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RESUME

Le développement de nouvelles stratégies contraceptives
est un enjeu économique important. L’épididyme, siége
de la maturation post-testiculaire des spermatozoides est
depuis peu sous les feux de la recherche comme un orga-
ne cible pour le développement de nouvelles approches
contraceptives chez les mammiféres. En effet, cet organe
dans lequel transitent et sont stockés les spermatozoides
(chez la plupart des mammiféres) est, de par ses différen-
tes fonctions un organe clé, dans I’acquisition du pouvoir
fécondant des gamétes males. Méme si, I'on est encore
loin d’appréhender toute la complexité des phénoménes
de sécrétion et de ré-absorption qui conduisent, au remo-
delage des spermatozoides et a I'acquisition de ses apti-
tudes a reconnaitre et a féconder 'ovule, des avancées
importantes ont été réalisées quant a la physiologie de
I’épididyme des mammiféres. Aprés un bref rappel des
activités de I'épithélium épididymaire, un apergu sera
donné des voies de recherches actuellement privilégiées
pour l’éventuel développement de futures stratégies
contraceptives post-testiculaires. Les cas d’infertilité ren-
contrés dans la récente génération de différents modéles
de souris transgéniques seront particuliérement mis en
exergue.

Mots clés : épididyme, contraception, spermatozoides,
modeles transgéniques, phénotype épididymaire

1. INTRODUCTION

La premiére question que lI'on peut se poser avant toute
chose est : y-a-t-il un besoin pour de nouvelles méthodes
contraceptives ?

Les prévisionnistes estiment en fonction des ressources et
des zones habitables de la planéte qu’il existe une limita-
tion a la croissance demographique que l'on s’accorde a
fixer autour de 8 a 8,5 milliards d’habitants. La population
mondiale, aujourd’hui estimée a 6 milliards d’individus, est
supposeée franchir cette barre des 8 milliards d’individus
d’ici 2050, avec le plus fort de cet essor démographique
dans les régions les moins développées et déja les plus
peuplées. Sur les 3 milliards de femmes constituant la
population mondiale, aujourd’hui, la répartition est de 60%
en Asie et 13% en Afrique, contre respectivement 13%, 9%
et 5% en Europe, Amérique latine et Amérique du Nord. |l
est estimé par ailleurs que dans les vingt prochaines
années le nombre de femme en age de procréer (cad
agées de 15 4 49 ans) augmentera de 30% passant de 1,4
milliards a 1,8 milliards. Les prévisions ne sont que des
extrapolations du passé et des tendances actuelles et, par
nature, elles sont donc incertaines. Cependant, certaines
prévisions sont moins incertaines que d’autres. Le constat
est donc clair et ainsi qu’il avait été ennoncé par John F.
Kennedy a l'occasion d’'une conférence sur la population
mondiale « Unless man halts population growth, popula-
tion growth will halt man ».

En termes de contraception, 40% des couples ne prati-
quent aucune contraception. Les principales raisons sont
d’ordre culturel, religieux ou liées a des problemes d'infor-
mation et des problémes financiers. Méme dans les pays
développés, le taux d’acceptation des contraceptifs hor-
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monaux oraux plafonne autour de 20%. Pour étre efficace,
les méthodes contraceptives hormonales sont basées sur
une application continue (prise journaliére ou implant per-
manent) alors que les femmes ne sont fertiles que quelques
jours par mois. Selon I'OMS, les naissances non désirées
et les avortements représentent 50% de toutes les gros-
sesses dans le monde. Par année, cela représente environ
220 millions de grossesses dont 38% ne sont pas désirées
et 22% finissent par une IVG. Aux seuls Etats-Unis, presque
la moitié des 6,3 millions de grossesses annuelles est le fait
de grossesses non désirées (1,4 million se terminant par un
avortement et 1,3 million donnant lieu a des naissances non
désirées) [source : Alan Guttmacher Institute, 1999].
Toujours aux Etats-Unis, presque la moitié des femmes ont
eu recours a au moins un avortement durant leur période
féconde [38]. Enfin, de par le monde on estime a plus de
200 000 le nombre de femmes mortes a la suite d’avorte-
ments.

Ces chiffres parlent d’eux-mémes et soulignent selon que
I'on soit industriel ou chercheur/professionnel de santé qu'il
y a un marché/besoin pour de nouvelles techniques contra-
ceptives et qu'il faut augmenter I'éventail des moyens
contraceptifs a la disposition des femmes et des hommes.
Les recherches se poursuivent donc vers I'élaboration de
nouvelles stratégies de contréle de la fertilité chez la femme
et chez 'homme. En complément des méthodes hormona-
les féminines actuelles, I'accent est porté sur I'induction de
changements locaux de 'ovaire par une approche non hor-
monale. En effet, l'action des contraceptifs hormonaux
oraux sur les centres cérébraux régulateurs des fonctions
ovariennes entraine des effets sur tous les organes répon-
dants aux hormones sexuelles (organes reproducteurs et
organes non reproducteurs). Une approche locale et non-
hormonale comme, par exemple, l'induction de modifica-
tions dans le dialogue permanent qui s'instaure au sein de
I'ovaire entre le follicule en croissance et, les cellules folli-
culaires qui entourent aurait, I'avantage de ne pas modifier
les taux d’hormones circulantes. De tels procédés n’au-
raient donc pas deffets systémiques et resteraient trés
physiologiques puisque le devenir naturel de 99% des ovo-
cytes dans I'ovaire est de ne pas ovuler. Les recherches se
tournent aussi vers le contréle des événements post-fécon-
dation en particulier, le contréle de l'implantation puisque la
aussi de fagon physiologique 70% des oeufs fécondés ne
s'implantent pas. Enfin, les recherches visent aussi a diver-
sifier 'offre de dispositifs/moyens contraceptifs : pillules,
minipillules, pillules du lendemain, spermicides, stérilets,
diaphragmes, éponges,...

Face a cet éventail de moyens féminins, il est clair qu'a
Fheure actuelle I'essentiel des méthodes de contraception
passe par fa femme. En effet, a ce jour il n’existe pas de
contraceptif male qui soit réversible et efficace. Cependant,
selon 'OMS, en dépit de cette absence de moyens & la
disposition des hommes, un tiers de toutes les méthodes
contraceptives utilisées dans le monde reposent sur une
participation masculine via l'usage des préservatifs, le
recours a la vasectomie et le coitus interruptus. Ceci souli-
gne la part active et grandissante de 'homme dans le
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contréle des naissances. Le préservatif connait une faible
acceptation, mais reste un acteur essentiel dans le schéma
contraceptif a cause de sa double action : contraceptif male
simple, fiable et peu onéreux et moyen de lutte efficace
contre les MST. Ces caractéristiques (simplicité, faible cot)
et le caractére incontournable de cet accessoire de préven-
tion dans les grandes épidémies actuelles (HIV) ont
d'ailleurs constitué et, continuent a constituer, un frein au
développement de nouveaux moyens contraceptifs.

Selon 'OMS, environ 60 millions d’hommes dans le monde
ont eu recours a la vasectomie. Ce chiffre n'est pas négli-
geable puisqu’il correspond a peu pres au nombre d’utilisa-
trices de contraceptifs oraux. La vasectomie a cependant
connu un succeés mitigé dans les pays développés en raison
de sa réversibilité problématique. En effet, dans environ
50% des cas, la réversion de vasectomie, quelle que soit la
qualité de l'acte chirurgical, ne s’accompagne pas d’un
rétablissement de la fertilité. Les raisons sont multiples et
non exclusives les unes des autres, les principales étant :
I'apparition d’anticorps anti-gamétes chez 'homme vasec-
tomisé, et une dé-différenciation irréversible des conduits
génitaux en 'absence de flux testiculo/épididymaire.

