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Mécanismes physiologiques de la fécondation

La régulation des fonctions gonadiques :

Hypothalamus

GnRH

Hypophyse

FSH et LH

Gonades
Spermatogénese chez le male
Folliculogénese chez la femelle

La fécondation

Capacitation des spermatozoides

Fixation primaire par la GalTase sur la ZP3

Fixation secondaire par les CAM sur la ZP2
(PH-20)

Induction de la réaction acrosomique
(récepteur spermatique sp56 ou sp 95)

Réaction acrosomique
(Hyaluronidase, -N-acétylglucosidase, acrosine)

Reconnaissance et fusion membranaires
(PH-30)



Antigenes candidats pour 'immunocontraception

- GnRH : Intérét chez le male et la femelle

- Antigenes basés sur les spermatozoides : (cobaye =
ecureuil gris)

Sélection de I’antigéne :

- jouer un rGle clef dans le processus de fécondation

- @tre spécifique des spermatozoides et ne pas étre
exprimé au sein des tissus somatiques

- composant de la surface externe du gamete

- hautement immunogene ou pouvoir le devenir apres
manipulation

- le géne codant pour I’antigene doit pouvoir supporter
des manipulations moléculaires

- Antigenes de la zone pellucide :
Chez latruie : les oligosaccharides N-lies de ZP3a,
et une petite partie de ZP3p

A I’heure actuelle on utilise I’intégralite de la protéine ZP3
porcine



Réponse immunitaire:

Deux problémes :
- Effets secondaires
- Faiblement immunogéne

Antigéne brut ;

- hautement immunogene mais nombreux effets
secondaires
- Influence de la pureté, dose, durée
- Epitopes induisant une réponse des cellules T a la
surface de la ZP
Antigene purifié : faiblement immunogene

Stratéqgies pour augmenter la réponse immunitaire :

- Stimulation du systeme immunitaire local geénital
- Neécessité d’adjuvants pour arriver a un titre éleve en
anticorps

Cytokines : détermine a la fois le type et I’amplitude de la

réponse immunitaire (RI1 5 a 10 fois plus élevée)
Cytokines de types 2 sécrétées par les cellules Th2 :
IL-4 : facteur d’orientation de la RI
IL-5 et IL-6 : jouent un role important dans I’activation

antigénique des cellules B productrices d’IgA au niveau local




Résultats actuels

- faible pouvoir immunogene

- variations individuelles

- application pratique parait actuellement difficile
- adjuvants

- protéines porteuses

PH-20:

- Efficacité chez le male et la femelle
- Immunisation réversible et sans effets secondaires
- Inefficace chez le lapin

pZP3 .

- Absence de spécificité d’espece
- Efficacité / securité sur le long terme
(Kirkpatrick, 1995)



Intéréts et perspectives de I’ immunocontraception

Chez les animaux de compagnie : Intérét limité pour PH-20 et
pZP

Chez les animaux de rente :

- diminution de I’odeur sui generis des carcasses de verrat

- réduire le comportement agressif des animaux pour la
mise en lot

- Amélioration de la qualité de la viande

Gestion de la faune sauvage :

Aucune alternative actuelle
Choix de la voie d’administration :

- utilisation de la voie injectable

- utilisation de microorganismes infectieux recombinants
utilisation de wvaccins immunocontraceptifs par voie
orale : systemes viraux végéetaux recombinants/ plantes
transgeniques



Introduction :

chimique
Modes de contraception actuels :

chirurgicale

Définition immunocontraception




Conclusion :

- Reésultats encourageants
Pas applicable a court terme
Nombreux débouchés
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Si la contraception est un théme largement abordé en médecine humaine, la maitrise
de la fonction génitale est également un motif de consultation fréquent en médecine
vétérinaire. L’objectif peut étre soit d’empécher la reproduction, soit de supprimer la synthese
de stéroides, en raison de leurs effets sur les tumeurs, les carcasses et le comportement. Ainsi,
les désagrements de la période des chaleurs. On veut également limiter la survenue de
tumeurs hormono dépendantes, tres fréquentes dans le tissu mammaire. Chez I’animal de
production, principalement chez les méles ou les animaux de réforme, on cherche a optimiser
le rendement en viande des carcasses ou a en diminuer une odeur qui les rendent non
consommables (chez le verrat). Enfin, on aimerait pouvoir contrdler certaines populations
sauvages qui causent parfois des désagréments en déséquilibrant un biotope.

A I’heure actuelle, deux modes de contraception sont classiquement utilisés :

o La contraception chimique est, chez I’animal, beaucoup moins bien maitrisée que chez
I’homme et ne peut constituer qu’un mode de contraception temporaire a cause de ses
effets secondaires, principalement cancérigenes.

o La contraception chirurgicale est particulierement efficace mais irréversible et inutilisable
sur les animaux sauvages.

Ainsi I’immunocontraception, si elle peut étre efficace sans effets secondaires, de
maniere réversible et a grande échelle, constituerait a I’évidence un mode de contraception
particulierement adapté a I’animal et représenterait une alternative intéressante aux méthodes
actuelles.

Nous entendrons dans cette thése par « immunocontraception », le fait d’empécher la
fécondation par la vaccination. La mise au point de I’immunocontraception nécessite avant
tout de déterminer un antigene, indispensable a la fécondation, cible de la contraception. A
I’heure actuelle, différentes voies de recherche sont exploitées. La voie la plus prometteuse
utilise la glycoprotéine de la zone pellucide ZP3 de I’ovocyte ; cependant, I’immunisation
active anti-gonadolibérine et le développement de vaccins immunocontraceptifs basés sur des
antigénes de spermatozoides constituent d’autres voies de recherche. Dans la premiere partie
de cette thése, nous présenterons les mécanismes physiologiques de la fécondation. La
seconde partie s’intéressera aux antigénes candidats a I’immunocontraception, avant
d’envisager dans un troisieme temps les différentes réponses immunitaires induites, puis dans
une quatrieme partie les mécanismes de I’immunocontraception. Nous exposerons enfin les
résultats actuels de la vaccination, avant d’aborder les intéréts et les perspectives de

I’immunocontraception.



I Mécanismes physiologiques de la fécondation.

Il existe dans la littérature plusieurs milliers de références sur la fécondation dont pres
de 2000 pour les seuls mammiferes, c’est dire qu’un effort considérable de recherche a été fait
depuis plus d’un siécle pour décrire la fécondation et comprendre les mécanismes qui
aboutissent a la formation d’un zygote, étape initiale dans le développement d’un nouvel étre.
Les connaissances concernant I’ovulation et les événements cytologiques de la fécondation se
sont accrues avec I’arrivée de la microscopie électronique et confocale. A partir des années
80, les études biochimiques et moléculaires ont permis de pénétrer dans les mécanismes et
d’identifier le role de chacun des deux gametes.

Quatre étapes ont été mises en évidence :

- I’acquisition de la fécondance du spermatozoide éjaculé, ou capacitation ;

- la reconnaissance spécifique par le spermatozoide de I’enveloppe protectrice de
I’ovocyte, la zone pellucide, suivie de son franchissement ;

- I’attachement des membranes plasmiques des deux gametes puis leur fusion qui
introduit le spermatozoide dans I’ovocyte ;

- I’activation du zygote, c’est-a-dire I’induction du premier cycle cellulaire qui permet
I’enchainement des premiéres divisions cellulaires.

Il n’existe pas d’étude approfondie sur I’ensemble de ces étapes dans une seule espéce.

Cependant le rapprochement des connaissances permet de dégager des mécanismes généraux.

La fécondation nécessite la mise en présence puis la reconnaissance et I’attachement
du gamete male au gaméte femelle mais avant tout, il convient de s’intéresser a la formation
initiale des gametes, a savoir I’obtention de spermatozoides chez le méle et d’un ovocyte chez

la femelle.

A. La réqulation des fonctions gonadigues.

La régulation des fonctions gonadiques peut étre interprétée, en premiere analyse,
comme résultant d’un contréle exercé par I’axe hypothalamo-hypophysaire sur les gonades.
En réalité on constate vite que les schémas regulateurs sont plus complexes, d’une part du fait
des rétro-contréles qui s’exercent aussi sur I’hypothalamus, et d’autre part du fait de
I’existence de mécanismes indépendants du systéeme hypothalamo-hypophysaire, impliquant

I’appareil génital lui-méme.



L’hypothalamus du méale comme celui de la femelle contrdle la libération et la
sécretion de la lutéotropine (Luteinizing Hormon = LH) et de la folliculotropine (Follicle
Stimulating Hormon = FSH) hypophysaires par I’intermédiaire d’un décapeptide, la
gonadolibérine (Gonadotropin Releasing Hormon = GnRH), déversée dans les vaisseaux du
systéeme porte hypophysaire. Ce peptide est identique chez tous les mammifeéres. 1l fut isolé en
1971 et est constitué de dix aminoacides. Sa séquence est la suivante :

PGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH; (Pglu = pyroglutamine)

Quelques variantes existent chez les oiseaux et les vertébrés inférieurs, mais les
aminoacides 1, 2, 4, 9 et 10 sont constants, le segment 3-7 peu variable (Brugere, cours
ENVA 2000).

La liaison de la gonadolibérine aux cellules gonadotropes antéhypophysaires a pour
conséquence la libération des hormones stockées, immédiatement disponibles, puis, aprés un
temps de latence, la décharge des hormones synthétisées sous I’action de cette méme
gonadolibérine. La GnRH est donc un facteur de libération et de synthése de FSH et LH
hormones gonadotropes qui permettent les fonctions endocrines et exocrines normales des
gonades.

La GnRH, via FSH et LH, est responsable de la spermatogenese chez le méle : la LH
stimule les cellules de Leydig, elles-mémes a I’origine de la sécrétion de testostérone
responsable de la spermatogenése.

Chez la femelle, la GnRH stimule la FSH, a I’origine du recrutement et de la
croissance folliculaire puis de la sélection du follicule dominant, et la LH, dont le pic

détermine le moment de I’ovulation.

B. La fécondation.

Avant méme la réunion des gametes, le spermatozoide doit réaliser un séjour dans les
voies génitales femelles pour exprimer sa fécondance. Il y subit une transformation appelée
capacitation (YYanagimachi, 1994). C’est essentiellement par I’enlévement de protéines
déposeées sur la membrane du spermatozoide dans I’épididyme ou/et apportées par les glandes
annexes et la perte d’une partie du cholestérol intercalé entre les phospholipides

membranaires, que le spermatozoide devient capacité.



La reconnaissance spécifique entre gameétes ne met pas en jeu des meécanismes
fondamentalement originaux.

Dans beaucoup d’organes, des cellules, pour vivre et se différencier, doivent se fixer
sur des lames basales composées de quelques protéines caractéristiques secrétées par les
cellules elles-mémes ; c’est le cas de la cellule de Sertoli qui s’attache a la laminine de la
membrane basale du tube séminifére ou des cellules secrétrices mammaires lors de la
formation des acinis sur la lame basale qui les entoure. Pour certaines cellules (cellules
neurales, fibroblastes), le systeme de liaison est connu, c’est une enzyme, la
galactosyltransférase (GalTase) qui se fixe a son substrat, les chaines N-oligosaccharidiques
de la laminine ou celles de matrices extracellulaires. Quand la partie intracytoplasmique de la
GalTase est lie au cytosquelette de la cellule, la fixation permet également la migration (figure
1) (Thibault, 2000).

Par ailleurs, la fixation entre cellules met en jeu des molécules appelées CAM (Cell
Adhésion Molecules) qui ont la caractéristique de se fixer a la membrane plasmique grace a
une liaison covalente avec le glycosylphosphatidylinositol (GPI).

La fixation du spermatozoide a la zone pellucide fait appel conjointement a ces deux
systéemes. La reconnaissance de la zone pellucide (ZP) par le spermatozoide et/ou sa fixation
sont assurées chez la souris et la plupart des mammiferes par une galactosyltransférase, ancrée
dans la membrane plasmique périacrosomique du spermatozoide. Cette GalTase se fixe a une
chaine oligosaccharidique de I’'une des glycoprotéines de la zone pellucide, la ZP3. La chaine
peptidique de la ZP3 porte des chaines N-oligosaccharidiques liées a une asparagine et des
chaines O-oligosaccharidiques liées a une sérine/thréonine. Ce seraient ces derniéres qui
seraient impliquées dans la liaison avec le spermatozoide (Barber et al., 2000).

Les zones pellucides des autres mammiferes étudiés possedent toutes des molécules de
la méme famille que la ZP3, présentant de fortes homologies (67-81 % entre souris, hamster,
ouistiti et homme). Des mécanismes de fixation analogues peuvent donc exister.
Effectivement, une GalTase membranaire a été identifiée sur les spermatozoides de taureau,
d’étalon, de lapin, de verrat et d’homme.

Il convient donc de décrire la biologie de cette zone pellucide ainsi que le réle exact

des glucides dans la fécondation.



Figure 1 : A. Fixation du spermatozoide a la partie oligosaccharidique de la ZP3 (ZP3-0OS)
par sa galactosyltransférase (GalT). B. Analogie avec la fixation du fibroblaste sur la laminine
(Ia) d’une lame basale. La migration implique que la queue cytoplasmique de la GalT se fixe
progressivement au cytosquelette(Cyt).C.La fixation progressive de toute la surface antérieure
de la téte du spermatozoide (vue de profil) fait qu’il ne migre pas mais se couche sur la zone
pellucide. Des récepteurs spermatiques fixent la partie protéique de la ZP3 (ZP3-Pr) ce qui
entraine la réaction acrosomique. Les membranes acrosomique externe et plasmique
fusionnent ponctuellement formant une collerette qui glisse jusqu’a la piece intermédiaire.
Des enzymes acrosomiques coupent localement les liaisons des protéines ZP1 et ZP2-ZP3

facilitant ainsi la pénétration du spermatozoide (Shur et al., 1982 ;Miller et al.,1993)
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La zone pellucide est une matrice extra cellulaire qui entoure tous les ovocytes de
mammiferes, protége I’ovocyte, permet la fécondation, puis protege I’embryon jusqu’a
I’éclosion (Wolgemuth et al., 1984). La zone pellucide présente trois glycoprotéines majeures
conventionnellement appelées ZP1, ZP2 et ZP3. Ces glycoprotéines ont également été
appelées ZPA, ZPB et ZPC (Harris et al., 1994). Cette nomenclature fait référence aux classes
majeures de genes et a été définie par la taille des ARN messagers (= taille de I’ADN
complémentaire), ZPA est le plus gros et ZPC le plus petit. Ces glycoprotéines présentent un
poids moléculaire variable selon les espéces, celui de ZP1 variant de 80 a 200kDa, celui de
ZP2 de 50 a 120 kDa, et celui de ZP3 de 45 a 110 kDa. Chez la truie, ces trois glycoprotéines
sont appelées ZP1, ZP3o et ZP3p (Hasegawa et al., 1994). La zone pellucide apparait
initialement quand les cellules de la granulosa entourant le follicule passent de I’état de
cellules squameuses a I’état de cellules cuboidales (Guraya, 1974), et la croissance de la zone
pellucide correspond exactement a la croissance de I’ovocyte. La surface adjacente des
cellules de la granulosa a I’ovocyte présente des microvillosités (Baca et Zamboni, 1967) et
des jonctions serrées (gap jonctions) prennent place entre les microvillosités des cellules de la
granulosa et I’ovocyte. Chez la vache, les jonctions serrées se forment lors du passage de
follicule primaire au follicule secondaire. Ces jonctions serrées semblent nécessaires a la
croissance de I’ovocyte en permettant I’apport de métabolites et d’autres nutriments a
I’ovocyte (Schultz, 1986 ; Wasserman et Albertini, 1994 ; Wasserman et al., 1996). La ZP
remplit I’espace entre I’ovocyte et les cellules de la granulosa, et constitue une membrane
perméable et sélective qui a des fonctions structurales vis-a-vis de I’ovocyte (Sellens et
Jenkinson, 1975). La microscopie photonique et la microscopie électronique ont démontré
que la ZP des mammiferes présente différentes couches ayant respectivement des propriétés
physiques et biochimiques. Un ovocyte préovulatoire présentant une zone pellucide a deux
couches a été observé chez le cheval, la couche externe étant plus épaisse que la couche
interne (Vogelsang et al., 1987). La microscopie en lumiére polarisée de la ZP du hamster a
révelé une structure multilaminaire dans laquelle les filaments de la couche externe sont

orientés tangentiellement et ceux de la couche interne radialement (Keffe et al., 1997).

Les glycoprotéines ZP interviennent d’une part dans la structure de la zone pellucide.
Chez la truie, la premiere famille de glycoprotéines de la zone pellucide (pZP1) est
responsable de I’intégrité structurale de la matrice des cellules périovocytaires (cumulus

oophorus) (Dunbar et -Bundman, 1987) et chez la souris, la dimérisation, de ZP2 et ZP3 est



nécessaire pour établir I’intégrité structurale de la zone pellucide (Wasserman et al., 1996).
D’autre part, les chaines oligosaccharidiques de la ZP jouent un réle dans I’interaction
spermatozoide-ovocyte a la fois chez les mammifeéres et les invertébrés.

