pharmacologique qui
puisse interférer avec la fonction de CRISP1 dans la liaison
a la zone pellucide. Enfin, peut-étre encore plus prometteur
est d’interférer avec le role de CRISP1 dans la prévention de
la capacitation. La recherche d’un composé pharmacolo-
gique qui puisse inhiber cette fonction décapacitante de
CRISPI dans I’épididyme pourrait conduire a la production
de spermatozoides capacités prématurément.

P34H

P34H est, chez I’homme, une protéine spermatique localisée
au niveau de la coiffe acrosomale et acquise par les gamétes
lors de la maturation épididymaire, plus précisément lors du
passage dans le corps de I’épididyme [67,68]. P34H serait
impliquée dans I’interaction des spermatozoides avec la zone
pellucide de ’ovule [68]. P34H présente 71 % d’identité avec
une carbonyl réductase tétramérique appartenant a la famille
des déshydrogénases / réductases a chaine courte [68]. P34H
constitue chez ’homme un marqueur post-testiculaire de fer-
tilit¢. Le contenu en P34H de spermatozoides issus d’une
population d’hommes infertiles idiopathiques est significati-
vement moins élevé que dans un groupe témoin fertile
[69,70]. Une étude en double aveugle a aussi mis en avant
qu’il existait une corrélation positive entre la quantité de
P34H sur les gamétes males et le succes reproductif chez
des couples ayant recours a la fécondation in vitro [71]. De
facon a prouver le role joué par cette protéine dans la repro-
duction, son orthologue rongeur (P26h : « h » pour hamster) a
été étudié plus avant. Une approche immunocontraceptive a
été utilisée, soit avec la protéine P26h native ou avec une
protéine recombinante couplée a un porteur conventionnel :
MBP (Maltose Binding Protein). Des hamster males ont été
immunisés et ensuite croisés avec des femelles superovulées.
Une diminution de 20 a 25 % de la fertilité a été enregistrée
suite a ces protocoles [72]. Par ailleurs, le croisement de
femelles hamsters immunisées avec P26h a conduit a une
réduction significative du nombre de feetus viables chez celles
ayant un titre d’anticorps sanguin élevé [73]. Ainsi, si P34H
se comporte comme P26h, une stratégie immunocontracep-
tive pourrait éventuellement fonctionner. Une recherche
d’épitope immunodominant devra cependant étre menée, de
facon a augmenter ’efficacité contraceptive. De fagon éton-
nante, la littérature sur P34H et P26h comme cible contracep-
tive s’est tarie ces derniéres années.

SFP2

SFP2 pour « sperm flagellar protein 2 » est une protéine
candidate récente pour le développement d’une stratégie
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contraceptive post-testiculaire. SFP2 fait partie d’un petit
groupe de protéines spermatiques d’origine épididymaire
identifiées chez la souris via une approche combinée immu-
nologique et protéomique [74]. Un homologue humain a été
caractéris¢ [75]. Comme dans les cas précédents, la perti-
nence de SFP2 en tant que cible contraceptive a été testée
via des immunisations actives de souris males avec deux
peptides synthétiques de SFP2. Seul un des deux peptides
a permis de générer des titres élevés d’anticorps anti-SFP2
qui reconnaissent la protéine homologue sur les gametes
murins mais aussi les protéines orthologues humaine et de
rat [75]. Les analyses histologiques des testicules et des épi-
didymes des souris immunisées n’ont pas révélé de pertur-
bations des tissus. Les maéles immunisés présentent une
réduction trés significative de fertilité de ’ordre de 80 %
[75]. L’incubation de spermatozoides avec le sérum immun
anti-SFP2 permet d’obtenir une réduction significative de la
mobilité spermatique et de la viabilité sans pour autant
conduire a I’agglutination des gamétes. Le titre en anticorps
anti-SFP2 chez les animaux immunisés décline 22 semaines
aprés immunisation, et la fertilité des souris est alors com-
pletement restaurée [75]. Ces résultats sont encourageants et
font de SFP2 une nouvelle cible pour le développement
d’une approche immunocontraceptive.