Devant cette offre trés limitée de moyens contraceptifs
masculins les recherches se sont tournées vers I'élabora-
tion de nouvelles stratégies contraceptives males. Le chal-
lenge est toujours le méme ; un contraceptif qu'it soit méle
ou femelle obéit au cahier des charges suivant. Il doit étre
acceptable par les deux partenaires, efficace, réversible,
agir le plus rapidement possible et ce, sans effet secondai-
re. Cependant, un contraceptif méale doit faire face a une
situation biologique particuliere qui est, de contrecarrer la
production de 70 millions de spermatozoides par jour. Au
moins cinq directions distinctes sont poursuivies a I'heure
actuelle. En clair, il s’agit soit d’inhiber la production de
spermatozoides, d'interférer avec les fonctionnalités des
spermatozoides, d’interrompre le transport des spermato-
zoides, de prévenir la reconnaissance ovocytaire et d'em-
pécher la pénétration d’'un spermatozoide dans un ovocyte.

D’une fagon logique, étant donné la similitude du contréle
des fonctions gonadiques chez la femme comme chez
'homme, et les acquis dans le domaine du contrdle hormo-
nal de la fertilité chez la femme, le terrain hormonal male a
été exploré en priorité. En effet, les hormones hypothalamo-
hypophysaires (LH, FSH), chez 'homme comme chez la
femme, gouvernent les fonctions gonadiques. Donc en
théorie, une modification hormonale systémique doit s’ac-
compagner chez 'homme de changements dans les fonc-
tions testiculaires ; c’est-a-dire : dans la production des
spermatozoides. Cependant, la chose n’est pas si simple
chez 'homme. En effet, la production continue d’'un nomb-
re élevé de spermatozoides (70 millions/jour) est un tout
autre challenge si I'on compare avec la maturation d'un
oeuf tous les mois chez la femme. Cette intense production
gamétique male est sous le contrdle permanent des gona-
dotropines et des doses importantes de stéroides sont
nécessaires pour perturber les fonctions testiculaires chez
I’'homme comparé a ce qui est nécessaire pour prévenir l'o-
vulation chez la femme. Par ailleurs, les effets secondaires




(impuissance, baisse de la libido) associés a l'inhibition des
fonctions testiculaires (production des spermatozoides
mais aussi de la testosterone) limitent I'intérét de I'approche
hormonale systémique pour le contrdle de la fertilité chez
'homme. D’autre part, la lenteur de la mise en oeuvre de
cette approche contraceptive, la production des gamétes
males se faisant sur une période de 60 a 70 jours chez
'homme, est une limitation supplémentaire. Malgré ces
contraintes, I'approche hormonale reste, a ce jour, la voie la
plus avancée et la plus explorée pour le développement de
contraceptifs méles.

A cbté de cette approche qui cible le testicule, siége de la
production des spermatozoides, d’autres approches se
tournent vers les événements post-méiotiques et post-testi-
culaires de la formation des gamétes. En effet, si les sper-
matozoides qui quittent le testicule sont structurellement
différenciés, ils ne sont cependant pas fonctionnellement
matures. Cette immaturité se manifeste en particulier par
leur incapacité a se mouvoir et leur incapacité a reconnait-
re et a pénétrer un ovocyte. Ces aptitudes cruciales pour la
fécondation sont acquises au cours du trajet des spermato-
zoides dans les voies génitales males. Le plus gros de cette
maturation post-testiculaire des spermatozoides est effec-
tué au sein de I'épididyme qui relie le rete testis et les
canaux efférents au canal déférent.

Il y a plusieurs avantages a considérer 'épididyme comme
un organe cible pour le développement de stratégies
contraceptives. Le plus important d’entre eux est de ne pas
interférer avec la spermatogenése et la production de tes-
tostérone puisque I'on ne cherchera ici qu’a inhiber les fonc-
tionnalités des gamétes. On peut espérer une action plus
rapide en termes de contraception puisque les maturations
épididymaires essentielles pour l'acquisition du pouvoir
fécondant sont acquises rapidement par les spermatozoi-
des (10 jours environ de transit épididymaire). La grande
complexité des modifications subies par les spermatozoi-
des au cours de leur maturation épididymaire, et pour cer-
taines de ces modifications leur spécificité et leur restriction
tissulaire offrent un large éventail de cibles pour le dévelop-
pement de drogues modifiant la fertilité. Il y a cependant un
écueil important, c'est la faible connaissance que nous
avons de la physiologie de I'épididyme et de la mécanique
moléculaire qui président aux modifications épididymaires
des spermatozoides. Longtemps considéré comme un tube
sans intérét par la communauté scientifique, I'épididyme
sort depuis peu de 'ombre. Preuve en est avec la constitu-
tion en 1998 d’'un réseau international d'étude de I'épididy-
me des mammiféres, le réseau AMPPA 1 (Application of
Molecular Pharmacology for Posttesticular Activity —Phase
1) sous I'égide des fondations Ernst Schering Research
(ESRF : Ernst Schering Research Foundation, Berlin) et
Rockefeller (New York). Ce réseau a été le premier groupe-
ment de recherche public/privé qui, dans un premier temps,
s'est attaché a accélérer les recherches fondamentales
engagées dans la compréhesion de la physiologie de I'épi-
didyme (voir Figure 1). Les premiers buts fixés ont été de
produire des outils moléculaires qui pourraient permettre
des analyses a grande échelle des fonctions épididymaires.
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C’est ainsi que durant le premier contrat ont été produites
des lignées de cellules épithéliales épididymaires en cultu-
res : lignées immortalisées par I'expression d’'un oncogéne
transformant et, des lignées de cellules spontanément
immortalisées [7, 63, 67]. Ces outils cellulaires étaient & ce
jour non disponibles pour I'épididyme des mammiféres et
I'absence de tels outils a considérablement freiné les
recherches concernant les génes et protéines exprimées
dans I'épididyme. Durant ce premier contrat ont aussi été
générés et exploités des modeéles de souris transgéniques
qui permettent d'appréhender certaines des fonctions épidi-
dymaires et d'ouvrir la voie vers d’éventuelles applications
contraceptives. Arrivé a son terme en février 2002 le réseau
AMPPA a été reconstitué en Juillet 2003 avec le support de
ESRF et du programme CONRAD (Contraception
Research and Development).

IIl. ’EPIDIDYME UN ORGANE MAJEUR POUR LA
FERTILITE OU UN SIMPLE TUYAU ?

Chez I'homme, I'épididyme est un tube, d’'une iongueur qui
avoisine les 7 métres, trés pelotonné, accolé a la face inter-
ne du testicule. Les spermatozoides qui sortent du testicu-
le via le rete testis et les canaux efferents entrent dans le
canal épididymaire, et sous I'action du flux et des contrac-
tions péristaltiques de I'organe, progressent le long de ce
canal avant d’étre stocké dans sa partie terminale. Chez
'homme, a la différence de beaucoup d'autres mammife-
res, le stockage épididymaire des spermatozoides est fai-
ble, ie canal déférent étant plutét impliqué dans ce stocka-
ge [10]. L'épididyme est entouré d'une capsule conjonctive
fibreuse et le tube épididymaire d’'une assise de muscles lis-
ses. Anatomiquement I'organe a été divisé en trois régions,
la téte, le corps et la queue épididymaires aussi dénom-
mées caput, corpus et cauda, aisément détectables de visu.
A cette subdivision anatomique est associée une subdivi-
sion plus fine de I'organe qui repose sur plusieurs critéres
[1, 2] (voir Figure 2) :

- la présence de cloisons conjonctives (septa) qui délimi-
tent des territoires & l'intérieur essentiellement de la téte
de l'organe,

- des différences dans la morphologie, dans la nature et
dans la distribution des cellules qui bordent le canal épi-
didymaire (cellules principales, cellules apicales, cellules
claires, cellules en halo, cellules basales),

- des différences fonctionnelles (sécrétions, réabsorptions,
stockage).

A I'observation, I'épididyme apparait donc comme un orga-
ne segmenté, régionalisé anatomiquement, histologique-
ment et aussi, fonctionneliement. En effet, il est vite apparu
qu'au cours de leur trajet dans I'épididyme, les spermato-
zoides acquiérent progressivement leur pouvoir fécondant
et leur aptitude a se mouvoir. Cette acquisition séquentielle
de propriétés fonctionnelles est liée aux activités séquen-
tielles de sécrétion et de réabsorption qui ponctuent I'épidi-
dyme de la téte vers la queue de P'organe. Ces événe-
ments, d’'une grande complexité, que 'on commence seu-
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Figure 2 : L’épididyme des mammi-
féres. Schéma et détails anato-
miques de I'organisation de I'épidi-
dyme des mammiféres.