Les lectines ont été utilisees pour caractériser la formation des chaines
oligosaccharidiques au niveau de la zone pellucide dans de nombreuses espéces comprenant
la souris (Wu et al., 1984), le rat (Aviles et al., 1994) et la truie (Dunbar et Bundman, 1987).
Les lectines sont des protéines de liaison a des sucres d’origine non immunitaire qui
agglutinent les cellules et/ou précipitent les glycoconjugués qui présentent des saccharides
complémentaires appropriés (Goldstein et al., 1980). La réactivité des glucides de la zone
pellucide aux lectines est variable selon I’espéce. Ainsi, Skutelsky et al. (1994) ont démontré
que la distribution des glucides de la zone pellucide est différente entre les lapins, les chats,
les chiens, les porcins, et suggérent que ces différences seraient impliquées dans la spécificité
d’espece de la fécondation. lls ont démontré que la ZP du chien présente en periphérie les
glucides suivants : un résidu o glucose (a-Glc), un résidu a. mannose (a-Man), un acide
sialique et /ou un résidu glucose GIcNAc (N Acétyl glucose). La ZP du chat posséde un
résidu B galactose (B-Gal). De nombreuses études ont été réalisées pour explorer la mise en
place des glucides de la zone pellucide chez le chien, le chat et I’éléphant (Barber et al.,
1999). En utilisant un large panel de lectines, il a été démontré que les zones pellucides de
chien (Skutelsky et al., 1994), de chat (Skutelsky et al., 1994) et d’éléphant possédent toutes
une terminaison Gal-p(1,4), une terminaison Gal-B(1,3)-GalNAc, et un résidu a noyau
fucosyl. Le principal sucre qui différencie ces espéces est I’acide sialique : le chat présente
une liaison a I’acide sialique de type a-2,6, le chien présente une liaison a-2,3, et I’éléphant
présente les deux types de liaison. Alors que chez la souris on suggére que la bioactivité de la
glycoprotéine mzZP3 (récepteur primaire du spermatozoide chez la souris) ne nécessite pas
d’acide sialique (Liu et al., 1997). L acide sialique a également été mis en évidence dans la
ZP humaine (Barshira Maymon et al., 1994). Des différences de réactivité aux lectines ont
également été mises en évidence entre les ZP de chévre, de brebis et de truie (Parillo et al.,
1996). Ces études suggerent également que les différences de glycosilation des glycoprotéines
de la ZP entre espéces peuvent jouer un réle dans la spécificité d’espece de la fecondation.

D’autre part, les travaux avec les lectines montrent que le stade de I’ovocyte influence
la nature des glucides présents sur la ZP. Shagi et al. (1991) ont montré que les glucides de la
ZP du rat sont différents entre I’ovocyte intra folliculaire (ovocyte retiré chirurgicalement des
follicules) et I’ovocyte aprés ovulation. L’ovocyte folliculaire est reconnu par seulement trois

lectines, contrairement a I’ovocyte post-ovulatoire qui est reconnu par huit lectines. On ne sait
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pas si ce changement est di a I’environnement endocrinien particulier au moment de la
fécondation ou a I’incorporation de glycoprotéines de I’oviducte. La distribution des B-Gal de
la ZP d’un ovocyte de rat est également modifiée suite a la fécondation. Cela peut suggérer

I’implication des 3-Gal dans le blocage de la polyspermie (Raz et al., 1996).

L’hypothése selon laquelle les glucides jouent un réle dans la fécondation a été
confirmée par les recherches de Segall et Lennarz (1979). Bien que le processus de la
fécondation différe entre les différentes espéces, il y a une conservation universelle du role

des glucides dans I’interaction ovocyte-spermatozoide.

Chez la souris, il a été suggéré que les oligosaccharides O-liés sur les glycoprotéines
mZP3 étaient les récepteurs primaires des spermatozoides sur la ZP (Florman et Wasserman,
1985 ; Bleil et Wasserman, 1988). Ces études ont montré que les oligosaccharides purifiés O-
liés de la protéine mZP3 se lient a la téte du spermatozoide de souris et empéchent ainsi la
liaison avec I’ovocyte in vitro. Plus précisément, un résidu galactose situé au niveau de la
terminaison libre de I’oligosaccharide O-lié est essentiel & la liaison du spermatozoide a
mZP3. D’autres études montrent que les résidus GICNAc de la glycoprotéine mZP3 de la zone
pellucide serviraient de récepteur primaire au spermatozoide (Shur et al., 1982 ; Miller et al.,
1993) : ces résidus GICNAC se lient a des B-1,4-galactosyltransférases sur la partie antérieure
de la téte du spermatozoide (Miller et al., 1992). Des GalTase ont également été identifiées
sur la membrane plasmique des spermatozoides d’étalon et de taureau (Fayrer-Hosken et al.,
1991) et plus généralement, la GalTase a été retrouvée sur la portion antérieure des cellules
spermatiques de toutes les espéces, qui est le site de liaison du spermatozoide a la zone
pellucide. Cependant, quand on compare les quantités de GalTase exprimeées sur les cellules
spermatiques de six espéces différentes (Larson et Miller, 1997), on observe que les
spermatozoides du cobaye, de la souris et du rat ont un niveau plus élevé que les
spermatozoides de taureau, de porc, et de lapin. Le développement d’une lignée de souris
délétée en GalTase (gt-/-) révéle que les spermatozoides de ces males gt-/- sont incapables
d’effectuer la réaction acrosomique en réponse soit aux mZP3, soit aux anticorps anti-

galactosyltransférase, comme le font des spermatozoides normaux (Lu et Shur, 1997).

Une étude plus récente a utilisé des néoglycoprotéines (glycoprotéine synthétique
associée a un résidu sucre connu conjugué a des albumines sériques bovines) pour traiter des

spermatozoides de souris capacités, afin de voir si les spermatozoides subissent une réaction
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acrosomique (Loeser et Tulsiani, 1999). Ces recherches ont montré, de maniere significative,
qu’un plus grand nombre de spermatozoides de souris subissent la réaction acrosomique en
présence des GICNAc-BSA qu’en son absence, et que le glucose-BSA et le galactose-BSA
n’ont aucun effet. De plus, lorsque les mémes sucres non conjuguées a la BSA sont mis en
présence des préparations de spermatozoides, aucun d’entre eux ne provoque la réaction
acrosomique ou ne bloque I’induction de la réaction acrosomique par les néoglycoprotéines.
Cela suggere que certains sucres peuvent induire la réaction acrosomique, mais qu’ils doivent
étre conjugués a une protéine centrale. GICNAc étant le substrat de la GalTase, ces résultats
montrent que GICNACc associée a une protéine centrale et la GalTase sont impliquées dans

I’interaction spermatozoide-ovocyte et la réaction acrosomique.

D’autres systemes de fixation a des saccharides peuvent intervenir telles I’a-D-
mannosidase chez le rat et I’homme ou des protéines se comportant comme des lectines, c’est
le cas des spermadhésines du verrat, AWNS, et du récepteur du galactose du spermatozoide du
rat, RSGr (voir tableau 1 et fig. 2).

L’apex du spermatozoide entre le premier en contact avec la zone pellucide et c’est a
ce niveau que debute la fixation, puis le nombre de sites de fixation augmente et la téte du

spermatozoide se couche a plat sur la zone pellucide (Fig.1C)

Le second systeme d’adhésion cellulaire, comparable a celui de protéines liant des
cellules, les Cell Adhesion Molecules (CAMs), est également present.

La PH-20, identifiée chez le cobaye sur la membrane plasmique post acrosomique et
sur la membrane acrosomique interne (Myles et Primakoff, 1997) appartient a cette catégorie
de molécules qui sont liées & la membrane plasmique par le GPI
(glycosylphosphatidylinositol) : en effet, en présence d’une phospholipase C qui rompt la
liaison phosphate du GPI, une partie de la PH-20 est libérée et le taux de la fécondation est
réduit de 60 %.

La premiére indication concernant la fonction précise de la PH-20 dans la fécondation

vint de Gmachl et Kreil (1993) qui clonérent et sequencerent le géne codant pour I’enzyme

11



especes enzymes (CAM) PH-20 Autres prc'>téines o
lectins
bélier 64 kD
cobaye GalT PH-20
étalon GalT
homme o mannosidase SPAM-1 #PH-20 SP17=FA1l
GalT P34 H
lapin GalT PH-20 SP 17
babouin SP 17
macaque PH-20
rat o mannosidase 2B1 #PH-20 RTGr
GalT
souris GalT PH-20 SP 56
taureau GalT
verrat GalT AWN-1 et -2

Tableau 1: Protéines participant a la reconnaissance de la zone pellucide, a la fixation du

spermatozoide et a la réaction acrosomique. (D’aprés Thibault C., 2001)
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Figure 2 : Molécules servant a la fixation a la zone pellucide. Cette figure reprend les
informations données dans le tableau 1 et permet de remarquer que : a) les deux systémes
principaux reconnaissance-fixation du spermatozoide reconnus actuellement sont, pour la
ZP3, la galactosyltransférase et pour la ZP2, la PH-20 ou ses analogues (SMAP-1 chez
I’homme, 2B-1 chez le rat; b) pour le spermatozoide humain, 5 molécules ont été décrites
comme intervenant dans la fécondation au niveau de la zone pellucide. (La recherche d’un
vaccin contraceptif n’est pas étrangére a cette abondance de molécules). (D’aprés
THIBAULT C. 2001)

hyaluronidase présente dans le venin de I’abeille, Apis mellifera. Ils montrerent que, sur une
longueur de plus de 290 acides aminés, au niveau de I’extrémité N-terminale de la protéine il
y a plus de 36% d’homologie entre cette protéine et la PH-20 du cobaye. Cela souléve la
question qui est de savoir si la PH-20 posséde également une activité hyaluronidase. La
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présence de cette activité chez la PH-20 fut confirmée chez des souris transgéniques (Lin et
al.,1994). Les souris transgéniques pour cette protéine PH-20 possédent une activité
enzymatique d’environ 150 Ul par pg de protéine qui leur permet d’induire la dispersion des
couches de cellules cumulus des ovocytes de souris, un réle qui historiquement était connu
comme étant accompli par une activité hyaluronidase du sperme. Il est incertain que I’activité
hyaluronidase constitue le réle unique de la PH-20 dans la fécondation, il semble probable
que d’autres réles soient remplis par celle-ci. Cependant, puisque la présence de la molécule
PH-20 a été démontrée chez I’homme, le singe Cynomologus (Lin et al., 1993), de méme que
chez le cobaye et la souris, il semble probable que quelques soient les roles joués par la PH-
20, cette molécule a été conservée dans un grand nombre d’espéces.

La PH-20 est présente chez le macaque, la souris et I’homme et comme le gene codant
pour cette protéine ainsi que ses transcrits sont présents aussi chez le lapin et le hamster
(Lathrop, 1990), on peut penser que la PH-20 est présente chez ces 5 espéces. De plus, la
protéine 2B1 du rat peut étre assimilée a la PH-20 avec laquelle elle posséde une identité de
séquences et présente, comme elle, une activité hyaluronidase (Hou et al., 1996).

D’autres molécules de la membrane du spermatozoide peuvent participer a la
reconnaissance et/ou la fixation. Ces protéines peuvent intervenir soit comme facteur
principal de liaison, soit comme facteur complémentaire obligatoire. C’est le cas des protéines
de 56 et 95 kD chez la souris (Myles et al., 1997).

5. La double fixation.

La fixation a la ZP3 est suivie, apres la réaction acrosomique, d’une seconde fixation a
la ZP2 qui conforte I’ancrage du spermatozoide (Thibault C., 2001). Rappelons que la zone
pellucide est constituée de trois glycoprotéines principales : la ZP3, la ZP2 et la ZP1 ; la ZP1
lie ZP2 et ZP3.

Schématiquement, les molécules du premier systeme de reconnaissance se fixent a la
ZP3, tandis que les molécules de type CAM se fixent a la ZP2. C’est le cas de la PH-20 ; ce
doit étre aussi le cas des molécules qui ne sont « visibles » qu’apres la réaction acrosomique,
telle la SP17 chez le lapin ou peut-étre I’acrosine chez la souris.

Les proteines actuellement identifiees sont indiquées sur le tableau 1 et la figure 2.

L’existence d’une double fixation sur la ZP3 et sur la ZP2 explique que chez le
cobaye, I’homme, le hamster et le lapin, la fixation a la zone pellucide puisse se faire méme si

le spermatozoide a déja subi sa réaction acrosomique puisqu’il peut s’attacher a la ZP2.
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Ce n’est que chez la souris qu’ont été distingués les motifs peptidiques et glucidiques
servant a la fixation a la ZP3 et ceux servant a I’induction de la réaction acrosomique. La ZP3
par un des motifs de sa chaine peptidique, et non plus par ses chaines oligosaccharidiques, se
comporte comme un ligand vis-a-vis d’un récepteur spermatique autre que la GalTase (figure
1C). La stimulation de ce récepteur déclenche I’exocytose du produit de sécretion qu’est le
contenu de I’acrosome (Wassarman, 1990). C’est la réaction acrosomique (RA) prealable a la
fécondation chez toutes les especes animales dont les spermatozoides possedent un acrosome.

Durant la RA, membrane plasmique et membrane acrosomique externe fusionnent
ponctuellement et se détachent comme une collerette collante. Aprés la RA, il se produit une
redistribution des protéines de la membrane périacrosomique qui migrent vers le segment
équatorial.

Globalement, le mécanisme de la RA est celui utilisé par les hormones qui déclenchent
I’exocytose des secrétions de leurs cellules cibles en activant un récepteur membranaire.

Le récepteur spermatique, sur lequel on ne dispose d’informations que chez la souris,
est de type glycine. Il s’agirait soit de la protéine sp56 située dans ou sur la membrane
plasmique du spermatozoide (la ZP3 a été et est encore qualifiee a tort de récepteur
spermatique ; le récepteur est sur la membrane plasmique du spermatozoide et la ZP3 est le
signal activateur, le ligand (Wassarman, 1990)) soit plus probablement, de la protéine sp95
transmembranaire, car I’anticorps monoclonal divalent contre la sp95 entraine la RA (Leyton
et Saling, 1989). Or on sait que I’action d’une hormone protéique peut étre mimée par un
anticorps anti récepteur a condition qu’il soit divalent car sous cette forme, il provoque le
regroupement de récepteurs comme le fait I’hormone et cela suffit a les activer et a déclencher
I’exocytose.

L’activation du récepteur spermatique met en jeu une protéine Gi2 (Florman et al.,
1989) et une protéine tyrosine kinase. La tyrosine kinase contribuerait a I’augmentation du
niveau de phosphorylation de la sp95, qui augmente en présence du ligand qu’est la ZP3
(Leyton et Saling, 1989).

Suite a la reconnaissance et a la fixation de ZP3 et de son récepteur, une cascade
d’activation entraine alors I’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire qui

est suivi de la réponse biologique, la RA, sous réserve que les spermatozoides aient été
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capacités. La progestérone semble jouer un réle physiologique en induisant la RA.
L’acrosome déverse alors son contenu enzymatique au contact de la zone pellucide. Trois des
enzymes acrosomiales sont assez bien connues : la hyaluronidase, la B-N-acétylglucosidase et
I’acrosine.

La hyaluronidase est considérée comme une enzyme nécessaire pour le franchissement
des cellules périovocytaires (la corona radiata) mais elle n’est libérée que par la réaction
acrosomique, alors que le spermatozoide fécondant a déja traversé cette enveloppe cellulaire.
L activité hyaluronidase de la PH-20, protéine membranaire, repose la question de la présence
d’une hyaluronidase soluble dans le contenu acrosomique. En effet, la PH-20 est une protéine
liée & la membrane plasmique par un GPI et elle peut étre libérée quand le GPI est modifie.
L’identité structurale de la partie de la PH-20 qui posséde une activité hyaluronidase et de la
hyaluronidase « classique » conduit a penser que I’activité hyaluronidase observée apres la
réaction acrosomique peut provenir d’une libération de la PH-20 et peut-étre aussi de son
clivage par une protéase libérant le motif hyaluronidase (Hunnicut et al., 1996).

La hyaluronidase, acrosomique ou non, dissout I’acide hyaluronique qui occupe la
surface et les espaces entre les mailles de la zone pellucide et c’est probablement son role
principal puisque I’étude microcinématographique de la fécondation chez le lapin montre que
le spermatozoide fécondant provoque la rétraction des cellules du cumulus qu’il rencontre et
non leur dispersion, ce qui I’entraine au voisinage immédiat de la zone pellucide.

La pB-N-acéetylglucosaminidase libérée par la réaction acrosomique participe au
passage de la zone pellucide. Elle interviendrait en coupant les liens établis par le
spermatozoide avec la ZP2 et la ZP3 (souris, Miller et al., 1993) lui permettant ainsi de
franchir la zone pellucide.

L’acrosine ne détruit pas localement la zone pellucide pour ouvrir la voie au
spermatozoide comme le font les protéases acrosomiques chez les autres vertébrés et
invertébrés pour la membrane vitelline. Mais elle rompt localement les pontages entre les
glycoprotéines de la zone pellucide, permettant au spermatozoide de s’infiltrer. En cas
d’absence d’acrosine chez la souris, la fertilité n’est pas réduite mais la fécondation est
retardée. L’ acrosine joue donc un role facilitant mais non déterminant dans le passage de la
zone pellucide.

D’autre part, les autres enzymes acrosomiques transforment les précurseurs des
protéines qui vont assurer la fusion avec I’ovocyte en protéines fusogenes actives ; seuls les

spermatozoides ayant subi leur RA peuvent fusionner avec I’ovocyte (Thibault, 2001).
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7. Reconnaissance et fusion membranaires.

La reconnaissance des membranes plasmiques des deux gameétes et leur fusion
relevent de mécanismes moléculaires trés généraux existant entre virus et cellules hétes ou
intervenant dans la fusion des cellules, myoblastes par exemple.

Le nématode Caenorhabditis elegans montre tres bien cette similitude. Un gene
unique ADM-1 code pour une protéine présente a la fois sur les spermatozoides mdars
permettant la fusion avec I’ovocyte et dans les tissus syncitiaux qui sont chez cette espéce,
outre les muscles, les tissus hypodermiques (la cavité buccale, le pharynx et I’anus). Cette
protéine comprend deux domaines d’activité, un domaine servant a la fixation présentant un
motif disintégrine et un domaine présentant une activité protéase (Thibault, 2001).