Stress oxydant épididymaire et contraception.
La fin d’une piste

Un facteur récurrent dans beaucoup d’infertilités males est
I’observation d’atteintes oxydantes des gamétes. Stress oxy-
dant et infertilité masculine ont été liés dés les travaux pion-
niers de Thaddeus Man et de ses collaborateurs qui ont
observé une corrélation entre le contenu en lipides peroxy-
dés des spermatozoides humains et la perte de mobilité [76].
Cette observation a été par la suite corroborée par de nom-
breuses autres études [77-84]. Le fait que des antioxydants
comme ’alphatocophérol puissent restaurer la mobilité sper-
matique in vivo comme in vitro confirme que la peroxyda-
tion lipidique est une cause majeure de la perte de mobilité
des gamétes humains [85,86]. MacLeod (1943) [87] fut aussi
le premier & démontrer que I’incubation de spermatozoides
sous des tensions en oxygéne élevées conduisait & une perte
rapide de leur motilité et que celle-ci pouvait étre restaurée
par 1’addition de catalase suggérant que le peroxyde d’hy-
drogene est I’espece oxygénée réactive en cause. Ces résul-
tats ont depuis aussi été confirmés [88] et étendus puisque la
peroxydation lipidique induite par I’exposition au peroxyde
d’hydrogene ne cause pas seulement une perte de la motilité
des gametes mais altére aussi toutes les fonctions spermati-
ques qui dépendent de I’intégrité membranaire telles que : la
fusion avec 1’ovule et I’aptitude a déclencher la réaction
acrosomique [76,89,90]. Si on associe a ces observations le
haut niveau de protection antioxydante que 1’épididyme
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assure vis-a-vis des gamétes par la présence dans le fluide
d’antioxydants primaires enzymatiques et non enzymatiques
[91], il est logiquement venu a I’esprit que I’on pouvait peut-
étre exploiter cet aspect dans une visée contraceptive. L’idée
étant de recréer artificiellement ce qui semble étre une cause
naturelle répandue d’infertilité masculine. Le peroxyde
d’hydrogéne lui-méme ou des réactifs qui générent du pero-
xyde d’hydrogéne au contact des gameétes pourraient se réveé-
ler étre des agents contraceptifs efficaces. Etant donné que
I’exposition directe de spermatozoides au peroxyde d’hydro-
geéne perturbe leurs fonctions [92], ce composé pourrait tre
a la base d’un agent spermostatique topique. Une telle for-
mulation aurait I’avantage de combiner une action spermi-
cide et une action microbicide puisque naturellement la sté-
rilité vaginale est assurée par un pH faible et par du peroxyde
d’hydrogene produit par la microflore endogene.