La microscopie optique présentée
illustre I'organisation de Ia téte de
I'épididyme de souris. Les traits
gras indiquent la présence de cloi-
sons conjonctives (septa) qui sépa-
rent 'organe en sous territoires.
L’abréviation CE et les numéros
mentionnent respectivement les
canaux efférents et les différents
segments épididymaires de la téte
et du début du corps de I'épididy-
me.

L’organisation de I'épididyme des
autres mammiféres est proche du
modéle murin. D’'un mammifére a
lautre, des différences peuvent
porter sur le nombre et la taille des
sous territoires.



lement & appréhender font que les spermatozoides bai-
gnent dans un micro-environnement en perpétuel change-
ment tout le long de leur trajet épididymaire ; la composition
du fluide étant en tout point de I'épididyme la résultante des
activités locales de sécrétion et de réabsorption de i'épithe-
lium. Dans cet environnement changeant les spermatozoi-
des vont étre finement modelés. En particulier, on assistera
a des modifications de la membrane plasmique du sperma-
tozoide qui se traduiront :

- par l'acquisition de nouvelles protéines de surface,
- par la perte de protéines ou de lipides membranaires,

- par la modification de protéines membranaires existan-
tes par glycosylations différentielles, phosphorylation, ou
protéolyses ménagées révélant ou masquant des sites
fonctionnels,

- par des changements géographiques dans la répartition
de certains composés membranaires au niveau de la
téte du spermatozoide.

Enfin, les sécrétions épididymaires participent a la protec-
tion et a la survie (nutrition) de ces cellules trés différen-
ciées. En guise d'exemple, c'est au cours du transit épidi-
dymaire que vont se poursuivre les phénoménes de
condensation de 'ADN spermatique qui visent a protéger le
matériel chromosomique haploide de cette cellule pratique-
ment dépourvue de cytoplasme et dongc particulierement
vulnérable. Les sécrétions épididymaires protégent aussi
les gamétes males de I'attaque radicalaire car la composi-
tion particuliére de leur membrane plasmique, trés riche en
acides gras poly-insaturés, les rends susceptibles au stress
oxydant.

Régionalisation de I'expression des génes au sein de
I'épididyme.

La régionalisation anatomique et fonctionnelle de I'épididy-
me est de fagon logique retrouvée au niveau des activités
de syntheses protéiques et au niveau de I'expression diffé-
rentielle des génes correspondants. Ces trente derniéres
années plusieurs dizaines de protéines ont été montrées
comme s’exprimant de fagon ubiquiste ou régionalisée
dans I'épididyme des mammiféres. Seul un petit nombre de
génes correspondant a ces protéines ont été clonés et étu-
diés d’un point de vue moléculaire (voir pour revues : [22,
25, 42]). Enfin, peu de ces génes et de ces protéines se
sont révélés étre purement épididyme spécifiques, ce qui
en termes de notion de cible contraceptive potentielle est
une condition nécessaire. Pour certaines de ces protéines
des fonctions présumées ont pu étre associé. Cependant,
dans la majorité des cas il n'y a pas de preuves formelles
que la (ou les) protéine(s) au sein de I'épididyme remplis-
se(nt) la fonction qui lui (ou leur) avait été assignée dans un
autre tissu. La notion, de plus en plus fréquente, de la mul-
tifonctionnalité des protéines nous engage a rester prudent
s'agissant d’assigner une fonction a une protéine donnée
sur la seule base de son action prouvée dans un autre
contexte.

De ces études préliminaires des activités de synthése pro-
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téique et de I'expression différentielle des génes dans I'épi-
didyme des mammiféres, il ressort, que la téte de I'épididy-
me (caput) est qualitativement et quantitativement de loin le
territoire le plus actif en termes de génes et de protéines
exprimés. Cependant, ce territoire est aussi le pius com-
plexe et le plus souvent les génes et protéines trouvés
exprimés dans la téte de I'épididyme sont soumis a des
regulations complexes : spatiale, temporelle, hormonale et
aussi via des facteurs paracrines arrivant par le fluide testi-
culaire. Cette complexité des phénomenes de régulation
des fonctions épididymaires ne facilite pas la tache des
investigateurs et ne permet pas de dégager rapidement des
cibles claires pour le développement de stratégies contra-
ceptives épididymaires.

Treés récemment ont été entreprises des études globales
des génes exprimés dans I'épididyme des mammiféres via
I'utilisation de microarrays [36] ou/et de V'outil protéomique
[69]. Des approches différentielles ont été utilisées, de
fagon a faire ressortir les génes et protéines exprimés pré-
férentieliement dans certaines régions épididymaires, en
particulier au niveau des différents segments de la téte de
I'épididyme [36]. Ainsi, par exemple, sur les 15300 et
quelques génes trouvés exprimés dans I'épididyme murin
adulte seuls 123 ont été trouvés enrichis dans le segment
initial de la téte de I'épididyme [36]. Ce type d'étude va per-
mettre des avancées importantes dans la compréhension
de la physiologie de 'épididyme et donc des événements
qui conduisent a la maturation des gamétes. La quantité
phénoménale de résultats générés par ces approches
nécessite cependant beaucoup de temps avant de pouvoir
dégager des cibles pertinentes. Il sera aussi nécessaire de
mener de telles études en parallele chez 'homme fertile et
infertile. Celles-ci pourraient permettre de mettre en évi-
dence des défaillances naturelles du systéme de production
et de maturation des gamétes qui pourraient étre utilisées a
des fins contraceptives.

lll. COMMENT AGIR SUR L’EPIDIDYME ?

1. Contréle hormonal

L'épididyme achéve sa différenciation de fagon tardive,
post-natalement sous la montée des androgénes circuiants
et entrants dans 'organe a la maturité sexuelle. Il est clair
que la castration provoque une rapide inhibition des activi-
tés de synthése protéique épididymaire et une régression
marquée de la taille de I'organe. Cette régression est réver-
sible lorsque I'on supplémente en DHT, la forme active de
la testostérone. De ces constats, I'idée a émergé que I'on
pourrait perturber la maturation épididymaire par I'utilisation
d'anti-androgénes. Des études initiales menées chez le rat
ont révélé que 4 mois aprés I'implantation sous-cutanée de
capsules contenant un anti-androgéne (cyprotérone acéta-
te : 2 x 20 mg) I'architecture des épididymes était fortement
perturbée. Les spermatozoides prélevés au niveau de la
queue de I'épididyme des animaux traités étaient immobi-
les, morphologiquement anormaux et présentaient notable-
ment une diminution importante de leur charge en acide sia-
lique [51]. Ces incidences suggéraient que la maturation




épididymaire des spermatozoides était affectée sans pour
autant qu'il ne soit enregistré de variations notables au
niveau du poids et des activités sécrétoires des testicules et
des glandes accessoires. Aucune variation de comporte-
ment sexuel n'a par ailleurs été enregistrée chez le rat. Le
cyprotérone acétate est un anti-androgéne qui entre en
compétition avec la testostérone et la DHT pour occuper le
récepteur aux androgénes. A des doses plus importantes le
cyprotérone acétate peut inhiber la production des sperma-
tozoides au niveau du testicule. Le crypotérone acétate a
été utilisé 4 faible dose chez I'homme en essai clinique dés
le milieu des années 70 et a conduit a des altérations des
fonctions épididymaires. Cependant, méme a faible dose
des controverses existent quant a l'innocuité de cet anti-
androgéne aprés des traitements prolongés.

Suivant la méme idée des essais récents de contraception
post-testiculaire ont été tentés en insérant une membrane
siliconée imprégnée de levonorgestrel (progestin} sur la
crosse de la queue de I'épididyme de rats males [50]. Parmi
les animaux testés, un certain nombre se sont révélés infer-
tiles.