Toutes les protéines possédant ces deux activités appartiennent a une famille appelée
ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease domain).

Chez le cobaye, une protéine de cette famille a été localisee dans la membrane
plasmique de la région post acrosomique, la ou débute la fusion avec I’ovocyte ; nommée
fertiline (anciennement PH-30), elle assure la fixation du spermatozoide a la membrane de
I’ovocyte et leur fusion. Mais cette molécule n’est plus une seule protéine comme chez le
nématode, mais un dimere formé de deux sous-unités a et B qui assurent indépendamment
chacune des deux fonctions, fixation et fusion respectivement. Ces deux Ssous-unités
proviennent de deux précurseurs déja présents sur les spermatocytes et les spermatides. Ces
deux molécules possédent une grande similitude de structure : queue cytoplasmique, domaine
intramembranaire, motif EGF répétitif, domaine disintégrine, domaine métalloprotéase
(Thibault, 2001).

Cependant, dans le testicule ou dans la téte de I’épididyme, le précurseur a est clivé au
niveau de la disintégrine tandis que, durant le transit épididymaire, le précurseur f est clivé au
niveau du domaine métalloprotéase, conservant intégralement son domaine disintégrine. Ce
qui rattache la sous-unité B a la famille des disintégrines.

La sous-unité o contient un motif peptidique analogue au peptide de fusion présent

dans une chaine polypeptidique transmembranaire de virus enveloppés qui leur permet de
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Figure 3: Protéines identifiées sur la membrane du spermatozoide ou de I’ovocyte et
participant a la reconnaissance et a fusion des deux gametes. Pour le spermatozoide, la
majorité des molécules ou de leurs précurseurs sont d’origine testiculaire ; la FBL-1 chez
I’homme et la DE chez le rat sont d’origine épididymaire. Pour I’ovocyte, sont identifiés des
intégrines chez la souris et le cobaye et la protéine ligan de la DE du rat. (D’aprés
THIBAULT C., 2001)

péneétrer dans les cellules par fusion et non par endocytose. Pour la fertiline, ce motif

peptidique de fusion est semblable a celui du virus de la rubéole (Weskamp et Blobel, 1994).
C’est par un groupe d’aminoacides hydrophobes que le peptide de fusion de la

protéine virale ou de la sous-unité a de la fertiline peut pénétrer la membrane plasmique de

I’ovocyte et la déstabiliser.
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Les deux sous-unites de la fertiline ont été identifiées chez le macaque, le lapin et le
taureau. Chez la souris, c’est la cyritestine (CYRN), qui correspond au précurseur de la
fertiline B et, comme elle, ne posséde pas le motif de fusion. Elle est localisée dans la
membrane acrosomique puis présente en surface apres la RA. Elle est codée par un gene porté
par le bras court du chromosome 8. Chez I’homme, existent deux génes CYRN 1 et CYRN 2 ;
ce deuxiéme gene est porté par le chromosome 16 (16q 12.1) (Koehler et al., 1997) ; la
localisation du premier est sur le chromosomme 8 (p11.2) (Vidaeus et al., 1997)

La fertiline présente sur la membrane plasmique du spermatozoide vient chez
plusieurs espéces (cobaye, souris et homme) reconnaitre et se fixer & des molécules de la
famille des intégrines présentes sur la membrane plasmique ovocytaire. Chez la souris, deux
intégrines, o6pl et avp3, sont présentes. Seuls les anticorps contre I’intégrine a6p1
empéchent la fixation du spermatozoide (Almeida et al., 1965). Chez I’homme, sur I’ovocyte
en métaphase 11, la sous unité B1 est distribuée en plaques ; ce sont les zones ou se fixent les
spermatozoides. Un anticorps contre la B1 réduit de 50% le nombre de spermatozoides qui
fusionnent avec des ovocytes humains sans zone pellucide (Ji et al., 1998).

L’identité de ce systeme moléculaire, a savoir la reconnaissance-fixation de la fertiline
du male et des intégrines des femelles, chez six espéces (cobaye, lapin, taureau, souris,
macaque, homme) laissent penser que ce mécanisme doit se retrouver de maniere plus ou
moins identique chez d’autres mammiféres (figure 3).

Méme si ce mécanisme apparemment ubiquitaire est impliqué dans la fixation/fusion
chez les mammiféres, il est probable que d’autres protéines y participent. C’est le cas de la 62
kD du verrat, de la protéine DE du rat et peut-étre de la SP10 présente sur la membrane
acrosomique de I’homme, du macaque, du babouin et du verrat puisqu’un anticorps
monoclonal contre la SP10 humaine empéche la fusion du spermatozoide avec I’ovocyte de
hamster dépellucidé. Notons que I’ovocyte de hamster et a un degré moindre, I’ovocyte de
souris se laissent féconder par un spermatozoide d’une autre espéce pourvu que la zone
pellucide soit enlevee (Thibault, 2001).

Mais rien n’indique que des domaines de ces molécules permettent de les rattacher a
une famille de protéines impliquées dans des mecanismes de fixation et/ou de fusion
membranaire. Le fil conducteur de beaucoup de ces travaux est la recherche d’un vaccin

contraceptif et non la volonté de comprendre les mécanisme de la fécondation.
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La fusion du spermatozoide avec I’ovocyte entraine I’activation du zygote, c’est-a-dire
la remise en marche du cycle cellulaire de I’ovocyte en provoquant en particulier des
oscillations du potentiel calcique dans le cytoplasme ovocytaire. L’embryon va subir de

nombreuses divisions cellulaires, et le développement embryonnaire puis feetal va avoir lieu.

Il convient de bien différencier la contraception de la contragestion. La contraception,
au sens strict, est la prévention de la fécondation, la contragestion est la méthode de contrdle
de la fertilité empéchant I’implantation de I’ceuf fécondé. C’est pourquoi nous ne

développerons pas les évenements qui font suite a la fusion des gameétes.

Les facteurs de la reproduction qui doivent étre pris en compte lorsque I’on choisit un
site d’action pour la contraception sont : le caractére saisonnier de la reproduction, la taille
des portées et le taux de naissance, les caractéristiques liées au transport et au stockage des
spermatozoides et enfin la durée de la reproduction au cours de la vie. Toutes ces
caractéristiques auront des répercussions sur la durée et I’efficacité d’action de la
contraception. Au niveau cellulaire et moléculaire, la spécificité d’espéce au niveau du site
d’action est également cruciale car elle détermine la spécificité de I’'immunogéne. Bien que la
specificité d’espéce exclusive est hautement desirable, la spécificité dépend aussi de la
composition et de la maniere dont I’antigéne pourrait &étre modifié grace aux techniques de la
biologie moléculaire. De plus, I’étendue de nos connaissances sur les particularités de la
reproduction de certaines espéces aura un effet sur le temps nécessaire pour développer une

approche pratique.

Il Différents antigénes candidats pour I’immunocontraception.

L’immunocontraception peut mettre en jeu des anticorps interférant a différents

niveaux avec la fusion des gametes ou méme en amont de la production des gameétes. Mais,
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comme nous I’avons précisé précédemment, ces anticorps doivent intervenir a des niveaux
précedant la fusion des gametes.

Ainsi les molécules intervenant de maniére décisive au niveau ou en amont de la
fusion des gameétes, présentées au cours de la premiére partie, constituent des candidats

comme antigene pour I’immunocontraception.

A I’heure actuelle, trois familles d’antigénes ont été I’objet de recherche : la GnRH,

les antigénes des spermatozoides et les antigénes de la zone pellucide de I’ovocyte.

A. Immunisation active anti-gonadolibérine.

Le choix de cet antigéne découle logiquement de son réle central dans la production
des gametes. La GnRH présente une structure qui a été trés conservée au cours de I’évolution.
Ainsi, elle est identique ou presque a toutes les especes de mammiferes. Si des anticorps
peuvent se lier a la GnRH et, en modifiant ainsi sa structure, empécher sa liaison aux
récepteurs hypophysaires, la production de gametes deviendrait impossible, aussi bien chez le
male que chez la femelle.

Les premieres expériences d’immunisation active ont été realisees en vue d’obtenir un
immunsérum pour la mise au point d’un dosage radio immunologique de cette hormone. Les
différents auteurs se sont apercus que les animaux producteurs d’un immunserum a un titre
élevé présentaient, du fait de la neutralisation de leur GnRH endogéne une véritable castration

immunologique (Chaffaux et al., 1987).
Les expériences actuelles sont menées pour comprendre et maitriser ce nouveau type

de castration. Elles ont été conduites chez des animaux prépubéres ou adultes, males et

femelles de diverses espéces dont nous verrons les résultats dans la cinquiéme partie.

B. Développement de vaccins immunocontraceptifs basés sur les spermatozoides.

1. Molécules de reconnaissance et de fixation.
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Comme nous I’avons vu au cours de la premiere partie, le spermatozoide posséde un
certain nombre de systémes de reconnaissance et de fixation a I’ovocyte qui constituent autant
de candidats a I’immunocontraception. En résumé, la reconnaissance implique une
galactosyltransférase qui se fixe a une chaine oligosaccharidique de la glycoprotéine ZP3. Par
ailleurs la fixation met en jeu des molécules CAM dont fait partie la PH-20. Enfin d’autres
molécules de la membrane du spermatozoide peuvent participer a la reconnaissance et/ou la
fixation a la ZP dont font partie les lectines, SP-17, RTGr, SP-56, SP-95, AWN-1 et -2.

A I’heure actuelle, trés peu d’études ont été réalisées a partir d’antigenes de
spermatozoides. Les études réalisées concernent les petits rongeurs, en raison des
connaissances détaillées disponibles dans ces especes (rat et souris de laboratoire) sur la

physiologie de la reproduction et surtout quant aux protéines des gametes.

Chez les rongeurs, I’immunocontraception utilisant des produits purifiés
provenant des gametes a été démontrée en utilisant I’antigene PH-20 des spermatozoides chez
le cobaye (Primakoff et al., 1988). Cependant, la fécondation étant un processus hautement
conservé au cours de I’évolution, il est probable que I’interaction spermatozoide-ovocyte
nécessite des déterminants antigéniques communs a beaucoup de mammiféres, peptides et
oligosaccharides, en plus de composants additionnels responsables de la spécificité d’espece
(Yanagimachi, 1994).

Par exemple, cela pourrait étre sous la forme de protéines mosaiques (Doolittle, 1995)
qui auraient a la fois des domaines spécifiques d’espéce, et des protéines communes associées

a des cofacteurs spécifiques d’espéce.

Un grand nombre d’antigenes des spermatozoides pouvant intervenir dans la
reconnaissance et la fixation a la zone pellucide ont été identifiés chez les rongeurs, parmi
lesquels : la galactosyl transférase (Gong et al., 1995); la SP-56 (Cheng et al., 1994 ;
Bookbinder et al, 1995) ; la SP-95 (Ellis et al. 1985 ; Leyton et Saling, 1989) ; et la PH-20
(Primakoff et al, 1988). Le role de ces molécules dans le processus de reproduction est pour le
moment incertain.

La fusion spermatozoide-ovocyte est également un site d’action potentiel pour
I’immunocontraception et les protéines qui jouent un réle dans cette fusion sont des antigénes

candidats & I’immunocontraception, a titre d’exemple la PH-30 (Blobel et al., 1992).
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Il est clair que plus un grand nombre d’antigenes des spermatozoides seront identifiés,
clonés et séquencés chez les rongeurs de laboratoire, plus il sera possible d’identifier des

cibles homologues dans d’autres espéces en vue de produire des vaccins contraceptifs.

Chez I’écureuil gris, le spermatozoide est caractérisé par un acrosome large et
asymétrique. Cet acrosome large semble avoir un r6le, in vitro du moins, sur la progression de
la réaction acrosomique. La vitesse moyenne de progression du spermatozoide dépend de
I’état de I’acrosome : elle est differente sous forme intacte et sous forme réactionnelle. Des
analyses de I’image des mouvements de la queue du spermatozoide indique que le flagelle
posséde une composante rotatoire qui entraine en partie la progression de I’acrosome a la
maniére d’une hélice de bateau. Ceci est un fait intéressant car I’inhibition de la réaction
acrosomique par des anticorps pourrait empécher la progression des spermatozoides dans le
tractus génital de la femelle (Moore et al., 1997).

Comme nous I’avons vu ci-dessus, c’est la stimulation d’un récepteur spermatique

(protéines sp 56 ou sp 95 chez la souris) qu

23



phosphoprotéine de 95 kDa sur la membrane plasmique antérieure de I’acrosome du
spermatozoide de hamster, de souris et de I’lhomme. Des essais de fécondation in vitro ont été
employés pour identifier parmi ces anticorps ceux qui interferent spécifiquement avec le
processus de reconnaissance des gameétes (Ellis et al. 1985; Moore, 1990) et donc
potentiellement intéressants pour I’immunocontraception. La fécondation in vivo et in vitro
(Ellis et al., 1985) peut étre bloguée par Mab97.25 et I’interaction spermatozoide-ovocyte est
inhibée chez I’homme (Moore et al., 1987 ; Burks et al., 1995). Récemment, I’acide
désoxiribo nucléique cellulaire (ADNCc) codant pour le récepteur du spermatozoide humain
reconnu par Mab97.25 a été identifié comme un nouveau récepteur tyrosine-kinase spécifique
des spermatozoides (Burks et al., 1995). La tyrosine kinase constitue un des systemes
d’activation du récepteur spermatique induisant la réaction acrosomique. Elle contribuerait a
I’augmentation du niveau de phosphorylation de la SP-95, qui augmente en présence du
ligand qu’est la ZP3 (Leyton et Saling, 1989). Des études sur des spermatozoides de souris et
d’homme confortent I’hypothese que ce récepteur est phosphorylé au contact du composant
ZP3 de la zone pellucide puis une cascade de réactions avec des kinases induit la réaction
acrosomique (Leyton et Saling, 1989 ; Moore, 1995 ; Saling et al., 1995). Une partie du
domaine extracellulaire de la molécule est modifiée, établissant une hypothétique différence
specifique d’espéce qui pourrait étre exploitée pour le développement de vaccins. Ainsi la
tyrosine Kkinase pourrait constituer une cible a I’immunocontraception. Des eétudes
d’immunolocalisation indiquent qu’une molécule similaire est exprimée a la surface
antérieure de I’acrosome du spermatozoide de I’écureuil gris (Moore et al., 1997).

D’autres anticorps monoclonaux ont été générés chez le hamster de laboratoire comme
Mab 18.6 (Moore et al., 1987). Cet anticorps reconnait un antigéne intracellulaire de
I’acrosome chez tous les spermatozoides des Euthériens examinés et inhibe la liaison
spermatozoide-ovocyte chez I’écureuil.

Actuellement, une bibliotheque d’ADNc a été réalisée chez I’écureuil gris et est
comparee avec des anticorps et des oligonucléotides pour trouver des génes homologues a

ceux de la souris et de I’homme chez I’écureuil.

Une fois divers antigénes des spermatozoides identifiés, une des étapes clefs est la
sélection de celui contre lequel on va fabriquer le vaccin. La protéine cible doit posséder les
propriétés suivantes :

o Elle doit jouer un réle clef dans le processus de fécondation qui ne puisse étre

contourné.
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o Elle doit étre spécifique des spermatozoides et ne doit pas étre exprimée au sein des
tissus somatiques.

o L’antigéne doit étre un composant de la surface externe du gaméte.

o La protéine doit étre hautement immunogéne ou pouvoir le devenir apres
manipulation.

o Le géne codant pour la protéine doit pouvoir supporter des manipulations

moléculaires

Chez le lapin, de nombreuses protéines du spermatozoide sont étudiées pour étre
utilisees comme antigéne immunocontraceptif, comprenant I’isoenzyme C4 de la lactate
deshydrogénase spécifique du sperme, I’acrosine (enzyme de I’acrosome) et les protéines
spécifiques PH-20 et PH-30. Ces antigenes ont été choisis en se basant sur les connaissances
actuelles de leurs réles dans d’autres espéces et I’hypothése que ce rdle sera également
conservé chez les lapins.

L’isoenzyme C4 et I’acrosine sont des enzymes acrosomiques qui sont libérées au
cours de la réaction acrosomique et ne constituent donc pas des antigénes de surface du
spermatozoide. La PH-30 intervient dans le processus de reconnaissance membranaire et de
fusion aprés qu’ait eu lieu la réaction acrosomique.

La PH-20 fut initialement identifiée comme un composant spécifique de la téte du
spermatozoide de cobaye (Primakoff et Myles, 1983). Aprés induction de la réaction
acrosomiale, elle migre de la téte a la membrane interne de I’acrosome. Cette protéine PH-20
remplit un réle essentiel dans la liaison spermatozoide-ovocyte et posséderait une activité de
type hyaluronidase, impliquée dans la digestion de la ZP (Thibault, 2001).

C’est pourquoi, la protéine PH-20 a été sélectionnée a partir du sperme de cobaye et de
lapin comme une cible antigénique primaire pour réaliser une vaccination
immunocontraceptive. Il convient maintenant de confronter la PH-20 aux propriétés clefs

d’un antigene candidat, présentées au début de cette partie.

o La protéine doit présenter une expression spécifique au niveau des tissus

reproducteurs.

En utilisant de I’ADNc de PH-20 issu de cobaye comme outil d’investigation, il a été
possible de démontrer par Southern-blot de I’ADN génomique de lapin la présence d’un géne
unique d’environ 3 kb de longueur (Holland et al., 1997). Cette longueur est similaire a celle
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des genes identifiés chez le cobaye, chez le rat, la souris, le hamster (Lathrop et al., 1990),
chez I’lhomme et le singe (Lin et al., 1993). Des études en Northern-blot révélent que le géne
est uniquement exprimé dans les testicule, le transcrit du lapin ayant une longueur de 2,1 kb
qui est similaire a celle du transcrit isolé chez le cobaye (2,2 kb) et a celui de I’hnomme (2,4
kb) (Andrews, 1994). Les analyses comparatives par Western-blot indiquent que la protéine
est présente uniquement sur les spermatozoides et dans les voies spermatiques et ne peut pas
étre détectée au niveau du cerveau, du cceur, des muscles squelettiques, du foie ou des reins.
Ainsi, la PH-20 présente une expression spécifique : uniguement au niveau des tissus
reproducteurs et non au niveau des cellules somatiques.