Dans cette perspective attractive de contraception topique
via le peroxyde d’hydrogéne un écueil est néanmoins
apparu. Pour étre efficace, un agent spermostatique topique
devra agir trés rapidement sur des millions de spermatozoi-
des, ce que ne pourra accomplir le peroxyde d’hydrogéne.
Une alternative serait alors d’exposer les gameétes a un stress
oxydant pendant la descente épididymaire en altérant les
activités de protection antioxydante de 1’environnement
luminal. Une telle stratégie a été testée dans un modéle
murin invalidé pour un antioxydant primaire enzymatique
majeur (la glutathion peroxydase 5, GPx5) sécrété dans le
fluide épididymaire par 1’épithélium de la téte de 1’épidi-
dyme [93]. La plus faible protection antioxydante épididy-
maire chez les souris Gpx5-/- a conduit a des dommages
oxydatifs aux spermatozoides essentiellement visibles au
niveau du noyau spermatique [93]. De tels dommages n’af-
fectent pas la fécondation mais ont conduit a des défauts de
développements embryonnaires lorsque des males Gpx5-/-
agés ont été croisés avec des femelles sauvages [93]. Ce
résultat met en exergue un autre écueil d’une approche
contraceptive pro-oxydante épididymaire qui est que le
stress oxydant est associé¢ aux dommages a I’ADN du sper-
matozoide avec de possibles conséquences sur le développe-
ment embryonnaire et I’éventuelle transmission a la descen-
dance d’anomalies génétiques [93,94]. En écho a ces
observations en modéle murin, il est & noter que des niveaux
¢élevés de dommages a I’ADN spermatique ont été reliés
chez ’homme a des anomalies du développement embryon-
naire préimplantatoire, 1’augmentation des taux d’avorte-
ments précoces et 1’augmentation de la morbidité dans la
descendance illustrée par une fréquence accrue de patholo-
gies monogéniques dominantes, d’infertilité et de cancers
[95]. Dans un passé assez récent, deux avancées avaient per-
mis de comprendre certaines infertilités masculines sponta-
nées : les délétions du chromosome Y et le constat, déja cité
plus haut, que de nombreux cas d’infertilité male étaient
associés a des dommages oxydatifs aux spermatozoides.
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Bien que les mécanismes responsables de délétions sponta-
nées du chromosome Y chez les hommes infertiles ne soient
pas encore résolus, deux hypothéses sont mises en avant.
Une hypothése est qu’il y aurait des événements de recom-
binaison intrachromosomique dans la lignée germinale du
pére impliquant de larges blocs de séquences répétées [96].
Une autre hypothése serait que ces événements de recombi-
naisons surviendraient post-fécondation, quand I’ceuf
fécondé tente de réparer les dommages du noyau paternel.
Dans la premiére hypothese, les délétions du chromosome Y
seraient détectables dans les gamétes du pére, alors que dans
la seconde suggestion, les délétions ne seraient visibles que
dans la descendance male, les spermatozoides du pére ne
présentant alors qu’un taux élevé de dommages a I’ADN.
De tels dommages a I’ADN des spermatozoides sont trés
largement répandus chez I’homme et étroitement corrélés a
I’infertilité. L’étiologie de ces dommages est associée au
stress oxydant dans la lignée germinale [95]. Ainsi, les prin-
cipales causes d’infertilité male spontanée : délétion du chro-
mosome Y et atteintes oxydatives du noyau gamétique pour-
raient étre liées entres elles [97].

A la lumiére de ces développements et des conséquences
que I’induction d’un stress oxydant épididymaire pourrait
avoir sur les spermatozoides, une telle approche contracep-
tive a été abandonnée.

Une autre piste abandonnée :
interférer avec les capacités
des spermatozoides a réguler leur volume

Une des toutes premiéres observations d’une infertilité post-
testiculaire a été le phénotype « Dag » du nom du taureau de
la race Jersey affecté [98]. Les spermatozoides de cet animal
présentaient une angulation caractéristique de 180° du fla-
gelle a la jonction de la piéce intermédiaire et de la picce
principale. Un tel phénotype a ensuite €té retrouvé chez de
nombreux taureaux infertiles de différentes races ainsi que
chez des verrats, des chiens et des étalons [99]. Le phénotype
spermatique a été assez rapidement associé a des dysfonc-
tions de I’épididyme et fut la premiere démonstration qu’une
ou des altérations de la maturation épididymaire pouvait
résulter en une infertilité. Quelques vingt années plus tard,
un phénotype similaire (spermatozoides angulés + infertilité)
a été retrouvé dans plusieurs lignées de souris transgéniques
invalidées pour des génes exprimés dans la partie proximale
de la téte de 1’épididyme, le segment initial [99]. Ainsi, un
dysfonctionnement dans le segment initial de la téte de 1’épi-
didyme résultait en une infertilité associée a des déficiences
fonctionnelles des spermatozoides. L’exploration de ces
modeles transgéniques a montré que 1’angulation flagellaire
découle de I’incapacité des spermatozoides a réguler leur
volume dans des situations hypotoniques comme c’est le
cas lors de 1’¢jaculation et lorsqu’ils arrivent dans les voies