2. Le point sur les autres disrupteurs non-hormo-
naux des fonctions épididymaires.

A ce jour, la recherche de molécules agissant sur I'environ-
nement épididymaire (epididyme et/ou spermatozoides épi-
didymaires) sans affecter la régulation hormonale n'a pas
produit de candidats dont I'utilisation ne soit pas accompa-
gnée d'effets secondaires. Plusieurs molécules ont été et
sont encore a I'étude, parmi lesquelles on trouve : le gos-
sypol, la sulfasalazine, I'alpha-chlorohydrine et plusieurs
composés sucrés. En ce qui concerne le gossypol, les étu-
des sur les animaux modéles et chez 'homme ont montré
que le gossypol, un pigment jaune trouvé dans les graines
de coton, réduisait la fertilité sans induire de modifications
comportementales. Le gossypol agit en réduisant le conte-
nu en ATP du spermatozoide et de ce fait, réduit ie méta-
bolisme énergétique de la cellule, donc sa mobilité. Il n'est
pas sélectif de I'épididyme et agirait au niveau des mito-
chondries des spermatozoides testiculaires et épididymai-
res. A faible dose et, aprés exposition prolongée, un effet
sélectif (hypertrophie) sur 'épithélium de la queue de I'épi-
didyme a été remarqué [58, 66, 88]. Cependant, I'utilisation
du gossypol n'est pas exempte d’effets secondaires, le plus
important d’'entre eux en termes de pronostic vital mais
aussi le plus controversé étant, pour environ 10% des hom-
mes traités, linduction d’une hypokaliémie [54, 86].
L'induction d'une infertilité permanente aprés exposition
prolongée au gossypol a aussi été rapportée. A cause de
ces effets, I'attention des chercheurs s’est détournée, peut-
étre a tors, de I'exploitation du gossypol ou de formes déri-
vées du gossypol qui, & ce jour n'ont toujours pas donné de
résultats satisfaisants.

La sulfasalazine, un inhibiteur de la synthése des prosta-
glandines, provogue des anomalies réversibles de la
morphologie des spermatozoides (augmentation de volume
des tétes spermatiques). L'alpha-chlorohydrine, les imida-
zoles (ornidazole = agent antifongique contre les microor-
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ganismes aérobies, couramment utilisé en clinique dans les
infections du tractus génital), les diterpéne époxides (tripto-
lide : un multiglycoside extrait de la plante Tripterygium wil-
fordii [53]) et certains dérivés sucrés ont été testés pour leur
action contraceptive qui se manifeste dans la plupart des
cas sur les spermatozoides de la queue de I'épididyme [87].
Ces composés, interférent avec le métabolisme glycoly-
tigue (GAPDH) des spermatozoides et de ce fait perturbent
leur motilité. Comme pour le gossypol, ces diverses molé-
cules n’ont pas de spécificité stricte d’action sur I'épididyme
et entrainent aussi le plus souvent des dommages au
niveau du testicule. De méme, des effets secondaires
néfastes (infertilité irréversible, tératogénicité, mutageénicité,
neurotoxicité, néphrotoxicité...) accompagnent I'utilisation
de ces différentes molécules chimiques et limitent leur utili-
sation comme agents contraceptifs. L'ornidazole reste le
composé chimique dont l'effet sur la fertilité a été le plus
rapide et le plus efficace. Le développement de dérivés de
cette molécule dont la toxicité associée serait moindre et
I'efficacité renforcée de fagon a réduire les doses utilisées
pourrait étre prometteur.

A cbté de ces molécules chimiques, un élément simple
comme le cuivre est connu depuis longtemps pour exercer
un effet inhibiteur sur la mobilité des spermatozoides. Il est
proposé que le cuivre modifie le statut redox en augmentant
les dommages oxydatifs. L'extréme susceptibilité des
gametes males a I'attaque radicalaire peut expliquer I'effet
du cuivre observé dans la queue de I'épididyme ou la
balance redox est trés finement régulée, le spermatozoide
lui-méme étant producteur d’espéces oxygénées réactives
[3]. Le cuivre modifie aussi la consommation du glucose, ce
qui par voie de conséquence affecte la mobilité des sper-
matozoides. En raison de ces propriétes, le cuivre a été uti-
lisé en implants ou appareillages intra-utérins, et des essais
d'implants de cuivre a différents sites post-testiculaires du
tractus génital male ont été réalisés (la queue de I'épididy-
me, la lumiére du canal déférent, les vésicules séminales
ou au niveau du scrotum). Dans tous ces essais, la mobili-
té des spermatozoides a été abolie, mais la toxicité cellu-
laire du cuivre sur les tissus environnants et a distance fait
qu’il n’est pas possible d’utiliser cette méthode en continu
chez 'homme [61]. Connaissant :

- Ilimportance du zinc dans la physiologie du gaméte méle
et le réle antagoniste du zinc sur le cuivre,

- les liens complexes qui existent entre la vitamine E, la
vitamine C, le cuivre et le zinc dans la régulation du
stress oxydant et,

- les liens complexes qui existent entre le cuivre, le zinc et
les hormones stéroidiennes (testostérone et oestrogé-
nes),

il est peu probable que I'utilisation d'éléments traces tels

que le cuivre, le zinc et le sélénium ait un quelconque ave-

nir dans le développement de stratégies contraceptives épi-
didymaires.

3. Interférence avec des sécrétions majeures de I'é-
pididyme

Etant donné, que certaines activités de sécrétion sont




majeures et quelquefois spécifiques a I'épididyme des
mammiféres, il était logique de penser qu'elles pouvaient
étre importantes en termes d’acquisition du pouvoir fécon-
dant des gamétes males. Dans quelques cas de figure, la
disponibilité d’inhibiteurs spécifiques ou de compétiteurs a
permis de déprimer le fluide épididymaire de certains de
ces constituants. Ce fut le cas de la glucosidase neutre, une
enzyme hydrolytique spécifique de I'épididyme, et de la car-
nitine, une des protéines de faible poids moléculaire sécré-
tée par I'épididyme [20]. Les forts taux de sécrétion épidi-
dymaire de ces molécules (comme c'est le cas pour la plu-
part des sécrétions épididymaires) n'ont pas permis de
réductions dramatiques de ces deux molécules et par voie
de conséquence n’'ont pas eu d'effet important en termes de
réduction de la fertilité. Il est probable que cet état de fait
soit valable pour beaucoup des protéines sécrétées par I'é-
pithélium épididymaire.

4. Les modeéles d’infertilité associés a des phénoty-
pes épididymaires : des pistes éventuelles

Il existe peu de modéles naturels d’infertilité connus ayant
une origine épididymaire ou qui se manifestent par un phé-
notype épididymaire. Le plus connu, et aussi le plus ancien,
cas d'infertilité impliguant un disfonctionnement épididymai-
re sans perturbation des fonctions testiculaires est le « Dag-
defect » rencontré dans plusieurs espéces animales
domestiques (étalon, verrat, bélier) et rapporté initialement
par Blom en 1966 [13]. Au cours du transit épididymaire, les
spermatozoides des animaux Dag présentent un flagelle
recourbé ou en boucle, perturbant la mobilité et le déplace-
ment rectiligne de ces derniers [18].

De facon intéressante, ces derniéres années des cas d'in-
fertilité associés a I'observation de spermatozoides présen-
tant des phénotypes similaires ont été trouvés dans plu-
sieurs modéles distincts de souris transgéniques.

a) Le modéle c-ros

Le géne c-ros appartient a la famille des proto-oncogénes
codant pour une protéine membranaire a domaine intracel-
lulaire présentant un site catalytique a activité tyrosine kina-
se. La seule manifestation visible lorsque le récepteur
orphelin c-ros est invalidé chez la souris est trouvée chez
les homozygotes au niveau de la région proximale de la téte
de I'épididyme avec I'absence de développement du seg-
ment initial [64]. Ce phénotype épididymaire est aussi asso-
cié a une infertilité pour les homozygotes malgré une pro-
duction normale de spermatozoides et un comportement
sexuel normal. L'expression de c-ros n'est pas restreinte a
la téte de I'épididyme puisque au cours du développment c-
ros est exprimé avec des variations temporelles dans les
derivés Wolffiens, le rein, le poumon et l'intestin [65, 68].
Cependant chez l'adulte I'expression de c-ros n'est pas
maintenue dans les tissus non reproducteurs alors que I'ex-
pression de c-ros devient forte et est restreinte a la téte de
{'épididyme.