En ce qui concerne la localisation de I’antigene au niveau du spermatozoide, la
protéine est identifiée au niveau de la partie antérieure de la téte des spermatozoides fixés.
Méme si la localisation sur des spermatozoides non fixés est nettement plus restreinte & un
petit domaine sur la pointe antérieure du spermatozoide, la répartition de la localisation infra-
cellulaire de PH-20 reste cependant identique dans tous les cas. Au moins une proportion de

protéines PH-20 se trouve donc a la surface des spermatozoides (Holland et al., 1997).

o Le géne de la PH-20 doit pouvoir subir des manipulations moléculaires.

La séquence de nucléotides du gene PH-20 de lapin est globalement identique a celle
du gene du cobaye (74% d’homologie), de I’homme (75%), et du singe (74%). Cette
homologie n’est plus présente au niveau de la terminaison 3’ de la séquence. L’homologie
génétique est reflétée par la similitude structurale de la protéine codée. De plus, les profils de
migration hydrophiles, des protéines PH-20 dans différentes especes montrent clairement que
les domaines de surface, hydrophiles, des différentes molécules PH-20 sont localisés a des
positions similaires et impliquent que la structure tri-dimensionnelle des molécules doit étre
tres similaire. Holland et al. (1997) ont utilisé des analyses de séquence afin d’identifier trois
peptides de la molécule susceptibles d’étre présents en surface des cellules. De tels domaines
sont facilement accessibles au systéme immunitaire et leur connaissance est importante pour
définir le réle biologique de la PH-20. Ces peptides sont testés a I’heure actuelle pour
connaitre leur capacité a affecter I’interaction spematozoide-ovocyte in vitro ainsi que pour
leur capacité a induire une réponse immunitaire. L’analyse de séquence est un moyen de
comprendre la structure protéique qui a ses limites et que Holland et al. tentent actuellement

de compléter en cristallisant la PH-20 afin d’obtenir, en fin de compte, sa structure tri-
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dimensionnelle compléte. De telles informations sont capitales afin de cartographier les
domaines fonctionnels de la molécule.

De plus, la PH-20 de lapin peut étre exprimée dans de nombreux systemes bactériens
ce qui permet de fournir une grande quantité de protéines recombinantes qui peuvent étre
utilisées a grande échelle, en particulier pour des tests de fertilité. La PH-20 de lapin montre

clairement un important degré de flexibilité moléculaire.

o Role de la pH-20.

Etant donnée I’extréme conservation génetique de la PH-20 et sa localisation au
niveau du spermatozoide dans de nombreuses espéces, il semble plausible que la PH-20 joue
un réle similaire, sinon identique, dans toutes ces especes. En regard de cela, il a été confirmé
que la PH-20 recombinante de lapin posséde une activité hyaluronidase approximativement
deux fois plus importante que la PH-20 de souris ou humaine par pg de protéine (Venable,
1995). De plus, il a été montré qu’une variété d’antiséra dirigés contre a la PH-20
recombinante de lapin empéche I’interaction spermatozoide-ovocyte in vitro. Ainsi, il semble

que la protéine de lapin posséde la plupart des caractéristiques de la PH-20 des autres espéces.

Ont ainsi été identifiées les clefs du probleme lié a la sélection d’antigéenes a utiliser en
vue de la conception de vaccins immunocontraceptifs. Bien qu’en de nombreux aspects, ces
contraintes soient communes a celles de tout vaccin immunocontraceptif, beaucoup ne se
présentent qu’a travers I’utilisation de systeme de libération a grande échelle (c’est-a-dire de
virus infectieux). Les chercheurs travaillent actuellement avec un grand nombre d’antigénes,
leurs homologues moléculaires ayant été étudiés dans d’autres espéces.

Le niveau de connaissances requis pour chaque antigéne doit étre immense afin
d’augmenter leur efficacité immunocontraceptive. Cela est particulierement vrai lorsque la
manipulation moléculaire de I’antigéne est requise pour optimiser I’efficacité contraceptive.
Cela implique donc clairement qu’il est nécessaire de limiter le nombre d’antigenes a étudier
en vue de I’'immunocontraception. On pourrait ainsi soutenir que I’étape la plus cruciale dans
le développement d’un vaccin immunocontraceptif est la sélection initiale d’un antigene
(Holland et al., 1997).
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On peut noter qu’a notre connaissance, aucune experience a I’heure actuelle n’a été
tentée avec la GalTase qui joue pourtant un réle central dans la reconnaissance

spermatozoide-ovocyte. On peut s’interroger quant a la non exploitation de cette molécule.

C. Antigenes de la zone pellucide.

La démarche conduisant a I’exploitation d’antigenes de reconnaissance, fixation et
fusion de la zone pellucide de I’ovocyte est identique a celle utilisée pour les antigenes de
spermatozoides. L’une des étapes les plus cruciales de la fécondation est la reconnaissance de
la zone pellucide (ZP) par le spermatozoide, préalable a la fixation de celui-ci. Ceci nécessite
donc I’ovulation d’un ovocyte présentant une zone pellucide mature et intacte. Les
glycoprotéines de la zone pellucide sont hautement glycosylées et la partie glucidique est
nécessaire au processus de fécondation. Le spermatozoide doit pénétrer les cellules
périovocytaires (cumulus oophorus) de I’ovocyte, reconnaitre et se lier spécifiquement aux
oligosaccharides de la zone pellucide pour enfin pénétrer cette zone pellucide. La zone
pellucide joue donc un rble pivot dans la fécondation en permettant la liaison du
spermatozoide, ce qui explique naturellement que les molécules de la zone pellucide
impliquées dans la reconnaissance du spermatozoide soient une cible intéressante pour

I’immunocontraception.

1. Influence du_degré_de glycosylation,_sulfonylation_et _sialylation _des

Bien qu’il ait été rapporté que les oligosaccharides O-liés sont impliqués dans la
liaison spermatozoide-ovocyte chez la souris, Liu et al. (1997) conduirent une expérience
pour étudier I’influence du degré de glycosylation, de sulfonylation et de sialylation des
oligosaccharides N- et O-liés des ZP3 de la souris (mZP3) dans la liaison spermatozoide-
ovocyte. Des fragments de mZP3 N-liées présentant des degrés variables de glycosylation,
des fragments de mZP3 traitées par de la neuraminidase et des fragments de mZP3 sulfatés
sécrétés par les cellules de carcinome embryonnaire ont été testés pour leur capacité a bloquer
la liaison du spermatozoide a la ZP et a induire la réaction acrosomique in vitro. Les résultats
montrent que les trois types de fragments peuvent bloquer de maniére indifférenciée la liaison
du spermatozoide et induire la réaction acrosomique, cela laisse suggérer que ni le sulfate ni

I’acide sialique situés ~dans mZP3 ne sont directement impliqués. dans la liaison
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spermatozoide-ovocyte puisque leur modification n’influe pas sur la liaison spermatozoide-
ovocyte qui a lieu dans tous les cas. Une étude supplémentaire de la fonction du groupement
de glycosylation présent sur ZP3, a la fois N et O-lié, est nécessaire pour mieux comprendre
I’interaction spermatozoide-ovocyte. En fait, les diverses possibilités d’adhésion du
spermatozoide sont des mécanismes a slreté intégrée pour permettre la survie des espéces, les
différents degrés de glycosylation, sulfonylation et sialylation n’influent pas directement sur
le processus de liaison. Ces modification biochimiques pourraient en revanche jouer un réle

dans la spécificité d’espece.

La ZP3 porcine est constituée de glycoprotéines a et B qui correspondent
respectivement aux ZP2 et ZP3 des autres especes. Dans I’espece porcine, on a émis
I’hypothése que, comme chez la souris, les pZP3a et pZP3p jouent un réle dans la liaison du
spermatozoide. Ces sous unités ont été étudiées en réalisant des incubations de
spermatozoides avec les différents fragments de ZP. On réalise ensuite des tests de liaison a la
zone pellucide avec les spermatozoides pré-incubés. Une étude de Sacco et al. (1989) montre
que la pré-incubation avec ZP3, inhibe la liaison spermatozoide-ovocyte. Lorsqu’on fait agir
une B-endogalactosidase, détruisant la sous unité B, la pré-incubation avec ZP3a seule inhibe
encore la liaison spermatozoide-ovocyte. A I’inverse, la pré-incubation avec ZP3 B seule ne
donne pas d’inhibition de la liaison. Berger et al. (1989) ont également montré que le
composant 55 K solubilisé préincubé (comparable a pZP3a) de la ZP porcine inhibe la liaison
spermatozoide-ovocyte. lls ont egalement démontré qu’un anticorps monoclonal dirigé contre
la totalité du composant 55 K glycosylé inhibe la liaison, alors que d’autres anticorps
monoclonaux dirigés contre d’autres portions de la ZP ne I’inhibent pas. Selon ces auteurs, un
des supports du spermatozoide de sanglier dans sa liaison a la ZP de la truie est une chaine
oligosaccharidique de la glycoprotéine pZP3a. On peut déduire de ces données que la ZP3a
porcine peut étre le récepteur primaire du spermatozoide dans I’espece porcine et constituerait
par 12 méme un candidat idéal & I’immunocontraception.

Des oligosaccharides isolés ont été utilisés pour prétraiter les spermatozoides de
sanglier, la liaison de ces spermatozoides aux ovocytes est ensuite évaluée, comme on I’avait
fait précédemment avec les sous unités o et . Yonezawa et al. (1995) ont montré que si on
préincube les spermatozoides avec ZP3a privée de ses oligosaccharides N liées, la liaison de
ces spermatozoides a I’ovocyte est moins inhibée et que les oligosaccharides O-liés de pZP3a
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ne réduisent pas I’effet inhibiteur. Cela suggere que les oligosaccharides N-liés de la sous
unité ZP3a, contrairement a ce que I’on observe chez la souris ou c’est I’oligosaccharide O-lié
qui intervient, sont impliqués dans la liaison spermatozoide-ovocyte chez la truie. Les
oligosaccharides O-liés ne semblent pas intervenir dans le processus de liaison dans cette
espece. Plus précisément, deux glucides N-liés intervenant dans la liaison spermatozoide-
ovocyte ont été localisés sur la fraction 137-247 de pZP3a (Yonezawa et al., 1997). Ce
résultat a été confirmé par Gupta et al. (1996) : des anticorps monoclonaux dirigés contre des
résidus d’acides aminés 18-142 et 239-363 de ZP3u inhibent la liaison spermatozoide-
ovocyte. Plus récemment, Kudo et al. (1998) ont montré que les chaines oligosaccharidiques
liées aux résidus d’asparagine 220 de pZP3a sont impliquées de maniére prédominante dans
la liaison spermatozoide-ovocyte chez la truie (Kudo et al., 1998). Cependant, le groupe de
recherche de Nakano a montré que les chaines N-liées des pZP3a et B possédent toutes deux
une activité de liaison au spermatozoide (Noguchi et al., 1982). De méme, lorsque I’on retire
une partie mineure de la pZP3a par exclusion chromatographique, on observe une diminution
de I’activité de liaison de la pZP3a au spermatozoide (Yurewicz et al., 1998). Cela laisse
supposer que la pZP3a et une partie de la B sont nécessaires a la liaison spermatozoide-
ovocyte.

Les deux épreuves compétitives in vitro de Yurewicz et al. (1991) et de Noguchi et al.
(1992) utilisant pZP3a+p et pZP3a, suggérent que un mélange de pZP3a+f est nécessaire a

une parfaite interaction entre les glucides et le spermatozoide (Yonezawa et al., 1995).

C’est donc la chaine oligosaccharidique N-liee de la sous unité pZP3a qui constitue
I’antigene le plus intéressant pour I’immunocontraception chez I’animal mais les derniéres
études montre que les chaines oligosaccharidiques N-liées de la sous unité pZP3p pourraient
également étre impliquées dans le processus de liaison.

Ainsi, finalement, I’utilisation du vaccin avec toute la glycoprotéine pZP3 semble étre

le plus efficace des antigénes candidats (Fayrer-Hosken et al., 1999).

3. Roble des D mannose et D fructose.
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Le role des oligosaccharides dans la fécondation a également été étudié chez I’homme.
En utilisant un test de pénétration de la zone pellucide humaine et une technique de triple
marquage pour évaluer la réaction acrosomique, Mori et al. (1993) ont testé les effets
bloguants de certains glucides. Les expériences montrérent que le D-mannose et le D-fructose
aux concentrations de 50 mM bloquent complétement la pénétration de la zone pellucide par
le spermatozoide. Cela laisse supposer que la cellule spermatique se lie au D-mannose de la
zone pellucide humaine et que cette étape est essentielle a la fécondation. La technique de
triple marquage montre que le D-fructose inhibe la réaction acrosomique. Le D-fructose
pourrait donc étre un facteur de stabilisation de I’acrosome dans le liquide séminal, ce qui
signifie qu’il empécherait une réaction acrosomique spontanée préalable a I’interaction avec
I’ovocyte. Une étude de Mori et al. (1989) rapporte que le traitement d’ovocytes humains
avec une lectine GIcNAc-spécifique bloque la liaison au spermatozoide, mais une incubation
préalable de spermatozoides non capacités avec GIcNAc ne bloque apparemment pas la
liaison. La capacité de nombreux monosaccharides a inhiber la liaison spermatozoide-ovocyte
conforte I’hypothése de complexes de récepteurs multivalents impliqués dans I’interaction
spermatozoide-ovocyte. Les différents glucides pourraient faire partie d’une large structure de
type oligosaccharidique qui reconnaitrait les récepteurs lectine-like du spermatozoide (Thaller
et Cardullo, 1996) ; ou bien, les cellules spermatiques pourraient posseder un récepteur
multivalent ou plus, d’une paire de récepteurs qui agiraient de maniére indépendante ou
synergique dans le processus de liaison pour aboutir avec succes a la liaison spermatozoide-

ovocyte (Chapman et Barratt, 1996).

Tout ce que nous venons de presenter montre que les chaines oligosaccharidiques
jouent un rdle pivot dans I’interaction spermatozoide-ovocyte, et que la présence d’une
protéine centrale est indispensable a I’induction de la réaction acrosomique. L’ importance des
chaines glucidiques dans la fécondation est confirmée par le lien observé en fécondation in
vitro humaine entre une anomalie des oligosaccharides de la ZP et des échecs de la
fécondation. Talevi et al. (1997) ont utilisé un panel de lectines pour réaliser un screening
d’ovocytes de femmes ayant des taux de fertilité élevés et d’ovocytes présentant des défauts
de fécondation alors qu’ils étaient mis en présence de semences fertiles testées. Les ovocytes
déficients étaient marqués avec Maclura pomifera (MPA), qui est spécifique de la
terminaison Gal-B-1,3-GalNAc, et du résidus interne a-GalNAc. Les ovocytes de femmes
présentant un haut niveau de fertilité ne marquent pas au MPA. Les ovocytes défectueux

montrent trois zones de marquages différentes au MPA correspondant & trois zones possibles
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défectueuses : une zone interne de liaison a la ZP, une zone de la périphérie de liaison a la ZP,
enfin un marquage uniforme de la ZP. Ces données suggerent que la présence de MPA liee a
la ZP (présence de Gal-B-1,3-GalNac) pourrait étre corrélée a une incapacité de la ZP a étre
liée puis pénétrée par le spermatozoide. Une immunisation avec des antigenes de la zone
pellucide mimant une zone pellucide défectueuse, rendrait I’ovule inapte a la fécondation.

D’autre part, des autoanticorps anti ZP furent supposés responsables de I’infertilité
chez la femme (Shiver et Dunbar, 1977). Les glycoprotéines de la ZP sont donc également
des antigénes candidats intéressant pour I’immunocontraception. L’antigéne comprenant
I’intégralité de la glycoprotéine ZP3 de la truie est le candidat le plus intéressant a
I’immunocontraception comme nous I’avons vu précedemment (11. C. 2.) et ce pour un grand
nombre d’espéces puisque la pZP3 présente des homologies significatives avec celles des
autres especes de mammiféres (Dunbar et al., 1980).

De plus, des quantités significatives de pZP3 peuvent étre obtenues facilement,
facilitant les recherches et la production de grandes quantités de vaccin. C’est pourquoi de

nombreuses études sur I’ immunocontraception ont utilisé la pZP3 comme agent contraceptif.