génitales femelles. Le gonflement qui en résulte est a I’ori-
gine de tensions membranaires qui générent 1’angulation
[100]. Les spermatozoides, comme n’importe quelle cellule
somatique, régulent leur volume par I’efflux d’osmolytes et
d’eau associée a ces derniers. Donc, si dans les modéles évo-
qués ci-dessus les spermatozoides n’arrivent plus a réguler
leur volume en situation hypotonique, c¢’est soit parce qu’ils
sont exposés lors de leur transit dans 1’épididyme déficient
de ces animaux transgéniques a une situation hypotonique
induisant la perte d’osmolytes, soit parce qu’ils ont une pro-
vision plus faible en ces osmolytes. L’osmolarité du fluide
épididymaire n’a pas été trouvée différente entre les animaux
controles et les animaux transgéniques. Par contre, le
contenu en différents osmolytes classiques (carnitine, tau-
rine, myo-inositol, glutamate) des spermatozoides des mode-
les transgéniques est réduit [101,102]. Ainsi, les provisions
en osmolytes assurées lors de la descente des gamétes dans
le tubule épididymaire [103] sont amoindries dans les mode-
les transgéniques. L’idée a alors émergé que si I’on pouvait
interférer avec 1I’apport épididymaire d’osmolytes aux game-
tes lors de leur maturation épididymaire ou bloquer le relar-
gage de ces osmolytes dans les situations hypotoniques aux-
quelles ils devront faire face, I’on pourrait éventuellement
s’approcher du contexte « DAG » ou de celui rencontré dans
les modeles murins transgéniques et ainsi induire une stéri-
lit¢. En théorie, ceci peut étre réalisé en : 1) bloquant la
sécrétion épididymaire d’osmolytes ; 2) bloquant I’import
de ces osmolytes dans les gamétes ou ; 3) bloquant I’efflux
de ces osmolytes hors des gamétes dans les situations hypo-
toniques post-¢jaculation. Les analyses a grande échelle du
transcriptome et du protéome épididymaire n’ont pas permis
de mettre a jour des enzymes et des transporteurs responsa-
bles de la sécrétion d’osmolytes qui soient spécifiques de
I’épididyme qui auraient pu étre ciblés pharmacologique-
ment. Par contre, concernant ’efflux d’osmolytes spermati-
ques dans des situations hypotoniques, plusieurs canaux
pouvant médier 1’export d’osmolytes ont été trouvés sur les
spermatozoides d’espéces variées incluant I’homme [104].
Malgré le fait que des inhibiteurs spécifiques de ces canaux
existent et qu’ils pourraient ainsi étre de bons candidats pour
une contraception post-testiculaire, aucun de ces inhibiteurs
ne présente d’effets irréversibles ou suffisamment longs dans
le temps pour répondre au critére d’efficacité requis. Cette
voie de recherche qui semblait prometteuse a 1I’origine n’est
plus au devant de la scéne aujourd’hui.