En paralléle a I'absence de différenciation du segment initial
de Ja téte de I'épididyme, les spermatozoides des souris c-
ros-/- présentent des flagelles angulés, in vivo comme in
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vitro, rappelant le phénotype du Dag-defect [83]. Des ana-
lyses comparées de la motilité des spermatozoides de sou-
ris sauvages et de souris c-ros-- ont révélé que ces der-
niers sont incapables d'atteindre I'oviducte [85]. Des analy-
ses plus fines de ces spermatozoides ont révélé que les
courbures flagellaires résultaient d’'une incapacité pour les
gametes des souris c-ros.-/- & réguler leur volume durant le
transit épididymaire [80, 83, 84]. L'angulation se manifeste
au niveau de la gouttelette cytoplasmique, a la jonction de
la piéce intermédiaire et de la piece principale [21].

L'importance de cette notion de régulation du volume du
spermatozoide a été confirmée chez '’homme. En effet, des
changements de morphologie et de taille ont été détecté par
cytométrie de flux et par microscopie sur des spermatozoi-
des humains traités par des agents bloquants des canaux
joniques (quinine). A une augmentation du volume des
spermatozoides traités par la quinine ont été associé une
réduction de la vélocité linéaire et une augmentation des
déplacements latéraux sans que la motilité générale ne soit
affectée. Les effets de la quinine ont pu étre aboli par les
ionophores potassiques, alors que I'absence de calcium n’a
pas entrainé de variation [82]. Ces résultats suggérent que
chez '’homme aussi les phénomeénes de régulation de volu-
me du spermatozoide sont importants pour [a motilité de ce
dernier et, qu'ils impliquent des canaux potassiques sensi-
bles a la quinine et indépendants du calcium. Ces canaux
ioniques pourraient étre des éventuelles cibles pour le
développement de stratégies contraceptives.

Trés récemment, une approche comparative des genes et
protéines dont I'expression est modifiée dans le modéle
souris c-ros a été publié [19]. Il est sorti de cette étude que
parmi plus de 70 transporteurs et canaux ioniques trouvés
exprimés dans la téte de I'épididyme murin, seuls 3 sont
régulés a la hausse et 6 a la baisse dans le modéle c-ros -
I-[19, 76, 78, 79]. Ces génes (par exemple : le transporteur
de glutamate [EAAC1], le transporteur de taurine [TauT] et
le canal a taurine [PLM], le co-transporteur & sodium-inor-
ganic phosphate [NaPi-lli]) deviennent donc de bonnes
cibles a explorer.

b) Le modéle GPX5-Tag2

Dans ce modele de souris transgéniques, I'antigéne T de
SV40 a été placé sous le contrdle d’'un fragment du promo-
teur d’un géne exprimé spécifiquement dans la téte de I'é-
pididyme, le géne codant pour la glutathion peroxydase 5
[25, 45, 62]. Cette lignée de souris, développée dans le
cadre du réseau AMPPA, a été générée avec deux objectifs
principaux.

Le premier objectif était d’établir un modéle de tumorisation
in vivo de I'épithélium épididymaire afin de développer a
partir des épithéliums hyperplasiques des lignées de cellu-
les épithéliales épididymaires immortalisées. Le deuxiéme
objectif qui a présidé a la génération de ces souris transgé-
niques était, d’appréhender les mécanismes moléculaires
qui protégent I'épithélium épididymaire de la tumorisation
primaire, les tumeurs primaires de I'épididyme étant, de
mémoire de cliniciens, rarissimes.




Le premier objectif a été atteint puisque a partir des épithe-
lia épididymaires hyperplasiques des souris GPX5-Tag2, de
nombreuses lignées de cellules épithéliales de différentes
régions de I'épididyme ont été dérivées [63] et sont mainte-
nant disponibles pour la communauté scientifique.
L'expression de I'antigéne T de SV40 dans les cellules prin-
cipales de I'épithélium épididymaire a conduit & une faible
prolifération cellulaire au niveau de la téte de I'épididyme
perturbant les fonctions de sécrétion et de réabsorption de
I'organe [45]. Associé a cette petite hyperplasie épithéliale
épididymaire, les spermatozoides des souris GPX5-Tag2
présentent une angulation prononcée de leur flagelle, un
phénotype qui une nouvelle fois rappéle le phénotype évo-
qué dans les animaux Dag et pour les souris c-ros-/- [45].
Les souris males GPX5-Tag2 homozygotes sont par ailleurs
infertiles. Des analyses, du méme ordre que celles évo-
quées plus haut, ont conduit & la conclusion que pour les
animaux GPX5-Tag2 les courbures flagellaires sont aussi
dues a des perturbations dans les capacités des spermato-
zoides a réguler leur volume au cours de la maturation épi-
didymaire [81]. Etant donné, que I'hyperplasie épithéliale
concerne essentiellement la téte de I'épididyme des ani-
maux GPX5 Tag-2 cela met I'accent sur I'importance de
cette région de I'épididyme dans les phénomeénes de régu-
lation de volume des spermatozoides.

Une hyperplasie épididymaire accompagnée d'une stérilité
maéle mais aussi du développement d’'une réponse inflam-
matoire a aussi été rapportée pour un modéle de souris
transgéniques dans lesquelles le protooncogéne H-ras a
été surexprimé [30]. H-ras code pour une protéine associée
a la membrane fixant le GTP dont on suppose qu'elle fonc-
tionne comme intermédiaire dans une voie de transduction
de signaux impliquée dans les processus de régulation de
la prolifération cellulaire [9]. Les spermatozoides de ces
souris n'ont pas été analysés plus avant d'un point de vue
morphologique et fonctionnel.

¢) Le modéle ApoER2

Le récepteur apoER2 est un membre de la famille des
récepteurs aux LDL (lipoprotéines de faible densité), et un
important régulateur de la migration neuronale. Il fonction-
ne au niveau des neurones comme un récepteur pour le
facteur de signalisation « reelin » et donne des indications
de position aux neurones en migration dans le cerveau en
développement. De fagon attendue, les souris déficientes
en apoER2 ont des anomalies dans la formation du cerveau
[77]. De fagon plus inattendue les souris méles apoER2-/-
se révélent infertiles [6]. Des analyses plus ciblées ont révé-
lé qu'apoER?2 est fortement exprimé dans le segment initial
de I'épididyme ou il affecte I'expression de la phospholipide
hydroperoxyde glutathion peroxydase (GPX4 ou PHGPX),
une protéine qui participe & la maturation des gamétes [70].
Dans les animaux KO pour apoER2, I'expression de GPX4
est réduite et corrélée a I'apparition de morphologies anor-
males des spermatozoides (au niveau de l'arrangement
des mitochondries autour de I'axonéme dans la piéce inter-
médiaire), d'immotilité et d’inaptitudes a réguler leur volume
[6]. De facon intéressante, chez 'nomme, une expression
insuffisante de GPX4 a été corrélée avec l'instailation d’'une
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infertilité reposant sur des atteintes morphologiques des
spermatozoides, en particulier au niveau de la piéce inter-
médiaire, et sur des anomalies dans la motilité rectiligne
[27]. Un ligand épididymaire potentiel pour ApoER2 serait la
clustérine (apolipotréine J = apoJ) sécrétée activement par
les cellules de la téte de I'épididyme [47] dont le réle dans
la maturation épididymaire des gameétes n'est pas précisé.
Megalin, un autre récepteur aux LDL permettant 'endocyto-
se de la clustérine, a été récemment trouvé exprimé dans
les cellules principales de I'épididyme [35, 48, 71].
Cependant, la clustérine/apo J seule ne permet pas d’expli-
quer le phénotype des souris apoER2-/-, car l'invalidation
du géne de la clustérine ne conduit pas a des effets nota-
bles sur [a fertilité male [8].

d) Les modéles des souris KO pour des récepteurs lipi-
diques

Trés récemment, nous avons exploré au laboratoire des
souris KO pour des récepteurs a des formes particulieres
du cholestérol. Parmi diverses manifestations phénoty-
piques notées chez les homozygotes invalidés pour 2 iso-
formes de ces récepteurs, une infertilité male qui augmen-
te au cours de I'4ge est a remarquer. L'analyse des épidi-
dymes de ces souris révéle des bouleversements majeurs
de I'épithélium des régions proximales de la téte de I'épidi-
dyme. En particulier, une dédifférenciation importante des
cellules principales qui perdent leur aspect de grandes cel-
lules sécrétrices fortement polarisées. Associées a ce phé-
notype, des accumulations de substances amorphes sont
retrouvées dans la lumiére de I'épididyme et des inclusions
lipidiques perturbent I'organisation de I'épithélium épididy-
maire. Les spermatozoides sont rares et systématiquement
décapités au niveau de la piéce intermédiaire. Les flagelles
présentent divers états de courbure rappelant une fois de
plus les désordres notés dans les modéles transgéniques
évoqués ci-dessus.