D. Préparation de I’antigéne pour éviter les effets secondaires.

La réduction de fertilité suite a la vaccination anti pZP a été attribuée principalement a
I’interférence des anticorps avec la liaison spermatozoide-ovocyte, mais cette vaccination est
également efficace via une action sur I’ovaire. Chez le lapin, une diminution du poids ovarien,
du développement folliculaire, et une différenciation folliculaire anormale ont été observées
(Wood et al., 1981). Des chiennes immunisées activement avec des pZP brutes (non purifiées)
ont montré une cyclicité altérée et un dysfonctionnement ovarien, et un titre en anticorps
élevé. A I’inverse, des chiennes immunisées avec des pZP purifiées montrent un titre modéré
en anticorps. De plus, seule une chienne sur trois vaccinée avec des antigenes pZP purifiés
montre des cycles anormaux, et apres quatre injections, les trois chiennes montrent une
réponse efficace a savoir I’abscence de fécondation suite a la mise en présence des gameétes

(Mahi-Brown et al., 1985). Des babouins vaccinés avec pZP montrérent également des signes
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de dysfonctionnement ovarien, qui inclut un niveau décroissant d’cestrogénes au cours du
cycle menstruel et une absence d’ovulation. Le cycle ovarien était altéré significativement
chez 60% des animaux apres huit mois de traitement. L’histologie de tissus ovariens de
babouins aprés une immunisation a long terme (plus de huit mois) révele une réduction du
nombre de follicules cavitaires (Dunbar et al., 1989). Les singes écureuils immunisés avec
pZP montrérent une diminution significative du nombre d’ovulations par rapport aux témoins
(Sacco et al., 1983). Dans une étude plus tardive, Sacco et al. (1987) démontrerent que bien
gue I’'immunisation initiale de singe écureuil avec la pZP entraine des dysfonctionnements de
la fonction ovarienne, ces effets sont réversibles c’est-a-dire qu’ils disparaissent quand
I’animal n’est plus immunise.

L’atteinte ovarienne consécutive a I’'immunisation anti pZP dépend de nombreux
facteurs comme la pureté de I’antigene, la prédisposition de I’espéce animale considérée,
I’adjuvant et la présence ou I’absence d’épitopes induisant une réponse des cellules T ou B a
la surface de la ZP utilisée comme immunogene (Afzalpurkar et al., 1997). La présence
d’épitopes T-cellulaires a la surface de la ZP utilisée comme immunogéne conduit souvent a
une inflammation de [I’oviducte (salpingite), un effet non désiré  pour un agent
immunocontraceptif réversible car il risque de provoquer une obstruction tubaire et donc une
stérilité définitive. Une étude montre que chez la souris, les affections ovariennes peuvent étre
transférees a des destinataires naifs via les cellules CD4+T, mais pas par les anticorps (Lou et
al., 1996). Tung et al. (1996) montrerent également que les cellules CD4+T de souris
reconnaissent les peptides mZP3 au niveau des cellules présentatrices d’antigenes de I’ovaire,
initiant le recrutement des macrophages, la sécrétion de cytokines, et I’inflammation
ovarienne. Quoiqu’il en soit, en altérant les épitopes T-cellulaires liés a la séquence ZP3, ils
furent capables d’éliminer la salpingite tout en conservant la réponse en anticorps et I’effet
immunocontraceptif. Ces résultats indiquent donc que les anticorps ne sont pas a I’origine de
I’inflammation tubaire, mais suggérent I’importance des cellules T dans la pathologie
ovarienne.

Suite a ces découvertes, des études ont été effectuées pour caractériser I’épitope B-
cellulaire de la ZP afin de réaliser un vaccin immunocontraceptif plus sécurisé. Les
chercheurs conduirent une étude utilisant des anticorps monoclonaux générés contre la ZP3p3
qui leur permit de cartographier les épitopes B-cellulaires (Afzalpurkar et Gupta, 1997). Cela
aidera a développer un peptide synthétique présentant un minimum de motifs de liaison en

vue de I’utiliser comme agent immunocontraceptif n’induisant pas la salpingite.
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D’autre part, la pZP3 se montre efficace comme antigene pour induire
I’immunocontraception dans plusieurs especes. Ainsi, par exemple, la séquence d’acides
aminés de pZP3p montre plus de 60% d’homologie avec la ZP3 humaine (Henderson et al.,
1987). Cela permet I’utilisation de pZP3p comme cible pour I'immunocontraception chez
I’lhomme : des anticorps polyclonaux dirigés contre pZP3f inhibent, in vitro, la liaison
spermatozoide-ovocyte chez I’lhnomme. Une protéine recombinante de lapin de 55kDa, qui est
I”’homologue du recepteur ZP3a de spermatozoides chez la truie (Prasad et al., 1996), a été
utilisée pour immuniser des singes Cynomolgus. La vaccination entraina la production
d’anticorps qui inhibent la liaison du spermatozoide, sans altérer la fonction ovarienne (Vande
Voort et al., 1995). Ces anticorps inhibérent également la liaison de spermatozoides de lapin a
des ovocytes de lapine in vitro. Ces découvertes encouragent les investigations en vue de
produire un vaccin immunocontraceptif pZP dénué d’effets secondaires et ce dans plusieurs

especes animales.

Trois facteurs peuvent jouer un réle significatif dans les altérations de la fonction
ovarienne. La durée de I’efficacité contraceptive est directement a mettre en relation avec la
guantité d’antigénes pZP administrés (Henderson et al., 1988) et au titre en anticorps en
résultant (Miller et al., 1992) ; le dysfonctionnement ovarien pourrait de méme étre en relation
avec la dose de pZP. Dunbar et al. (1989) utiliserent a la fois la ZP1 et la ZP3, qui comportent
un épitope antigéniqgue commun, mais de sérieux dysfonctionnements ovariens se

rencontraient chez les babouins aprés 49 semaines et 9 cycles hormonaux.

La pureté de I’antigene pZP pourrait constituer un troisieme facteur de I’altération de
la fonction ovarienne. La plupart des études réalisées avec des lapins, des chiens et des
primates démontrent que le dysfonctionnement ovarien est présent lors de I’utilisation de
préparations brutes de pZP, qui contiennent la totalité des protéines de la ZP. Ces différentes
préparations incluent également des associations de glucides dont on connait I’importance en
tant qu’antigenes (Paterson et Aitken, 1990). Que ce soit a court ou a long terme il semble que
ce soit bien la pureté de I’antigéne qui est incriminée dans I’apparition d’effets secondaires

néfastes comme la salpingite, pouvant étre & I’origine d’une stérilité définitive. Ainsi le mode
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de préparation de I’antigene doit étre exemplaire afin d’obtenir des antigénes purifiés. Des
méthodes plus récentes d’obtention de protéines de ZP par génie génétique permettraient de

réaliser des préparations présentant un haut degré de pureté.

Une immunisation prolongée entrainant un maintien élevé du titre en anticorps anti-ZP
a également causé des profils hormonaux anormaux et ainsi une altération du cycle cestral
chez la lapine (Skinner et al., 1984), chez la chienne (Mahi-Brown et al., 1985), et altére les
cycles menstruels chez les primates (Dunbar et al., 1989 ; Lou et al., 1996 ; Garza et al.,
1998).

Ces conséquences hormonales entrainées par immunisation a long terme pourraient
jouer un réle dans le fonctionnement ovarien incorrect et conduire a I’effet d’infertilité des
anticorps anti-ZP. Cela se produit en synergie avec I’inhibition de la liaison du spermatozoide
et/ou de la pénétration de la zone pellucide. D autres données montrent I’érosion de la
population folliculaire dans de nombreuses especes (Sehgal et al., 1989 ; Upadhyay et al.,
1989 ; Paterson et al., 1996) ayant été vaccinées pendant des périodes prolongées avec la pZP.

L’experience réalisée par Kirkpatrick et al. en 1992 illustre bien les phénomeénes
d’altération a long terme. En dehors de cette étude sur les chevaux, il n’y a pas eu
d’expérience similaire avec un traitement d’au moins trois ans sur d’autres especes de
mammifeéres. Ainsi nos connaissances des effets a long terme sont faibles. En se basant sur les
travaux de Liu et al. (1989) sur des juments en captivité, et les premiers travaux sur des
juments sauvages (Kirkpatrick et al., 1990a, 1991), qui utiliserent le méme antigene et les
mémes doses et démontrerent un retour normal de la fertilité, les données de trois années
consécutives de traitement suggeérent que la durée du traitement pourrait étre le facteur
préponderant pour expliquer les dysfonctionnements ovariens observés chez les juments
(Kirkpatrick et al., 1992).

La durée du traitement peut contribuer aux effets a long terme. De faibles doses
de haute pureté peuvent produire des effets a long terme par un effet cumulatif sur la
population folliculaire.

Notons que I’on parle, en ce qui concerne les expériences pré citées, d’ immunisation
prolongée, a savoir sur quelques mois, ce qui n’est en aucun cas comparable a I’expérience

d’immunocontraception réalisée par Kirkpatrick et al. sur trois ans.
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111 Réponse immunitaire induite.

Bloquer I’interaction spermatozoide-ovocyte par I’immunocontraception implique une
immunité cellulaire et/ou humorale. Les nombreux isotypes d’immunoglobulines (lg)
présentent autant de diversités d’affinités que de différences de caractéristiques de liaison. Les
IgA sont habituellement impliquées dans I’immunité locale, les IgE jouent un rdle dans
I’hypersensibilité immédiate et dans I’immunité anti-parasitaire. Les IgM et 1gG sont
principalement dirigées contre les antigenes protéiques, mais ces antigenes peuvent également
étre des protéines glycosylées comme le sont les glycoprotéines de la ZP (Burton et Woof,
1992). L’1gG est I’'immunoglobuline la plus versatile de la circulation systémique ; en cela,
elle active le systeme du complément, améliore la phagocytose par I’opsonisation, et
déclenche la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps. Par la voie
humorale, I’IgM est I’acteur de la réponse immédiate alors que 1’1gG est I’acteur de la réponse
a long terme. Ces différents types d’lg peuvent étre impliqués dans la réponse immunitaire

induite par immunocontraception.

A. Role de I’'immunisation dans le controle de la fécondité.

Le but d’un vaccin contrdlant la féecondité est, en grande partie, de générer une réponse
immunitaire et de la maintenir efficace afin de perturber le mécanisme qui s’opére dans le
tractus reproducteur. Dans certains cas, comme lors de I’immunisation contre les antigénes de
la zone pellucide des ovocytes, un transsudat de sérum contenant des anticorps spécifiques et
présents dans I’oviducte pourrait suffire a fournir un haut niveau d’immunocontraception.
Cependant, la capacité a générer une réponse locale, au niveau de la muqueuse, a proximité
du site de fecondation, seule ou en combinaison avec une réponse systémique, pourrait étre
essentielle pour aboutir a un contrdle vaccinal totalement efficace de la fécondation. Des
éléments de I'immunité a la fois humorale et cellulaire sont présents dans les tractus
reproducteurs du male et de la femelle, comme ils seront décrits ci-dessous, et procurent une

protection sans compromettre la reproduction a long terme.
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Les éléments responsables de la production d’anticorps sécrétoires sont présents sur la
majeure partie du tractus reproducteur du male et de la femelle de nombreuses especes, bien
qu’il soit difficile de mettre en évidence la présence de tissus lymphoides organisés, si I’on
excepte la présence de nodules au niveau du vagin chez la femelle (Quayle et Anderson,
1995).

Chez les femelles, le nombre de cellules T est faible dans le vagin et au niveau de
I’orifice externe du col de I’utérus, mais les cellules T CD4+ et CD8+ sont tres nombreuses
dans I’endometre et dans la zone de transformation du col de I’utérus (Edwards et Morris,
1985). Les cellules de Langerhans et d’autres cellules présentatrices d’antigenes sont
également présentes dans la partie basse du tractus reproducteur, particuliérement au niveau
du col de I’utérus et de la vulve. Des cellules issues du plasma, a action locale, sont retrouvées
en grand nombre a proximité de I’épithélium vaginal, du col de I’utérus et de I’oviducte, mais
sont rarement retrouvées au niveau des ovaires ou de I’endométre. Elles secrétent
majoritairement des anticorps de I’isotype A, bien que des cellules productrices d’IgG et
d’IgM soient aussi présentes. Des composants sécrétoires sont également exprimeés par les
cellules épithéliales en différents sites du tractus. Les sécrétions cervicales contiennent de
fortes concentrations en IgA sécrétoires (IgAs) et en IgG(provenant principalement du serum)
selon un ratio d’environ 1:2.

On connait moins bien le systéeme immunitaire du tractus génital male, bien que les
cellules présentatrices d’antigénes, les cellules B, les cellules T porteuses de I’intégron aEB7,
qui se trouve exclusivement sur les lymphocytes a action locale, et les cellules épithéliales
capables de synthétiser des composants sécrétoires soient tous présents (Miller et al., 1992).
Le tractus male contient également des cellules plasmatiques sécrétrices d’IgA ; des IgA, 1gG
et IgM ont été mises en évidence dans la premiere phase de I’éjaculat, alors que des IgA
sécretoires spécifiqguement dirigées contre un certain nombre de pathogénes locaux ont été

détectées dans le liquide séminal d’individus infectés (Quayle et Anderson, 1995).

Plus d’informations sont maintenant disponibles en ce qui concerne la nature des

réponses systémique et locale potentiellement importantes pour I’immunocontraception
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générée apres différents types d’immunisation (Quayle et Anderson, 1995). En général, il
apparait que la stimulation immunitaire du col de I’utérus ou du vagin peut mener a une
production locale en IgA spécifiques, et a la présence d’lgG dans I’utérus provenant du
sérum. Des anticorps peuvent également étre retrouvés dans le tractus génital aprés une
immunisation intrapéritonéale et cela est probablement d a la présence d’antigénes au niveau
des ganglions lymphatiques et/ou a la stimulation de populations cellulaires B1 péritonéales
(Pecquet et al., 1992).

Une immunisation par voie rectale pourrait également mener a générer une réponse en
IgA au niveau vaginal (Haneberg et al., 1995), probablement gréce aux ganglions
lymphatiques drainant ces tissus (Quayle et Anderson, 1995).

La combinaison d’une primovaccination orale et d’un rappel par voie vaginale avec
une sous unité vaccinale contre le virus de I’immunodéficience simienne induit une réponse
en IgA locale et 1gG, en IgA et I1gG du sérum et en cellules T au niveau des ganglions
lymphatiques drainant le tractus génital (Lehner et al., 1993). De tels protocoles doivent
probablement leur efficacité a I’activation et a la migration de cellules lymphoides au niveau
du tractus gastro-intestinal suite & I’immunisation par voie orale, et au rappel local fournissant
une spécificité antigénique locale encore plus importante et/ou un signal prolifératif (Quayle
et Anderson, 1995). La circulation d’immunocytes sensibilisés issus des tissus lymphoides
GALT au niveau du tractus génital (Mestecky, 1987) pourrait étre exploitée en vue
d’optimiser la réponse locale, bien que plus d’informations soient nécessaires en ce qui
concerne les restrictions possibles des migrations cellulaires des tissus GALT aux tissus
reproducteurs a cause de la compartimentation de ce systéme (Czerkinsky et al., 1995).

Un rappel oral annuel constituerait une alternative attractive au rappel par voie
génitale, aussi bien d’un point de vue financier que du point de vue de la facilité
d’administration. Une immunisation orale réussie implique la persistance de I’antigéne au
niveau du tractus gastro-intestinal, une distribution efficace pour la présentation au GALT et
le développement d’une réponse immunitaire appropriée. La majorité des recherches actuelles
se dirige dans cette direction, en vue d’obtenir une réponse humorale au niveau du tractus
reproducteur, particulierement suite au rappel, d’une durée d’action appropriée pour une
immunocontraception efficace.

Les microsphéres biodégradables, les complexes stimulant I’immunité (ISCOMS), les
liposomes et les vecteurs bactériens vivants ou viraux sont tous étudiés pour leur capacité a
libérer une batterie d’antigénes afin de générer des réponses locales de longue durée,

principalement via ‘la voie orale. Certaines des caractéristiques ;de ,ces vecteurs sont
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mentionnées dans le tableau 2. De plus, la toxine cholérique, les toxines diphtérique et
tétanique, les cytokines, les hybrides de systemes de libération et les adjuvants ont également
été essayés pour ameéliorer le développement d’une immunité locale induite par la vaccination
(Alistair et al., 1997).

Certaines de ces approches sont maintenant appliquées dans le cadre de
I’immunocontraception et il convient d’étudier ces adjuvants qui permettraient d’optimiser la

réponse immunitaire notamment au niveau local.

B. Amélioration de la réponse immunitaire par les cytokines dans le cas de

I’immunocontraception.

La réponse cellulaire n’est pas a rechercher et I’objectif va étre d’obtenir une réponse
en anticorps maximale et ciblée vers les tissus reproducreurs.

Une immunocontraception efficace va probablement nécessiter le développement
d’une réponse en anticorps a la fois forte et durable soit au niveau systémique, soit au niveau
de la muqueuse génitale (action locale). Les anticorps circulants pourraient bloquer le
fonctionnement des hormones ou prendre les gametes comme cible, mais I’inhibition la plus
efficace de la reproduction sera probablement acquise par la présence d’anticorps au niveau
du tractus reproducteur. La vaccination entrainant une réponse immunitaire cellulaire dirigée
contre les antigénes de la reproduction apparait comme moins importante et pourrait, en fait,
conduire a des dégats potentiels et non désirés par réaction auto-immune entrainant des
destructions tissulaires.

Il apparait que les antigenes nécessitent d’étre administrés avec des adjuvants
puissants afin d’arriver a un titre d’anticorps hautement spécifiques suffisant. L’obtention
d’une réponse maximale en anticorps peut passer par I’induction de cytokines de type
interleukines (IL) qui induisent préférentiellement une réponse humorale.

Les cytokines sont des molécules hormones-like produites par des cellules du systeme

immunitaire, jouant un réle crucial en déterminant a la fois le type et I’amplitude de la

Microorganismes Microsphéres ISCOMS Adjuvants possibles

infectieux biodégradables

Comprend les Particules de 5-10um  Liposomes Toxine cholérique

vecteurs viraux et de diametre retenues

bactériens au niveau des plaques Vaccins hybrides Toxines tétanique et
de Peyer diphtérique

Colonisation et Plasmides ADN
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réplication Transformation Cytokines
nécessaire par les

Provoque une organismes vivants
stimulation
antigénique Réponse 500 fois plus

élevée qu’avec des
antigenes libres.
Forte réponse
systémique et locale  La voie locale donne
une réponse a la fois
Peut également coder  systémique et locale
pour des adjuvants
(par exemples des
cytokines)

Nécessite une
transmission
spécifique a la cible

ISCOMS : immune-stimulating complexes (complexes stimulant le systéme immunitaire).