Conclusions

Bien que I’idée de cibler 1’épididyme et les modifications
qu’il induit sur les gamétes males pour le développement
de nouvelles stratégies contraceptives post-testiculaires et
non hormonales soit particulierement attractive, il faudra
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encore quelques années avant qu’un tel agent contraceptif
soit sur le marché. L’idée est apparue tot et a de solides fon-
dements qui sont essentiellement : plus faible innocuité liée a
I’absence d’interférence avec la fonction testiculaire et la
régulation hormonale complexe de 1’axe hypothalamogona-
dique, possibilité d’action plus rapide a la fois dans 1’acqui-
sition de la stérilité et la réversion de cette stérilité comparée
au blocage de la spermatogenése. Cependant, le manque de
connaissances fondamentales sur la physiologie de 1’épidi-
dyme des mammiferes, la masse critique de la communauté
scientifique internationale impliquée dans ce domaine et son
corollaire, le faible niveau des financements académiques et
privés pour soutenir les efforts des scientifiques et cliniciens
ont considérablement freiné la progression des connaissan-
ces dans ce secteur [105]. Ces dix derniéres années ont
cependant apporté beaucoup de nouveautés a 1’origine de
pistes trés prometteuses. Ceci a été rendu possible par I’arri-
vée des technologies d’investigation a grande échelle qui ont
permis d’identifier le transcriptome et le protéome épididy-
maires des mammiferes révélant ainsi un éventail de cibles
contraceptives potentielles répondant aux criteres de spécifi-
cit¢ d’expression et de possible ciblage pharmacologique.
Les progres récents ont aussi été rendus possibles par 1’im-
pulsion donnée par la constitution de réseaux de recherche
internationaux dans un partenariat public-privé unique. Pour
mémoire, le réseau AMPPA « Applied Molecular Pharma-
cology for Post-testicular Activity » soutenu de 1999 a 2007
par la Fondation Rockefeller (New-York, Etats-Unis), la
ESRF « Ernst Schering Research Foundation » (Berlin,
Allemagne) et le CONRAD « Contraceptive Research and
Development » (New-York, Etats-Unis) ont grandement sti-
mulé et facilité les interactions entre chercheurs s’intéressant
a I’épididyme et a ses fonctions en tant que cible contracep-
tive. Il est regrettable que de telles actions n’aient pas été
plus pérennes et que 1’industrie pharmaceutique se soit com-
pletement détournée de ce secteur. Pourtant, la croissance
démographique mondiale, le nombre alarmant de grossesses
non désirées a I’échelle de la planéte, le désir manifesté par
les hommes de prendre une part plus active et de partager le
contréle de leur fertilité et la plannification familale [3,106]
plaident pour une extension de I’offre contraceptive
masculine.

A la vue des derniers développements présentés ci-
dessus, il semble que I’immunocontraception avec cible
spermatique d’acquisition post-testiculaire soit une des stra-
tégies prisées. Les vaccins contraceptifs sont testés depuis de
nombreuses années et ce a plusieurs niveaux puisqu’ils peu-
vent cibler la production des gameétes (vaccins contre LH/
GnRH), les fonctions gamétiques (vaccins contre des antige-
nes spermatiques ou contre les protéines de la zone pellucide
de l’ovule) ou indirectement le zygote fécondé (vaccin
contre la hCG) (pour revue, voir : [107,108]). Néanmoins,
quelques écueils demeurent quant a la variabilité interindivi-

@ Springer

duelle des réponses immunes nécessitant le développement
d’approches plus élaborées. Des solutions sont en ligne de
mire avec : la sélection d’épitopes plus immuns sur les pro-
téines ciblées, ’utilisation de cibles combinées, le dévelop-
pement d’anticorps synthétiques de type scFv « single chain
variable fragment antibodies » [109,110] lesquels, dépour-
vus du fragment constant, minimisent certains versants de la
réponse immune anticorps-dépendante.

Les approches pharmacologiques directes qui viseraient a
inhiber des fonctions épididymaires de fagon a rendre les
gameétes non fécondants sont toujours en attente. Seule
EPPIN, abordée ci-dessus, offre a ce jour une alternative
intéressante a I’immunocontraception, puisque des compo-
sés organiques, qui ont la capacité de bloquer un des sites
d’action de la protéine (fixation de la séménogéline) résul-
tant en une inhibition de la mobilité des gamétes, sont en
cours d’étude [50].

Conflit d’intérét : 1’auteur déclare ne pas avoir de conflit
d’intérét.
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