De fagon similaire, des souris hétérozygotes invalidées
pour le géne apoB [37] et des souris homozygotes invali-
dées pour le géne de la sphyngomyélinase acide [17] pré-
sentent des problémes dans le métabolisme des lipides
dans I'épididyme conduisant a des phénotypes d'infertilité
par baisse de la motilité des spermatozoides et apparition
de courbures flagellaires. Ces phénotypes communs chez
des animaux invalidés au niveau de génes importants pour
le métabolisme des lipides témoignent, une fois encore, de
I'existence de problémes dans les phénoménes de régula-
tion de volume des spermatozoides.

A noter aussi, le cas des souris KO pour le récepteur RXR}
qui présentent des accumulations de lipides dans les cellu-
les de Sertoli et dans les épithélia de la téte de P'épididyme,
associées a I'apparition de flagelles en boucles et d’ano-
malies d'enroulement des mitochondries autour de {'axe fla-
gellaire au niveau de la piéce intermédiaire [39].

IV. PISTES PRIVILEGIEES

Les observations relatées dans les paragraphes ci-dessus
mettent en avant le réle majeur jouer par la téte de I'épidi-




dyme et le segment initial dans les événements de la matu-
ration des spermatozoides. Les analogies des phénotypes
obtenues, avec en particulier la présence systématique de
courbures flagellaires plus ou moins prononcées associées
a des problémes de motilité et a I'apparition d'infertilite, mal-
gre la diversité des génes concernés, mettent en avant I'im-
portance des phénomeénes de régulation de volume dans
I'acquisition du pouvoir fécondant du spermatozoide (voir
Tableau 1).

Ainsi, une des pistes en cours d’investigation pour le déve-
loppement de stratégies contraceptives concerne I'étude
des canaux ioniques et des transporteurs d’osmolytes dans
I'épithélium épididymaire (ex : transporteurs ioniques, agqua-
porines, CFTR...). L'identification des molécules impliquées
est en cours et la recherche d'analogues ou d'inhibiteurs de
ces molécules est engagée.

Les phénotypes d'infertilité male trés proches, observés
dans les modéles de souris transgéeniques invalidées pour
des génes impliqués dans 'homéostasie lipidique, condui-
sent aussi a s'intéresser aux génes et protéines épididy-
maires impliqués dans ces mouvements de molécules. Une
recherche a donc été engagée, pour appréhender des
transporteurs et des transporteurs inverses lipidiques (cf les
transporteurs ABC ou molécules apparentées) qui pour-
raient étre des cibles pour I'action de molécules pharmaco-
logiques. |l est intéressant de constater au travers de ces
différents modeles transgéniques qu'il existe un lien entre
les mouvements de lipides dans la maturation épididymaire

des spermatozoides et les phénoménes de régulation de
volume des spermatozoides. Il est clair que les remodela-
ges lipidiqgues de la membrane plasmique des spermato-
zoides sont importants au cours de la maturation épididy-
maire. D’une fagon trés grossiére, le ratio
phospholipides/cholestérol de la membrane plasmique des
spermatozoides change de la téte vers la queue de I'épidi-
dyme dans le but d’augmenter les capacités fusogéniques
des spermatozoides en vue de la fécondation. Une altéra-
tion de ces modifications épididymaires de la composition
lipidique membranaire des spermatozoides, méme minime,
aurait sans aucun doute des effets néfastes en termes de
fécondation.

V. AUTRE PISTE PRIVILEGIEE : LA MODULATION
DU STATUT REDOX AU SEIN DE L’EPIDIDYME

Les spermatozoides entretiennent des relations particulié-
res avec les espéces oxygénées réactives (EOR) résuitant
du métabolisme de 'oxygéne chez les eucaryotes aérobies.
En effet, les spermatozoides, a cause de la composition
particuliére de leur membrane plasmique (riche en acides
gras polyinsaturés), sont particuli€rement sensibles a l'at-
taque radicalaire. De plus, le matériel nucléaire de cette cel-
lule haploide, transcriptionnellement inactive et, virtuelie-
ment dépourvue de cytoplasme est particulierement a
risque face aux dommages oxidatifs (effets mutagénes des
EOR). Il est donc logique de trouver dans 'environnement
des spermatozoides une protection efficace contre les
dommages radicalaires.

Tableau 1 : Caractéristiques des différents modéles de souris transgéniques pour lesquels un phénotype épididymaire

associé a une infertilité male ont été rapportés.

c-ros GPX5-Tag2 | ApoER2 Chol ApoB RXRB
Protéi Récepteur | Surexpression
rotem?s Orphelin Oncogene Récepteur |  Récepteurs LDL Récepteur
concernces Tyrosine | Transformant LDL cholestérol Acide rétinoique
kinase Ag T SV40
Expression Oui NA Oui Oui NT Oui
épididymaire Caput Caput Caput Toutes régions
SI ST
Hyperplasie Destructuration
Phénotype | Absence yper RA SI+SII NT | Accumulation de
SR . seogment faible S ..
¢pididymaire o aput Inclusions lipides
initial capu lividi
ipidiques
Phénotype Courbures flagellaires
spermatozoide Mobilité affectée
TImpact infertilité
Spnnenbep Lahti et al., Andersen et al., Soumis Huang et al., Kastner et al.,
Référence Rmﬂ;ma{zﬁgjr [45] {6] {37} {39}
et al.,

NA: non applicable (expression artificielle d’un oncogéne qui ne s’exprime pas normalement); NT: non testé,
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C'est particulierement le cas dans I'épididyme qui exprime
un nombre important d’'enzymes impliquées dans le recy-
clage des espéces oxygénées réactives. En effet, outre la
glutathion peroxidase cytosolique (GPX1) qui est exprimée
de fagon ubiquiste dans tous les tissus, I'épididyme des
mammiféres exprime la glutathion peroxydase plasmatique
(GPX3), la glutathion peroxidase d’hydroperoxide de
phospholipide (GPX4) et la glutathion peroxydase 5
(GPX5). Peu de tissus, sinon aucun, expriment autant d’en-
zymes antioxidantes de la famille des GPX. Ces enzymes,
comme la catalase, recyclent le peroxyde d’hydrogéne issu
du fonctionnement de la superoxide dismutase (SOD).
Contrairement a la catalase, les GPX agissent a des doses
physiologiques de substrat et sont plus versatiles puisque,
outre H202, elles peuvent aussi métaboliser différentes
molécules complexes peroxydées. Elles peuvent donc a la
fois recycler le peroxyde d’hydrogéne et réparer certains
des dommages oxydatifs causés aux molécules complexes
dans les cas ol un déplacement de I'équilibre autoriserait
une accumulation d’'H202 et la formation de I'agressif radi-
cal hydroxyle au travers des réactions couplées de Fenton
et d’'Habberweiss.

Toutes ces GPX épididymaires ne sont pas exprimées dans
les mémes proportions ni dans les mémes territoires. GPX1
et GPX3 sont toutes deux exprimées a un faible niveau et
restent cytosoliques dans les cellules principales de I'épidi-
dyme. L'expression de GPX3 augmente de la téte vers la
queue de I'épididyme. En ce qui concerne GPX4, il existe
un transcrit épididymaire de GPX4, distinct du transcrit tes-
ticulaire codant pour une protéine a localisation cytoplas-
mique, alors que la protéine testiculaire est exprimée au
stade spermatide et est adressée aux mitochondries du
spermatozoide [43]. GPX4 n’est pas restreinte au testicule
et a I'épididyme, puisqu’on retrouve la protéine, dans sa
forme somatique, exprimée de fagon significative dans : le
rein, le coeur, le muscle lisse, le foie, le cerveau et la rate.