Tableau 2 : Vecteurs et transporteurs pour I’immunisation par voie orale. (D’apres
Alistair et al., 1997)

réponse immunitaire. Les cellules T-helper de type 2 (Th2) secrétent les interleukines 4 (IL-
4), IL-5, IL-6 et IL-10, qui stimulent la croissance et la différentiation des cellules B et
induisent préférentiellement la réponse immunitaire humorale. Des approches moléculaires
furent utilisées pour étudier le role de ces facteurs dans le développement de la réponse
immunitaire in vivo et pour montrer qu’ils peuvent jouer un r6le important en tant
gu’adjuvants naturels des cellules B, capables d’améliorer la réponse en anticorps spécifique
de I’antigéne, particulierement au niveau de la muqueuse, lorsqu’ils sont libérés comme

composants de différents systémes d’action a distance. Cette partie décrit des découvertes
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récentes concernant les cytokines impliquées dans la régulation de la réponse immunitaire
(particulierement au niveau de la muqueuse), en vue d’optimiser la réponse immunitaire
prépondérante lors de I’immunocontraception et de trouver des systémes vecteurs pour

délivrer antigenes et cytokines afin d’obtenir une réponse immunitaire plus efficace.

Les réponses en anticorps sont caractérisées par la production d’immunoglobulines de
différents isotypes, de nature et de site d’expression différents. Les réponses par voie
systémique sont généralement médiées par des anticorps d’isotypes IgG qui sont les
molécules effectrices principales, contrairement aux anticorps de la muqueuse qui sont
principalement des isotypes IgA sécrétoires et qui représentent la défense initiale contre les
pathogénes, étant donné que la majorité des antigenes rentrent en contact avec I’organisme en
premier lieu a ce niveau. Les réponses en anticorps au niveau des muqueuses, incluant celles
du tractus reproducteur, sont connues pour leur courte durée mais les détails concernant la
présentation de I’antigene au niveau de la muqueuse, la migration de I’immunité cellulaire et
les autres événements de régulation de I’immunité sont peu connus. Cependant, il y a plus
d’intéréts a I’heure actuelle a réaliser des recherches pour une vaccination visant a obtenir une
réponse immunitaire au niveau de la muqueuse, particulierement au vu de leur importance
dans le contréle de la fécondation.

La plupart des cellules productrices d’IgA se situent dans les muqueuses associées a
des tissus lymphoides (MALT) comme les plaques de Peyer au niveau de I’intestin ; ces
MALT sont le lieu ou se fait la premiére rencontre avec I’antigéne puis la production d’IgA
(Mestecky et McGhee 1987). Les cellules ThCD4+ du MALT jouent un réle crucial dans
I”induction de la réponse en IgA de la muqueuse (Kawanishi et al., 1983). Les cytokines

Cytokine Effets sur la production et/ou
sécrétion d’immunoglobuline

IL-2 Augmente la production générale en
immunoglobuline
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IL-4 Augmente 1gG1*, 1gGE”, 1gGA”"
Diminue 1gG2a, IgG2b, 1gG3

IL-5 Augmente IgM, 1gG, IgA locaux

IL-6 Augmente IgAA locaux et/ou IgG, 1gG
systémiques

IL-10 Augmente IgM et IgG

IFN-y Augmente 1gG2a”

Diminue 1gG1, IgG2b, 19gG3, IgE

A Les cytokines sont importantes voire indispensables & la production de ces isotypes.
IL : Interleukine

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

Tableau 3 : Cytokines influencant la production et/ou la secrétion d’isotypes d’anticorps chez
la souris.(D’apres Alistair et al., 1997)

sécrétées par les cellules T et d’autres cellules du systéme immunitaire jouent un réle majeur a
différents niveaux des réponses par voie systémique et locale.

Les cytokines jouent un role crucial dans la communication entre les cellules du
systeme immunitaire et dans la détermination du type et de I’amplitude de la réponse
immunitaire. On distingue deux sous-groupes de cellules T helper selon les cytokines qu’elles
synthétisent ; ces différents profils de synthese pourraient expliquer le role important joué par
ces facteurs dans la régulation de I’immunité (Mossman et Coffman, 1989). Un premier sous
groupe de cellules, appelées Thl, secretent I’IL-2, I’interféron-y (IFN-y) et le facteur de

nécrose tumoral o (TNF-o). En genéral, les fonctions assurées par les Thl sont des activités
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toxiques. Ainsi, une réponse immunitaire basée sur les Thl sera plus appropriée pour une
défense vis-a-vis de virus et d’autres pathogenes intracellulaires. En revanche, I’assistance des
cellules B pour la production d’anticorps est assurée par les cellules de type Th2. Les
interleukines IL-4, IL-5 et 1L-6 sont sécrétées par les Th2. Ces interleukines semblent induire
préférentiellement une réponse humorale avec des isotypes 1gG1, IgE et IgA en fortes
concentrations (Mosmann et al., 1991). Les cellules Th2 produisent également des facteurs
qui inhibent la synthése d’IFN-y par les cellules Thl alors que IFN-y inhibe a la fois la
prolifération et I’activité des cellules Th2.

Au cours du processus d’immunocontraception, il faut donc essayer de privilégier les

réponses en Th2.

Des données provenant d’études réalisees in vitro et in vivo dans un grand nombre
d’espéces confortent I’idée d’un rble majeur de certaines cytokines, particulierement les
facteurs de type Th-2, dans le développement de la réponse immunitaire. Leur influence sur la
production de différents isotypes d’anticorps murins est résumee dans le tableau 3. Les
facteurs de type 2, IL-4, IL-5 et IL-6 semblent étre particulierement importants dans la
régulation de la réponse immunitaire au niveau des muqueuses (réponse locale). Les cellules
Th2 sont nombreuses dans les muqueuses (Taguchi et al., 1990). Un messager stimulant la
production des IL-4 et IL-5 est détecté au niveau des plaques de Peyer et les trois facteurs (IL-
4, IL-5 et IL-6) sont fortement exprimés au site de production des IgA de la lamina propria.
On a montré que I’'lL-4 est un facteur important d’orientation du type de synthése d’lg par les
cellules B muqueuses. Plutdt que des IgM+ de surface, IL-4 favorise I’expression d’IgA de
surface chez la souris (Ehrhardt et al., 1992) et chez I’homme (Islam et al., 1991). L’1I-4 est
un facteur de transformation (switch factor). L’IL-5 murine ne possede apparemment aucune
activité sur les cellules B muqueuses immatures mais peut jouer un réle seule (Beagley et al.,
1995), ou en synergie avec I’IL-4 (Murray et al., 1987) ou I’lL-6 (Kunimoto et al., 1989) pour
promouvoir le développement d’IgA+ mugueux par les cellules B in vitro. Ainsi, I’IL-5 est
plus considérée comme un facteur de différentiation terminal qu’un facteur de transformation
pour la production d’IgA, bien qu’il n’y ait pas de preuve directe qu’il joue normalement un
tel role in vivo. L’IL-6 améliore également la production d’IgA in vitro par les cellules B
productrices d’IgA (Beagley et al., 1989) ; la présence en grand nombre de cellules contenant

I’ARNm d’IL-6 au niveau de la muqueuse intestinale (Bao et al., 1993) suggere également
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que I’IL-6 joue un réle important dans la régulation de la réponse en IgA. Lorsqu’on injecte
I’IL-5 et I’IL-6 dans des glandes lacrymales murines, on améliore les réponses locales en IgA

(Pockley et Montgomery, 1991).

Les cytokines de type 2, particulierement I’IL-5 et I’'lL-6, jouent donc un réle
important dans I’activation antigénique des cellules B productrices d’IgA au niveau local

(muqueuses).
En conséquence, ces facteurs sont des candidats qui valent la peine d’étre testés

comme adjuvants pour favoriser la réponse humorale au niveau systémique et local,

notamment celle qui présente une importance pour une immunocontraception réussie.

C. Voie d’administration de [’antigéne : libération par un vecteur des antigénes et

cytokines jouant le rdle d’adjuvant.

La stimulation du systeme immunitaire locale est fondamentale mais la mise en place
de rappel par voie locale est difficile a mettre en ceuvre. Ainsi, le choix de la voie
d’administration, notamment en ce qui concerne I’animal sauvage qui constitue une cible
d’avenir pour I’immunocontraception, tient une place particulierement importante dans la

stimulation du systéme immunitaire.

L’amélioration de I’amplitude et de la durée de la réponse systémique spécifique en
IgG et de la réponse locale spécifiqgue en IgA présente des intéréts majeurs pour une
vaccination immunocontraceptive. A cette fin, un modele murin a été établi chez lequel il est
possible de tester I’intérét des cytokines de type 2 dans I’amélioration de la réponse
immunitaire a un vaccin. Cela a impliqué la réalisation et le testage d’une batterie de vecteurs
réplicatifs et non réplicatifs qui co-expriment les génes de cytokines et le gene de
I’hémaglutinnine (HA) du virus influenza A/PR/8/34 (Ramshaw et al., 1992).

En effet, les tentatives de modification des réponses immunitaires par I’administration
de cytokines recombinantes se heurtent a des difficultés concernant I’émission de ces facteurs

au niveau des sites de réaction immunitaire et & leur courte demi-vie in vivo. Une solution
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peut étre de modifier des virus de fagon a les rendre capables de produire ces cytokines qui
seront sécrétées par les cellules infectées a forte concentration. Le virus de la vaccine et
d’autres poxvirus vecteurs maintenant développés ont la capacité de transporter une quantité
suffisante d’ADN hétérologue pour coder de nombreux genes, et de permettre une
transcription et une traduction fidéles de ces génes insérés ainsi que des modifications et un
transport post-traductionnel appropriés (Moxx et Flesner 1987). Ces virus modifiés peuvent
donc permettre une production prolongée et a fortes concentrations des antigenes désirés dans
les cellules hotes.

Ainsi par exemple, le géne HA associé avec des genes codant pour des cytokines de

type 2 a été intégré dans un virus de la vaccine [recombinant (rVV), dans un poxvirus de la

dinde (FPV = fowl pox virus) et des vecteurs plasmidiques en vue d’améliorer la réponse
humorale systémique et locale. Les cytokines de type 2 intégrées dans les vecteurs rvVV
augmentent 5 a 10 fois la réponse locale en IgA et la réponse en IgG contre HA. Des
immunocytes pulmonaires secrétant des anticorps spécifiques envers la glycoprotéine HA co-
exprimée étaient d’efficacité significativement améliorée chez des souris a qui I’on avait
injecté un virus de la vaccine modifié par intégration du gene de I’'IL-5 en comparaison a
celles ayant recu le virus témoin (Ramsay et Kohonen-Corish, 1993). Le pic de réponse est
obtenu le quatorzieme jour apres infection et présente des titres quatre fois plus élevés que la
réponse observée chez les témoins ; de plus, la réponse ne commence a décliner que le 28"
jour, c’est-a-dire plus tard que chez les témoins. Des titres quatre fois plus élevés en IgAs
furent mis en évidence dans le liquide pulmonaire de souris surexprimant I’IL-5 ou I’IL-6
(Ramsay 1995). Ainsi, a la fois I’IL-5 et I’IL-6, lorsqu’elles sont exprimées dans des rvVV

réplicatifs, sont des stimulants efficaces de la réponse en IgA locale spécifique de I’antigene.

Immunisation intra-nasale Production d’ anti-corps anti HA par 10° cellules
(107 unités formant plaques)  lymphoides  pulmonaires :
19G IgA
Jour 14 :
FPV-HA 5,5 3,0
FPV-HA-IL-2 5,0 3,2
FPV-HA-IL-6 38,9 30,6
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Jour 28 :

FPV-HA 11,4 9,5
FPV-HA-IL-2 15,9 10,2
FPV-HA-IL-6 93,3 15,6

HA : Hémaglutinine
FPV : Fowl Pox Virus (Pox Virus de Dinde)
IL : Interleukine

Tableau 4 : Les réponses en anticorps spécifiques sont améliorées par I’interleukine-6
(IL-6) co-exprimée avec le dene HA dans un vecteur fowlpoxvirus (FPV). (D’apres Alistair et
al., 1997)

Cependant, I’IL-5 apportée de cette maniére ne semble pas affecter les réponses locales en
IgG ou la réactivité systemique

Le FPV est un autre poxvirus actuellement testé comme vecteur vaccinal présentant un
nombre hautement réduit d’especes hdtes. Cela lui confére I’avantage potentiel d’avoir une
réplication bloguée dans les cellules de mammiferes, bien que les génes hétérologues intégrés
dans ce vecteur sous le contréle de promoteurs précoces soient exprimés, entrainant la
présentation du gene vaccinal au systéme immunitaire (Somogyi et al., 1993). La capacité des
rFPV a libérer I’IL-6 comme adjuvant des réponses systémique en 1gG et locale en IgA fut
étudiée et une augmentation marquée de ces réponses fut mise en évidence (Leong et al.,
1994). Des réponses a la fois fortes et spécifiques en IgA et 1gG furent mises en évidence sur
des poumons de souris a qui I’on avait administré un inoculat intra nasal de FPV-HA-IL-6.
Ces réponses étaient 10 fois plus élevées que celles détectées chez les souris témoins a qui
I’on avait administré le FPV exprimant I’IL-2 (tableau 4). Les réponses, déja importantes au

14®™ jour aprés I’'immunisation, étaient toujours élevées au 28'™
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recu FPV-HA-IL-6, particulierement le nombre de cellules sécrétrices d’1gG spécifiques. La
réactivité est encore plus importante lorsque les souris recoivent un rappel de FPV-HA-IL-6,
seul ou associé a une dose sublétale de virus influenza homologue de souche sauvage (Leong
etal., 1994).

Les plasmides ADN (ADN nu ou vaccin acide nucléique) représentent de nouveaux
vecteurs prometteurs en matiere de vaccination. Les caractéristiques de ces vecteurs de
synthese dans le cadre de I’amélioration de la réponse vaccinale ont été décrits en détail
(Fynan et al., 1993 ; Leong et al., 1995 ; Pardoll et Beckerleg, 1995). Les plasmides ADN
sont non replicatifs, non infectieux, ne s’integrent pas au génome et sont stables et faciles a
préparer a colt réduit comparativement a d’autres vecteurs ou protéines immunogenes. De
nombreux génes peuvent étre exprimés par le biais de ces vecteurs synthétiques et de
nombreuses voies d’inoculation ont montré leur efficacité (comprenant une administration
locale directe). Finalement, des réponses immunitaires systémiques de longue durée ont pu
étre générées dans de nombreuses especes aprés une immunisation par I’ADN, avec un
développement précoce d’une haute affinité des anticorps. La principale caractéristique du
plasmide ADN est peut-étre sa capacité a persister dans I’hdte avec une présentation
prolongée des antigenes, permettant d’obtenir une réponse immunitaire de plus longue dureée.
Les vaccins ADN ont éeté plus souvent administrés par voie intra-musculaire ou intra-

dermique (approche du « gene pistolet »), mais ont également conféré une protection chez les

ADN conjugué a : Effets qui pourrait améliorer la production en
anticorps spécifiques

Anticorps anti-MHC classe Il Liaison aux récepteurs des APC

Anticorps ciblant FR Liaison aux récepteurs des APC

Fragment de complément C3d Liaison aux récepteurs des APC

Liposomes Recrutement et absorption par les
macrophages
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Toxine cholérique, pili Absorption par les cellules immunitaires

locales
Protéines complexes qui ressemblent aux Ciblant les récepteurs multivalents sur APC
virions (ISCOMS, transposons) (immunoglobulines)

MHC : Complexe majeur d’histocompatibilité
FR : Fragment du récepteur sur I’immunoglobuline
ISCOMS : complexes stimulant le systeme immunitaire

Tableau 5 : Amélioration de I’immunogénicité par ciblage du vaccin ADN vers les cellules
présentatrices d’antigenes (APC). (D’apres Alistair et al. 1997)

souris lorsque ce vaccin est administré par voie intra nasale avant une épreuve pathogene au
virus influenza (Fynan et al., 1993). Les HA codant au sein des ADN plasmiques conduisent a
une réponse humorale maintenue apres plusieurs mois chez la souris lorsque le vecteur est
administré par la technique du « géne pistolet » ou par voie intra musculaire (Leong et al.,
1995). 1l a été également possible de placer des génes codant pour les cytokines de type 2 au
sein des plasmides ADN et d’observer une nette amelioration des réponses. De plus, des
réponses a la fois plus fortes et plus durables sont obtenues lorsque I’on combine la
vaccination ADN a un rappel avec un FVP codant pour le méme antigéne HA, probablement
grace a la persistance des deux vecteurs chez I’h6te (Leong et al., 1995). Un défi majeur est
maintenant de tester les capacités du vaccin ADN, administré seul ou avec un vecteur FVP
dans des programmes de vaccination consécutifs, pour stimuler la réponse locale aprés une
libération systémique et/ou locale de I’antigene; mais aussi de tester les capacités
d’amélioration de ces réponses par les cytokines exprimées simultanément. L optimisation de
telles réponses peut aussi passer par le choix d’antigénes auxiliaires connus pour intervenir

dans le fonctionnement des cellules présentatrices d’antigenes (tableau 5).
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L’approche moléculaire présentée ci-dessus a permis d’étudier le r6le des cytokines
dans le développement de la réponse immunitaire in vivo et de montrer qu’elles sont des
adjuvants naturels des cellules B, capables d’ameliorer la spécificité antigénique de la réponse
humorale, particuliérement au niveau local ; ces adjuvants doivent étre administrés via des
vecteurs viraux ou plasmidiques. De telles réponses, au niveau local, sont difficiles a atteindre
mais sont indispensables & une immunocontraception efficace. Ces études fournissent une
base pour poursuivre les recherches sur la libération directe des antigénes et des adjuvants en
vue d’une immunisation a la fois locale et systémique. Cette stratégie semble étre appropriée
non seulement pour I’immunoprophylaxie contre les maladies, mais aussi en vue de
I’immunocontraception. Si la glycoprotéine HA employée par Leong et al. (1995) comme
antigene vaccinal induit seule classiquement une réponse forte, un titre élevé en anticorps peut
également étre obtenu grace a la coexpression de cytokines de type 2 contre des antigéenes qui
n’induisent que peu ou pas de réponse lorsqu’ils sont exprimés sans facteur adjuvant. Ceci est
intéressant pour I’immunocontraception qui utilise des antigénes purifiés faiblement
immunogenes. La prévention de réponses immunitaires potentiellement dommageables,
comme les destructions ovariennes auto-immunes mediées par les cellules T, est un autre

avantage possible offert par la co-expression de ces facteurs dans les vaccins contraceptifs :
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Figure 4 : Evolution du taux sérique moyen des anticorps anti-GnRH selon le type d’antigene
utilisé (D’aprés Chaffaux et al., 1985).

en effet, les cytokines surexprimées dévieraient I’activité du systeme immunitaire de T vers
B. Ainsi I’IL-4 intégrée dans un vecteur diminue la réponse cellulaire in vivo (Sharma et al.,
1996). Finalement, améliorer la réponse humorale du vaccin en lui conférant une spécificité
d’espece médiée par les cytokines chez I’h6te est également réalisable. La spécificité d’espéce
des cytokines est variable. En ce qui concerne leur role dans le développement des cellules B

et de la réponse humorale, I’IL-4 est hautement spécifique, alors que I’IL-5 murine,
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contrairement a I’lL-5 humaine, est responsable de nombreuses réactions croisées dans
différentes espéces. L’IL-6 humaine favorise également le développement de cellules B issues
de singes, rats et souris, mais I’IL-6 murine est inactive sur les cellules B humaines (Alistair
etal., 1997).