GPX5 est la seule GPX qui soit majoritairement exprimee
dans I'épididyme, restreinte a la téte de I'épididyme et
sécrétée dans la lumiére du canal épididymaire [72].
Quantitativement, GPX5 est la GPX majoritaire de I'épidi-
dyme représentant a elle seule plus de 90% des messagers
GPX exprimés dans I'épididyme [72]. Une fois sécrétée, la
protéine est retrouvée associée aux spermatozoides au
niveau de I'acrosome [44, 72]. Autre particularite, GPX5 est
la seule GPX animale qui soit dépourvue de sélénium dans
son site actif [74], toutes les autres GPX animales étant des
sélénoprotéines pour lesquelles il a été démontré que I'ab-
sence de sélénium dans le site catalytique sous la forme
d’une séiénocystéine reduisait grandement I'activité de I'en-
zyme [46]. Malgré cette séléno-indépendance GPX5, peut
métaboliser 'H202 in vitro comme in vivo [74, 75], ce qui
suggére qu'elle pourrait en partie agir comme une véritable
enzyme antioxydante pour le spermatozoide. Sa localisa-
tion membranaire sur le gameéte male permet de supposer
qu'elle pourrait protéger la membrane plasmique du sper-
matozoide de l'attaque radicalaire. Outre son accrochage
membranaire aux spermatozoides, GPX5 a aussi été
détectée libre dans le fluide épididymaire et associée a des
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vésicules apocrines de sécrétion appelées épididymoso-
mes dont on suppose qu’elles constituent des intermédiai-
res de transport et d’échanges de molécules entre les sper-
matozoides et I'épithélium épididymaire [56, 57].

Enfin, I'épididyme des mammiféres est aussi le siége d’'une
activité indoleamine dioxygénase (INDQ), une enzyme anti-
oxydante particuliere peu représentée dans les autres tis-
sus a I'exception de l'intestin, dont la tache est de métabo-
liser I'anion superoxide en le complexant sur du tryptopha-
ne, court-circuitant ainsi I'action des enzymes ubiquistes de
type superoxide dismutase (SOD). Ainsi, la couverture en
enzymes antioxydantes de I'épididyme et des spermatozoi-
des est particulierement importante suggérant qu’il faille
maintenir un contréle étroit des concentrations en especes
oxygénées réactives au voisinage des gametes méles. Ceci
est en accord avec la fragilité reconnue des spermatozoi-
des face a I'attaque radicalaire.

De fagon surprenante, si les gamétes males craignent les
effets délétéres des EORs, ils sont connus pour étre eux-
mémes de bons producteurs d’'EORs [5, 34]. Une aclivité
membranaire de type NADPH-oxydoréductase génératrice
d’anion superoxide a été trouvée associée au spermatozoi-
de [73]. Lenzyme impliquée dans cette génération ’EOR au
niveau de la membrane plasmique des spermatozoides est
en cours de purification. L'ambiguité réside dans le fait que
si le spermatozoide est fragile et craint I'attaque radicalaire,
pourquoi serait-il équipé d’'une enzyme générant de telles
espéces radicalaires. La réponse est probablement dans le
fait que les EORSs et, plus particuliérement I'anion superoxi-
de et I'H202, sont des signaux indispensables a la mise en
route de voies de transduction activant des phosphorylations
sur des résidus tyrosines de protéines membranaires
conduisant a la capacitation. En effet, la maturation ultime
du spermatozoide (ie : la capacitation) qui précéde la réac-
tion acrosomique et la fécondation, requiert un double signal
d’activation assuré par une indissociable augmentation de la
concentration intracellulaire en AMPcyclique et une aug-
mentation de la concentration en H202 [4, 24].

A la lumiére de ces observations, il est clair qu'un contréle
étroit du statut redox doit étre fait sur 'environnement intra-
et extra-cellulaire des spermatozoides. L'abondant équipe-
ment enzymatique antioxydant de I'épididyme et du sperma-
tozoide est sans nul doute le reflet de ce contréle étroit.

De fagon intéressante, dans de nombreux cas naturels d’in-
fertilité masculine associés a une baisse du nombre de sper-
matozoides (oligozoospermie) on enregistre en paralléle
une montée du statut redox du fluide séminal et/ou de I'en-
vironnement épididymaire. Une controverse existe quant a
savoir si cette dérégulation de la balance redox est une
cause ou une conséquence de l'infertilité ou liée a I'établis-
sement d’un état inflammatoire avec infiltration de leucocy-
tes, producteurs d’EORs.

Dans l'objectif de développer des stratégies contraceptives
nouvelles I'idée serait de déplacer la balance redox de I'en-
vironnement épididymaire soit en agissant sur les enzymes
anti-oxydantes, soit en agissant sur la production d'EORs
par les gamétes. Dans cette optique, sur le volet équipement




antioxydant de I'épididyme et du spermatozoide, la cible de
choix est la GPX5. En effet, c'est la seule GPX qui soit spé-
cifique de I'épididyme et exprimée de fagon importante dans
la téte de 'épididyme. Par ailleurs, GPX5 est retrouvée fixée
ala membrane plasmique de la téte des spermatozoides, au
voisinage de I'acrosome et, on a pu monter que malgre |'ab-
sence de sélénium dans son site catalytique, elle pouvait
fonctionner comme une véritable enzyme anti-oxydante et
de ce fait protéger les gamétes des dommages radicalaires
[74, 75]. La protéine GPX5 de souris est en cours de puirifi-
cation afin d’analyser de fagon fine ses caractéristiques bio-
chimigues dans le but de trouver des inhibiteurs spécifiques.
Une méme approche est en cours afin de caractériser la pro-
téine de la membrane plasmique du spermatozoide respon-
sable de la production d’'EORs. Le « design » d’inhibiteurs
spécifiques de cet enzyme ou de molécules qui pourraient
stimuler son activité pourraient conduire a soit inhiber la
capacitation, soit augmenter le stress radicalaire dans I'envi-
ronnement épididymaire.

V1. LES EPIDIDYMOSOMES : UN MOYEN DE
CIBLER LES SPERMATOZOIDES ?

Dans tous les cas de figures, si une molécule a action
contraceptive au niveau épididymaire pouvait étre finalisée,
par quels moyens peut-on spécifiquement la délivrer & or-
gane concerné ? Si la molécule est hautement spécifique
d’'une sécrétion ou d’'une activité épididymaire, la voie sys-
témique pourrait-&tre utilisée. Cependant, I'implant épididy-
maire, parce qu'il permet de limiter les quantités de molé-
cules actives & utiliser reste la solution la plus évidente.
Dans cette optique d’adressage épididymaire et d’adressa-
ge au spermatozoide d’'une molécule donnée, les vésicules
de sécrétion apocrines ou aposomes (épididymosomes,
prostasomes, vésiculosomes,...) qui ont récemment été
identifiées au niveau des épithélia des tissus du tractus
génital male, pourraient donner des idées quant a la nature
des véhicules & utiliser (voir pour revues, [56, 59]). En effet,
il est supposé que ces véesicules de sécrétion interagissent
en permanence avec les spermatozoides, échangeant avec
ces derniers différents composants lipidiques et protéiques.
C’est de cette fagon que I'on explique la présence sur le
spermatozoide de protéines épididymaires dépourvues de
signal peptidique de sécrétion. La maitrise de la composi-
tion membranaire et interne de ces vésicules de méme que
de leur mode de formation pourra donner des informations
utiles pour le développement de potentiels vecteurs de
transfert.

VII. IMMUNOCONTRACEPTION

Trois approches essentielles sont poursuivies a I'heure
actuelle. Une approche post-fécondation et des approches
qui s'intéressent aux gameétes males et femelles.

1. Vaccins anti-hormone chorionique gonadotrope
(CG)

Une des premiéres approches envisagées a consisté a
induire une réponse immune contre I'hormone chorionigue
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gonadotrope (CG). En effet, la CG constitue une cible privi-
Iégiée pour I'élaboration de vaccins contrélant la fertilité
puisque c’est 'une des toutes premiéres molécules produi-
tes aprés la fécondation. Les ARN messagers correspon-
dant aux sous-unités alpha et béta de cette hormone dimé-
rique sont détectables dans les quelques heures qui suivent
l'implantation, dés le stade 4-8 cellules [14]. Cette observa-
tion suggérait qu'un vaccin anti-CG pourrait prévenir I'im-
plantation, donc la grossesse.

En 1974, un premier vaccin anti-CG dirigé contre la sous-
unité B couplée a l'anatoxine tétanique a été développé
chez le babouin par le groupe de Talwar (New Delhi, inde).
Les premiers essais chez la femme [60] ont été réalisés en
1976 dans plusieurs pays (dont pour I'Europe : la Finlande
et la Suéde). Par la suite, des vaccins ont été élaborés cont-
re différents peptides contenus dans la CG (en particulier
dans la sous-unité 3) couplés aux toxines diphtériques ou
tétaniques (pour revue voir : [23]). Les essais cliniques ont
révelé que de telles préparations sont capables de stimuler
la production d’anticorps anti-CG. Cependant, I'immunogé-
nicité des peptides utilisés reste faible ce qui conduit dans
la plupart des cas a des réponses anticorps faibles. Par
ailleurs, les conséquences a long terme d’'une telle immuni-
té en terme de sécurité et d'efficacité ne sont a I'heure
actuelle pas connues. Etant-donné ['étroite conservation
des séquences amino-acides des polypeptides hormonaux
(CG, LH, FSH, TSH) chez les mammiféres, il est difficile
d’'envisager par cette approche le développement d’une
immunité présentant une forte spécificité de cible et d'espe-
ce. Pour résoudre le probléme de faible immunogeénicité le
groupe de Bellet [12] a eu recours & des peptides disconti-
nus de la CG (formés d’acides aminés placés en proximité
étroite lorsque la chaine polypeptidique adopte sa confor-
mation spatiale). En effet, de tels peptides dits conforma-
tionnels sont en théorie plus immunogénes. La détermina-
tion de sites antigéniques conformationnels passe par la
connaissance de la structure tridimensionnelle des poly-
peptides natifs.

2. Les vaccins anti-gameétes

Le développement de vaccins anti-gametes a fait 'objet de
multiples études coordonnées pour une grande part par
I'Organisation Mondiale de la Santé. L'intérét potentiel de
tels vaccins réside dans leur mode d’action puisqu’ils agi-
raient avant la fécondation.

De fagon bréve, les approches consistent & provoquer une
réponse immune contre des antigénes de surface spéci-
figues des gameétes méles (membrane plasmique du sper-
matozoide) ou femelles (zone pellucide entourant I'ovocy-
te). De nombreux résultats cliniques et expérimentaux sup-
portent ces stratégies (pour revues voir : [28, 32]). Si les
antigénes ciblés sont spécifiques d’'une espéce donnée ces
approches permettent d’envisager le développement de
vaccins contraceptifs spécifiques. L'essentiel des travaux
expérimentaux actuels vise a identifier les antigénes de sur-
face des gamétes males et femelles [40, 41] et a tester leur
participation dans la reconnaissance gamétique au cours
de la fécondation.




3. Vaccins dirigés contre les protéines du spermato-
zoide

Les protéines de la membrane plasmigue des spermatozoi-
des offrent la possibilité théorique de pouvoir générer chez
la femelle des anticorps contre les gamétes males et chez
le male des anticorps contre ses propres gametes. Parmi
les antigénes de surface des gamétes males, testés expé-
rimentalement en laboratoire sur des organismes modéles,
peuvent étre mentionnés de fagon non exhaustive:

- la protéine FA-1 (fertilization antigen 1) de rat. Une seule
injection d’anticorps anti-FA-1 & des rates réduit la fertili-
té des animaux injectes [49] ;

- la lactate deshydrogénase C4 (LDH-C4), un isozyme de
la LDH trouvé exclusivement dans les gameétes males.
Des études ont montré que des immunisations de lapins,
souris ou babouins contre la LDH-C4 reduisait la fertilité
des animaux immunisés [31] ;

- la protéine épididymaire P26h de hamster qui interagit de
fagon espece spécifique avec une glycoprotéine de la
zone pellucide de 'ovocyte de hamster. L'immunisation
d’hamsters males par P26h a conduit & une réduction
importante de la fertilité [11] ;

- les protéines testiculaires humaine et de primates SP-10,
produites en systéme bactérien, ont conduit chez les ani-
maux immunisés a I'élaboration d'anticorps capables de
réagir avec la protéine SP-10 native extraite de sperma-
tozoides humains [29, 55] ;

- la protéine PH20 de cochon d’Inde qui a permis d’indui-
re une infertilité élevée aprés une injection unique a fai-
ble dose a des méles [52] ;

- la protéine épididymaire DE de rat qui, aprés injection a
des rats réduit significativement la fertilité des animaux
immunisés [26] ;

- la protéine SP56 de souris, qui apres avoir été clonée
dans un vecteur d’expression bactérien, a été injectée a
des souris femelles et a conduit a I'élaboration d'un anti-
corps polyclonal réagissant avec I'acrosome des sper-
matozoides murins. Limmunisation intra-péritonéale de
souris femelies suivie de 3 & 5 rappels a été accompa-
gnée d’'une réduction significative du nombre d’animaux
par portée [33].

Les antigénes de surface des gamétes méles ou femelles

cités ci-dessus ont tous fait I'objet de tests expérimentaux

en laboratoire sur des animaux modéles. A ce jour, peu
d'antigénes ont été utilisés en tests pilotes sur des animaux
sauvages ou d’élevages, trés peu de chose ont été envisa-
gées chez 'homme mis a part un essai clinique engagé sur

I'équivalent humain de la protéine de hamster p26h (voir

plus haut) qui chez I'homme est identifiée sous le nom de

p34H. La quantité de p34H sur les spermatozoides ayant

au préalable été corrélée a la fertilité chez 'homme [15, 16].

VIIl. CONCLUSIONS

Bien que I'on soit encore loin de pouvoir disposer de
contraceptifs a action post-testiculaire, I'épididyme de
par sa position et son importance dans les processus
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de la maturation des spermatozoides, est une cible de
choix. Les analyses des phénotypes épididymaires
associés a des infertilités dans les récents modéles de
souris transgéniques évoqués ci-dessus et la poursui-
te de telles investigations vont trés certainement per-
mettre de dégager de multiples pistes pour I'élabora-
tion de molécules a action contraceptive. De la méme
facon, dans un avenir proche, les approches géno-
miques et protéomiques globales appliquées a I'épidi-
dyme de I’homme fertile et infertile permettront de
dégager des cibles certaines. La téte de I'épididyme ou
caput est le territoire qui semble le plus important dans
les processus de maturation des spermatozoides. Si
les activités sécrétoires épididymaires ont jusqu’ici eu
la primeur, il semble que les capacités de réabsorption
et d’échanges de lipides et de petits métabolites soient
tout aussi importantes. Enfin, les recherches concer-
nant les vaccins antigamétes sont aussi a poursuivre
puisqu’il apparait clair maintenant qu’au niveau de la
queue de I'épididyme (ou cauda) la barriére hémato-
épididymaire ne soit pas aussi stricte qu’on le pensait
initialement, permettant ainsi I'apparition d’anticorps
anti-gamétes chez le male.
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ABSTRACT

Epididymal contraception: state of research
and prospects

Joél R. DREVET

The development of new contraceptive strategies is a
major economic challenge. The epididymis, the site of
post-testicular maturation of spermatozoa, has recently
become the subject of research as a target organ for the
development of new contraceptive approaches in mam-
mals. The epididymis, which transports and stores sper-
matozoa (in most mammals), is a key organ, due to its
various functions, in the acquisition of the fertilizing pro-
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perty of male gametes. Although the complex phenomena
of secretion and reabsorption leading to remodelling of
spermatozoa and acquisition of their capacity to recogni-
ze and fertilize the ovum are far from being fully elucida-
ted, major progress has been made concerning the
physiology of the mammalian epididymis. After a brief
review of the activities of epididymal epithelium, the
authors discuss the main lines of research for the deve-
lopment of future post-testicular contraceptive strategies
with particular emphasis on the cases of infertility encoun-
tered in recent generations of various models of transge-
nic mice.

Key words: epididymis, contraception, spermatozoa, transge-
nic models of post-testicular infertility