D. Résultats immunologiques actuels de I’immunocontraception.

Du fait de son faible poids moléculaire (1182,32 D), la gonadolibérine est peu
immunogene. Or Chaffaux et al. (1985) ont constaté que, dans toutes ces expérimentations, un
taux élevé d’anticorps anti-GnRH était indispensable a I’apparition des effets biologiques et

zootechniques.

La figure 4 indique I’évolution du taux d’anticorps anti GnRH pour les trois lots
d’agneaux dans I’expérience de Chaffaux et al. (1985). Ce taux est exprimé en pourcentage de
liaison. Pour les agneaux du lot 2, immunisés avec de la gonadolibérine couplée a la
thyroglobuline en émulsion dans de I’adjuvant de Freund, le taux serique moyen des anticorps
3ieme 4®™  immunisation. 1l reste élevé

atteint 74% apres la immunisation et 88% apres la

jusqu’a la 38"™ semaine.

Le pourcentage de liaison obtenu dans le lot immunisé avec la GnRH seule ne differe
pas significativement de celui du lot témoin. Pour ces deux lots, le pourcentage de liaison
oscille entre 6 et 17%. Ce qui souligne I’importance du mode de préparation de la GnRH

compte tenu de son faible pouvoir immunogeéne.

L’immunisation active des agneaux males a I’aide de la gonadolibérine couplée a la
thyroglobuline en émulsion dans de I’adjuvant complet de Freund a donc fait apparaitre des la
3®™ immunisation un taux important d’anticorps spécifiques chez tous les animaux. Ceci
correspond aux resultats obtenus par Jeffcoate et al. (1992).

Seuls le délai d’apparition et la durée de maintien de la concentration élevée
d’anticorps varient individuellement, ce qui explique les variations globales observées pour

les mensurations testiculaires et les taux hormonaux périphériques.
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Dans tous les cas, un taux détectable d’anticorps dans le sérum périphérique n’apparait
qu’apres deux immunisations successives. Pour maintenir ce taux pendant plus de 3 a 4
semaines, il est toujours nécessaire d’administrer des injections de rappel, sinon il diminue
assez rapidement (2 a 3 semaines). Cependant aprés plusieurs rappels un taux constant se

maintient pendant 2 a 5 mois.

La gonadolibérine administrée seule, ainsi que le porteur émulsifié dans I’adjuvant et
administré sans GnRH, n’ont jamais pu faire apparaitre d’anticorps anti-GnRH circulants.
Ceci prouve, d’une part, I’absence d’immunogénicité de la gonadolibérine et donc la nécessité
d’un porteur et (ou) d’un adjuvant, et d’autre part, la spécificité des anticorps anti-GnRH
quand ils sont obtenus apres couplage.

La gonadolibérine est un hapténe dont les déterminants antigéniques sont
indispensables a I’induction de I’apparition d’anticorps anti-GnRH mais qui doit étre couplé a
un porteur pour acquérir un caractére immunogeéne. Le porteur est donc indispensable et
I’adjuvant ne fait qu’augmenter la réponse immunitaire.

La spécificité des anticorps est par ailleurs prouvée par la technique de dosage radio
immunologique & I’aide de la gonadolibérine marquée & I’iode ** (Carelli et al., 1982). Le
transfert des anticorps anti-gonadolibérine a des animaux non immunisés a fait apparaitre une
réaction biologique spécifique. Des anticorps anti-gonadolibérine obtenus chez des rattes,
injectés a des hamster femelles en pro cestrus, inhibent I’apparition de I’cestrus. Cette
inhibition est levée par I’administration de gonadolibérine (Takahashi et Yoshinaga, 1974).
En effet, cette hormone sature les sites anticorps transmis passivement et son exces est

responsable de I’apparition de I’cestrus.

Par ailleurs, a cause des variations individuelles constatées dans le délai d’apparition
et la durée de maintien trop faible d’un fort taux d’anticorps anti-gonadolibérine, la mise en
application pratique de cette castration immunologique parait actuellement difficile.

Il convient donc de tester d’autres adjuvants et d’autres protéines porteuses ainsi que
d’autres protocoles d’immunisation afin d’obtenir des résultats homogeénes, plus facilement
programmables et compatibles avec les impératifs zootechniques et sanitaires de I’élevage.
C’est dans cette optique que Carelli et al. (1982), ont essayé, chez la souris, un vaccin
entierement synthétique (GnRH couplé a la MDP lysine) et que Robertson et al. (1987) ont
utilisé comme adjuvant une émulsion d’huile minérale chez le veau. Dans cette derniere

expérience, Robertson et al. ont utilisé de la GnRH (2 mg) conjuguée a la toxine tétanique (4
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ml) pour les deux premieres immunisations puis de la GnRH couplée a de la thyroglobuline (3
mg) pour les 3°™ et 4™ jmmunisations. Le tout étant, & chaque fois, émulsifié dans de
I’adjuvant complet de Freud, qui constitue I’adjuvant de la préparation. Ce protocole fut testé
sur deux taurillons (no. 1 et no. 2, figure 5). La réponse en anticorps apparait & compter de la
troisiéme immunisation. L’augmentation du niveau de testostérone apparait a compter du
6"°™-7"*M mois qui correspond & la puberté. Le niveau de testostérone chute aprés la 3™
immunisation et correspond a I’augmentation du titre en anticorps. La réponse est plus
importante chez le taurillon No.1. Chez le second taurillon, I'immunisation est efficace pour
une période d’environ 15 mois, ce qui est tout a fait satisfaisant. Ainsi, ce mode de
préparation de la GnRH, couplée a I’adjuvant de Freund permet I’obtention d’une réponse en
anticorps exploitable pour I’'immunocontraception (Robertson et al., 1987).

Des essais dans ce sens se poursuivent en médecine vétérinaire.

Pour étudier I’immunogeénicité de la protéine, la PH-20 recombinante de lapin produite
par le systeme FLAG a été utilisée afin d’immuniser des lapins femelles et males ainsi que
des souris femelles (Holland et al., 1997).

Dans tous les cas, I’injection de PH-20 provoque une réponse immunitaire dans le
sérum qui est principalement une réponse en immunoglobulines G (IgG). En réalisant des
rappels sous-cutanés répétés, des titres sériques de 10°-10° peuvent étre atteints. Cet antisérum
réagit autant par immunofluorescence sur des spermatozoides fixés que par Western blot sur
des extraits de spermatozoides de lapin. La protéine recombinante est, a I’évidence,
immunogene pour les deux sexes chez le lapin et chez les femelles souris, c’est-a-dire a
I’origine d’une réponse immunitaire vaccino-induite.

Des essais limités ont été conduits en utilisant la protéine immunocontraceptive chez

des lapines. La protéine recombinante était produite en utilisant le systtme FLAG
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Figure 5: Effets de I’immunisation (fleches) contre la GnRH sur le niveau sérique de
testostérone (courbe -e-) et le volume testiculaire (courbe -o-) de deux taurillons. La courbe

supplémentaire indique le titre en anticorps (d’aprés Robertson et al., 1987).

purifiée par la technique de chromatographie par immunoaffinité. Dix femelles furent
immunisées par voie sous-cutanée avec 400 pg de protéine recombinante purifiée dans de
I’adjuvant complet de Freund et trois injections de rappel de 200 ug de protéine avec adjuvant
de Freund, furent réalisées. Un groupe témoin traité avec de I’adjuvant seul fut élevé en

paralléle. Les titres sériques furent mesurés et montrérent une réponse claire a I’immunisation
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par rapport aux témoins. L’antisérum, ou anticorps sérique, issu des femelles immunisées
contre la PH-20 obtenu une semaine avant I’accouplement, est titré par des épreuves en phase
solide utilisant des extraits de cellules spermatiques, précedemment utilisées comme antigene.
Le titre sérique en anticorps initial est similaire quelque soit la quantité de PH-20 injectée.
L’ antisérum issu des femelles infertiles montre un haut degré de liaison qui commence a
décroitre de maniére significative a partir de la dilution 10™ et reste mesurable jusqu’a la
dilution 10 (tableau 6).

Cette étude montre le caractére a la fois réversible et dénué d’effets secondaires de
I’immunisation anti-PH-20 chez la femelle lorsque I’antigéne est convenablement purifié
(Holland et al., 1997).

Une réponse par 1gG peut étre induite par une administration systémique en antigene
pZP3 et un adjuvant. Le niveau d’lIgG anti-pZP3 du sérum augmente avec des administrations
multiples du vaccin. La croissance et la baisse du niveau d’lgG du serum peuvent étre
utilisées exclusivement comme indicateurs du succés du vaccin, ou également comme
indicateur au niveau de la fertilité. En effet, le niveau d’1gG est corrélé avec I’infertilité (Saco
etal., 1987 ; Liu et al., 1989 ; Kirkpatrick, 1995). Lorsque le niveau d’IgG tombe a un niveau
nul, il n’y a plus de liaison a la ZP et la fécondation est restaurée (Kirkpatrick et Turner,
1991). Pendant la phase effective de la contraception, les animaux vaccinés présentent des

cycles ovariens normaux, avec cestrus et ovulation.

Epreuve de liaison par radio immunologie & I’**I en microtitre (c.p.m.x 10?)
Dilution de I’antisérum

Antisérum  10° 10° 10 10° 10° 107 10°
issu

d’animaux

immunisés

avec PH-20

(H9)

0 (témoain) 27 5 2 1 1
5 156 152 120 44 14 5 2

[EEN
[EEN
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10 150 149 130 66 21 8 4
20 150 147 128 66 24 10 5
30 155 148 113 43 13 4 2
50 142 140 130 64 18 6 2

Pourcentage d’inhibition de la liaison spermatozoide-zone pellucide
Dilution de I’antiserum

Antisérum issu 10 107 10* 10°
d’animaux immunisés
avec PH-20 (ug)

0 (témoin) 0 0

5 92 94 84 58
10 94 91 63 48
20 94 94 67 26
30 92 92 57 50
50 92 90 72 37

Liaison de I’antisérum avant le premier accouplement comparée au second accouplement & I’**I en microtitre
(c.p.m.x10?) Dilution de I’antiserum

Antisérum  Accouplement 107 1073 10 107 10° 107 10°

issu

d’animaux

immunisés

avec PH-20

(H9)

0 (témoin) 1% 26 6 2 il 1 1 1
2nd 25 5 2 1 1 1 1

10 1% infertile 144 145 110 40 9 5 3
2" fertile 139 128 59 13 4 4 2

20 1% infertile 142 139 105 33 10 6 3
2" fertile 144 129 59 16 6 4 3

30 1 infertile 155 144 109 42 14 6 3
2"infertile 152 132 60 14 5 4 2

50 1% infertile 142 144 125 59 18 8 3
2" infertile 145 139 104 37 12 8 3

Tableau 6 : Titre en anticorps du sérum issu des femelles cobayes apres immunisation anti-
PH-20.(Primakoff et al., 1988)

La liaison de I’antisérum, obtenue une semaine avant le premier accouplement et diluée comme indiqué, était mesurée par des épreuves dans
une phase solide radioactive (plaque microtitrée) utilisant des extraits OG de spermatozoides vivants comme antigéne et de protéine A
marquée & I’***1 comme révélateur. Les liaisons non spécifiques étaient évitées avec 3% de lait en poudre écrémé dans du PBS. Les valeurs
présentées furent déterminées en duplicant dans une expérience et étaient issues d’une femelle immunisée (50 pg et 30g) ou la moyenne de
quatre femelles (0 pg), deux femelles (5ug), une femelle du groupe 1 et deux femelles du groupes 2 (10pg) et une femelle du groupe 1 et
trois femelles du groupe 2 (20ug). Les femelles du groupe 2 immunisées avec 10 ou 20 g, présentaient des concentration quelques peu plus
élevée que les femelles du groupe 1 immunisées avec 10 ou 20 pg. La capacité des anticorps sériques, dilués comme indiqué, a inhiber la
liaison spermatozoide-zone pellucide des ovocytes de cobaye était mesurée comme décrit précedemment pour les anticorps anti-PH-20mAbs.
Les spermatozoides, capacités pour la réaction acrosomique, étaient pré-incubés avec les anticorps sériques pendant 15-20 minutes et ensuite
mis en présence des ovocytes toujours en présence des anticorps sériques dilués. Aprés 30 minutes, les ovocytes avec les spermatozoides liés
étaient rincés dans un liquide sans spermatozoides, fixés, et le nombre de spermatozoides liés a la zone pellucide étaient compté dans un
plan convergeant. Le nombre moyen de spermatozoide par ovocyte était de 16.4+-3.3 en abscence d’antisérum dans les 13 expériences du
tableau. Le pourcentage d’inhibition est : (le nombre de spermatozoide liés en présence d’antisérum/ le nombre de spermatozoide liés en
abscence d’antisérum)x100. L’antisérum issu des femelles immunisées avec chaque quantité de PH-20 était testé une fois a chaque dilution
pour déterminer le pourcentage d’inhibition. L’antisérum issu des femelles témoins était testé & deux reprises a la dilution 10 La liaison de
I’antisérum obtenue une semaine avant le premier accouplement ou une semaine avant le second accouplement, dilué comme indiqué, était
mesurée comme précedemment. Les valeurs indiquées sont des moyennes déterminées dans deux expériences. La liaison spécifique de
c.p.m. & la dilution 107 est la liaison maximale. Le titre en antisérum est défini comme la dilution & laguelle la liaison c.p.m. est % du
maximum.

IV Mécanismes possibles de I’immunocontraception.

A. Meécanisme de I’immunocontraception anti-GnRH.

Le mécanisme exact de I’immunisation anti-GnRH n’est pas élucidé a I’heure actuelle.

\

Il faut noter que trés peu d’études sont disponibles a ce jour, en ce qui concerne
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I’immunocontraception anti-GnRH. On peut néanmoins supposer que les anticorps anti-
GnRH se lient directement a la GnRH et modifient ainsi la conformation de la molécule qui
devient incapable de stimuler ses récepteurs au niveau de I’hypophyse.

L’expérience d’immunocontraception anti-GnRH de Chaffaux et al. (1985) démontre
I’efficacité de la vaccination anti-GnRH et les auteurs proposent, quant au mécanisme, que
I’immunisation fait apparaitre des anticorps qui neutralisent la gonadolibérine endogene ainsi
que la gonadolibérine exogene et qui agissent aussi bien sur la sécretion que sur I’excrétion

des hormones gonadotropes, LH et FSH.

B. Meécanisme de I’immunocontraception anti-PH-20.

Aucune donnée n’est disponible en ce qui concerne le mécanisme de
I’immunocontraception anti-PH-20. On peut cependant supposer sans prendre trop de risque
que les anticorps se lient directement avec les antigenes empéchant leur fonction, bien que
I’hypothese d’un encombrement stérique suite & une liaison & proximité du site de liaison ne
puisse étre écartée.

Les anticorps polyclonaux anti-PH-20 issues des femelles infertiles bloguent la liaison
des spermatozoides a la zone pellucide de I’ovocyte in vitro (Primakoff et al., 1988). Dans les
essais de liaison in vitro de Jago et al. (1999) I’inhibition décroit & partir de la dilution 10™
mais reste cependant & un niveau tout a fait significatif a la dilution 10” (tableau 6).

L’ antisérum issu des femelles infertiles immunisées contre la PH-20 reconnait de
maniere spécifique la protéine PH-20. Les motifs de marquages obtenus par
immunofluorescence avec les sérums a la dilution 10° obtenus chez les femelles immunisées
avec 5 a 50 ug de PH-20 étaient identiques a ceux obtenus avec les anticorps de souris anti-
PH-20 : la surface de marquage était limitée a la région de la téte postérieure sur la membrane
plasmique de spermatozoides apres réaction acrosomique. Le sérum des animaux témoins ne

présente aucune zone de fluorescence au contact des spermatozoides. De plus, I’antisérum
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Figure 6 : Marquage par immunoblot d’extrait-SDS de toute la queue de I’épididyme de
spermatozoide et de protéine PH-20 purifiée couplée a I’antiserum issu de femelles
immunisées. L’antisérum était issu de femelles immunisées avec les quantités suivantes de
PH-20 : ligne 1, 5 ug ; ligne 2, 10 pg ; ligne 3, 20 ug ; ligne 4, 30 pg ; ligne 5, 50 pg ; ligne 6,
0 ug (animal témoin) ; ligne 7, 50 ug. Les échantillons des lignes 1 a 6étaient des extraits
spermatiques entier ; I’échantillons de la ligne 7 était de la PH-20 purifiée. La masse
moléculaire relative (K) des protéines de marquage est notée sur la gauche. (D’apres
Primakoff et al., 1988)

issu des femelles infertiles reconnait une bande unique en marquage immunoblot d’extraits de
spermatozoides entiers (Fig.6, ligne 1-5). Cette bande réalise une migration identique a la PH-
20 purifiée, d’une.masse moléculaire relative de 64 kD lorsque I’on utilise I’antiserum des
femelles immunisees‘a 50 pg (Fig:6, ligne 7). Ce qui permet donc dré_liu.'bb‘gser sans risques
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excessifs une identité entre ces molécules. La production d’un haut niveau d’anticorps anti-
PH-20 par les femelles immunisees indique que la PH-20 pourrait étre reconnue comme un
antigéne du non soi chez les femelles. Afin de déterminer si la PH-20 est présente sur d’autres
tissus que les cellules spermatiques, un grand nombre de différents types de tissus de cobayes
femelles ont étés testés avec les anticorps anti PH-20 issus des femelles immunisées a 50 ug
pour faire des test de liaisons. Aucune liaison ne fut détectable sur les extraits tissulaires. Il a
également été démontré par immunoblot que I’antisérum issu des femelles immunisées a 50
g montre une bande PH-20 lors d’association a des extraits testiculaires ou spermatiques
mais aucune bande lors de mise en présence avec les autres tissus (ou des bandes qui étaient
également présentes chez les témoins). Ainsi, la PH-20 pourrait posséder un des avantages
théoriques de protéine immunogene contraceptive issue de spermatozoide : elle ne devrait pas

étre a I’origine de problémes auto-immuns chez les femelles.

Notons qu’il est remarquable d’observer que ce mode d’immunocontraception
fonctionne également chez les femelles. Dans ce cas les anticorps peuvent intervenir a
différents niveaux car la PH-20 joue des roles clefs a différents points du processus de
fécondation (cf. I ) mais I’émission d’une hypotheése est a laisser aux chercheurs.

C. Mécanisme de I’immunocontraception anti-pZP3.

Le blocage ou I’encombrement stérique des chaines oligosaccharidiques et/ou de
récepteurs protéiques ou la modification chimique de la zone pellucide provoquerait la
contraception. De maniére spécifique, la production d’anticorps anti-ZP et leur liaison a la

zone pellucide aboutirait a I’immunocontraception.

L’antisérum développé contre les protéines pZP empéche [I’attachement du
spermatozoide a I’ovocyte de hamster (Gwatkin et al., 1977), de souris et de rat (Tsunoda et
Tchang, 1976).

Waccination de |"snimal zible
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Steretion d’1gls directernent & 1Minbérieer
du follicule qui s¢ lent & la surfasce de la
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Figure 7 : Schéma de la séquence hypothétique de déviation systématique des molécules 1gG
au niveau de la surface de la zone pellucide. Les molécules 1gG se lient de maniére
préferentielle aux glucides de surface, et bloguent la reconnaissance et la liaison initiale. De
plus, une IgG se lie a la protéine centrale des glycoprotéines de la zone pellucide qui entre en

jeu dans I’effet d’infertilité en inhibant la réaction acrosomique. (D’apres Barber et al., 2000)

1. Induction d’une réponse par 19G.

La théorie proposée par Barber et al. (2000) est que les anticorps IgG anti-pZP chez

I’animal vacciné (Fig. 7) commencent a se lier a la famille des glycoprotéines ZP3 (récepteur
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des spermatozoides) de la zone pellucide a I’intérieur du follicule pré-ovulatoire. La cible
primaire des anticorps est la surface des chaines oligosaccharidiques. Si I’ovulation a lieu,
I’attachement initial des IgG peut étre augmenté par addition d’autres anticorps au cours du
passage dans I’oviducte. En effet, les IgG sont détectables dans les sécrétions de I’oviducte
chez la jument (Widders et al., 1984) et chez le singe rhésus (Yang et al., 1983). Apres liaison
a la zone pellucide, les anticorps bloquent directement et indirectement (encombrement
stérique) la fécondation. Des études préliminaires, basées sur I’utilisation du Western blot, ont
montré que les pZP non glycosilés présentent une affinité diminuée d’environ 63% envers les

anticorps anti-pZP d’un lapin.

L’immunocontraception peut résulter de différents mécanismes. Tout d’abord, les
anticorps anti-pZP polyclonaux peuvent agir soit en occupant le récepteur des spermatozoides
par interaction directe avec les épitopes, soit par interaction avec un site a proximité du
récepteur spermatique empéchant toute liaison par encombrement stérique (Henderson et al.,
1988 ; Patterson, 1990). Ces hypotheses ont été formulées dés les années 70 (Shiver et al.,
1972). Les anticorps, principalement les IgG, ont été mis en évidence sur des follicules
ovariens de jument (Gentry et al., 1990) et au niveau de la ZP de lapin souffrant de maladie
systémique induite (Albini et al., 1979). Cela démontre que les immunoglobulines de la
circulation systémique peuvent pénétrer le follicule ovarien. Cette hypothese fut confortée par
une étude histo-pathologique menée chez des chiennes immunisés par pZP (Mahi-Brown et
al., 1988). Une série d’ovaires de chiennes congelés marqués par immunocytochimie, révele
que les IgG se lient aux stades folliculaires terminaux et non aux follicules primordiaux. Un
traitement préalable de zone pellucide de truie avec des anticorps anti-pZP3a (récepteur
spermatique primaire chez la truie) inhibe la liaison du spermatozoide du verrat a la zone
pellucide ; contrairement a un traitement préalable a I’aide d’anticorps anti-pZP3B qui
n’inhibe pas la liaison du spermatozoide (Sacco et al., 1989). Sacco et al. (1981) démontrérent
que I’exposition d’ovocytes de truies, singes et hommes a un antisérum (sérum chargé en anti-
ZP) de singe écureuil empéche la liaison homologue du spermatozoide. D’autres études
d’exploration de I’effet immunocontraceptif de pZP menées sur des singes montrerent que des
anticorps issus de singes immunisés avec pZP empéche la liaison du spermatozoide a la ZP de
truie, alors que I’utilisation du sérum de singe avant immunisation (témoin) n’empéche pas la

liaison (Suman et al., 1986).
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L utilisation d’anticorps anti-pZP peut, de maniére différente, empécher la pénétration
de la ZP par le spermatozoide sans présenter d’effets sur la liaison a la ZP (c’est-a-dire que la
liaison spermatozoide-ovocyte a lieu normalement), c’est le cas des anticorps monoclonaux
anti-ZP2 de la souris (récepteur spermatiques secondaires), et anti-ZP3 (récepteurs primaires)
chez la souris (East et al., 1985). Rappelons que les motifs peptidiques et glucidiques servant
a la fixation a la ZP3 et ceux servant a I’induction de la réaction acrosomique sont distincts, et
gu’ils n’ont été identifiés que chez la souris (cf. 1). Mahi-Brown et al. (1985) démontrerent
gue le sérum de chiennes immunisées avec pZP inhibe la pénétration de la ZP d’une chienne
par un spermatozoide in vitro. De méme des anticorps monoclonaux dirigés contre pZP
inhibent la pénétration de la ZP canine par un spermatozoide canin au cours d’une expérience
in vitro (Bamezai et al., 1988). Les anticorps anti-pZP peuvent de maniére plausible empécher
la pénétration du spermatozoide en inhibant le déclenchement de la réaction acrosomiale alors
que la liaison spermatozoide-ovocyte a eu lieu. Si tous les sites d’induction de la réaction
acrosomique sont occupés par des IgG speécifiques ou par encombrement stérique, la réaction
acrosomique ne pourra pas étre induite. La suppression de cette étape cruciale de la
fécondation empéche la pénétration du spermatozoide car aucune enzyme de pénétration de la
ZP n’est relarguée. Dans d’autres espéeces, les anticorps anti-pZP peuvent également présenter
un effet immunocontraceptif par un mécanisme identique.

Les Ac anti-ZP induisent donc une contraception soit en bloquant directement les
récépteurs spermatiques présents sur la ZP qui permettent la liaison du spermatozoide, soit en
empéchant cette liaison par encombrement stérique, soit en inhibant la réaction acrosomique
et donc la pénétration du spermatozoide. Ces différents mécanismes ne sont pas exclusifs les

uns des autres.

La liaison des anticorps anti-pZP a la ZP entraine potentiellement un changement de
conformation, donc une altération de la surface de I’épitope. Ceci serait un phénomeéne
analogue a I’altération de la ZP consécutive a la fécondation (Zpf) et bloquant la pénétration
de la zone pellucide par d’autres spermatozoides. Une autre manifestation de ce phénoméne
pourrait étre I’induction prématurée de la réaction corticale de I’ovocyte, entrainant un
durcissement de la ZP. Si les anticorps anti-pZP activent I’ovocyte de maniére prématurée,
entrainant le relargage du contenu des granules corticaux, la ZP devient résistante a toute

pénétration de spermatozoide. L’exocytose prématurée des granules corticaux peut s’avérer
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étre un probléme dans le succés de la reproduction assistée, mais cela peut également

constituer un mécanisme d’immunocontraception.

De nombreuses données suggerent que la liaison spermatozoide-ovocyte initiale, chez
les mammiferes, implique la reconnaissance de protéines hautement glycosylées de la zone
pellucide par des récepteurs situés sur le spermatozoide. Les données actuelles montrent que
les protéines de la zone pellucide ont été fortement conservées au cours de I’évolution
(Benoff, 1997). Si c’est le cas, il est possible que la spécificite d’espéce au cours de la
reproduction soit controlée par les différences structurales des oligosaccharides en surface de
la zone pellucide. Quoi qu’il en soit, les expériences actuelles démontrent que la vaccination
avec les trois glycoprotéines porcines de la zone pellucide induisent I’immunocontraception
dans de nombreuses espéces de mammiferes.

Pour expliquer la spécificité d’espece liée aux oligosaccharides et I’effet non
spécifique de la vaccination anti pZP, les hypothéses suivantes peuvent étre avancées (Mabhi-
Brown et al., 1985 ; East et al., 1985 ; Henderson et al., 1987):

- la liaison des IgG anti-pZP a la surface des épitopes des chaines
oligosaccharidiques pour 63% de ces anticorps empéche
probablement la liaison au spermatozoide dans de nombreuses
especes,

- les autres anticorps polyclonaux IgG reconnaissent la matrice
protéique mise a nue,

- la liaison de la matrice protéique a ces IgG bloque probablement
completement la capacité d’induction de la réaction acrosomique des
protéines de la ZP,

- les IgGs polyclonaux bloquent donc la fécondation par une géne
partielle des sites de liaison (encombrement stérique) et completent

le blocage de I’induction de la réaction acrosomique.
L’absence de spécificité d’espéce de la vaccination par des protéines ZP porcines est

dans un certain sens un avantage puisqu’il est ainsi possible avec un méme antigéne d’obtenir

I’immunocontraception dans de nombreuses espéeces.
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Cependant, s’il s’agit de limiter la reproduction d’une espece sauvage donnée en
dispersant des appats vaccinaux dans la nature, il est alors indispensable que la vaccination
soit spécifique de I’espéce de destination afin de ne pas perturber la reproduction d’autres
especes sauvages susceptible de consommer également [I’appat. L’avenir de
I’immunocontraception réside dans la caractérisation du mécanisme de reconnaissance de la
ZP specifique d’espece et de la liaison au spermatozoide. Avec ces recherches, on pourrait
développer une courte chaine polypeptidique glycosilée synthétique qui pourrait étre utilisée
par voie orale, tout en restant spécifique d’espece, avec des durées d’efficacité variables
(Matthew et al., 1999).

V Résultats actuels de I’immunocontraception.

Les objectifs primordiaux lors de la conception d’un vaccin sont d’une part la sécurité,
a savoir de connaitre et de maitriser les effets primaires (activité du principe), secondaires liés
a I'utilisation de tout principe actif ; d’autre part la réversibilité, c’est-a-dire que I’animal

retrouve toutes ses fonctions de reproduction a I’issue de la période vaccinale.

A. Protocoles d’immunocontraception.

1. Immunocontraception anti-gonadolibérine chez le bélier prépubere.

Trés peu d’études ont été réalisees a I’heure actuelle en ce qui concerne
I’immunisation anti-GnRH et nous ne disposons donc que de peu de données. Les études ont
été systématiquement réalisées sur des males et nous ne disposons pas d’informations sur des

femelles.

Chaffaux et al. (1985) ont tenté de définir un protocole et une technique
d’immunisation anti-GnRH adaptés et aussi d’étudier les effets de cette immunisation sur
I’apparition de la puberté et le gain de poids.

L’expérience a duré 38 semaines et a porté sur 16 agneaux males de races variées,

agés de 3 mois au début de I’expérimentation.

64



Les agneaux ont été immunisés en quatre fois, & la 1% (T1), la 5™ (T5), la 9™ (T9)
et la 14®™ (T14) semaine par injection d’une préparation & base de GnRH. Le produit est
administré par voie sous cutanée et la dose totale de 0,8 ml est distribuée en 4 a 5 points le
long de I’épine dorsale.

Les agneaux ont été répartis en 3 lots homogénes en poids au début de
I’expérimentation.

- Dans le premier lot, 5 agneaux ne recoivent que GnRH, I’antigene seul. La dose de GnRH a
chaque injection est de 200 microgrammes par agneau.

- Dans le deuxieme lot, 5 agneaux recoivent la GnRH couplée & de la thyroglobuline en
émulsion dans de I’adjuvant complet de Freund. La dose injectée (0,8 ml) contient 192
microgrammes de conjugué (GnRH-thyroglobuline), 0,3 ml de tampon PBS et 0,5 ml
d’adjuvant complet de Freund.

- Le troisieme lot est un lot témoin, dans lequel 6 agneaux témoins qui recoivent du soluté

physiologique dans les mémes conditions.

Jago et al.(1999), dans une autre étude, ont tenté de déterminer les effets de
I’immunisation contre la GnRH, 7 semaines avant I’abattage, sur le comportement sexuel, les
qualités bouchéres et de croissance de taureaux de 18 a 20 mois. L’utilisation de
I’immunocontraception en fin d’engraissement pour améliorer la rentabilité de la carcasse
constituant un des débouchés de I’immunocontraception.

Afin de diminuer toute source d’interaction, les groupes de traitement des taureaux
étaient gardés séparément. Les taureaux étaient soit vaccinés contre la GnRH (3 mg de GnRH
conjuguée) a JO avec un rappel a J14 (30 animaux, groupe | : immunocastrés) ou conserveés
intacts (30 témoins, groupe B). Un troisiéme groupe fut constitué de bceeufs (20 animaux,
groupe S : steers =beeufs) qui furent castrés a un age prépubére. Huit groupes de 10 animaux
furent ainsi constitués (3 groupes B, 3 groupes I, et 2 groupes S).

2. Immunocontraception anti-PH-20.

Les premiers essais d’immunocontraception anti-PH-20 ont été menés par Primakoff
et al., en 1988 sur des cobayes males et femelles. Des tentatives préalables avaient montré que
des extraits de cellules spermatiques entiéres entrainent I’infertilité. De plus les hommes et
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femmes qui produisent de maniere spontanée des anticorps anti-spermatozoide sont infertiles
mais en bonne santé.

La PH-20 de cobaye présente une masse moléculaire moyenne de 64 kD et est
localisée a la fois sur la membrane plasmique et sur la membrane acrosomiale interne du
spermatozoide. Afin de déterminer si I’immunisation avec des protéines purifiees PH-20
pourrait affecter la fertilité, quatre femelles cobayes furent immunisées avec quatre doses
différentes de PH-20 (10, 20, 30 et 50 pg) qui étaient injectées a deux reprises a un mois
d’intervalle. Des animaux témoins recevant une injection sans PH-20 furent utilisées en
parralléle.

Un second groupe de 21 femelles fut immunisé avec la PH-20 (5, 10 et 20 ug) en
utilisant le méme protocole que précédemment.

Bien que I’'immunisation de males avec des protéines de spermatozoides entraine la
possibilité de déclencher des dysfonctionnements auto-immuns de la fonction testiculaire, les
hommes qui possédent des auto anticorps anti spermatozoides d’existence naturelle ou suite a
une vasectomie ne présentent pas de réaction auto immune au sein des testicules. Dans une
expérience initiale visant & évaluer I’efficacité contraceptive de I’immunisation anti-PH-20
chez les males, six males cobayes furent immunisés avec 2,5 a 50 ug de PH-20 ; sept témoins
recurent des injections sans PH-20. Environ deux mois apres I’injection initiale, chaque male

était mis en présence de deux femelles en vue d’accouplement (Primakoff et al., 1988).

Des essais limités d’immunisation active anti-PH-20 ont été conduits en utilisant la
protéine immunocontraceptive chez des lapines. La protéine recombinante était produite en
utilisant le systeme FLAG et purifiée par la technique de chromatographie par
immunoaffinité. Dix femelles furent immunisées par voie sous-cutanée avec 400 ug de
protéine recombinante purifiée dans de I’adjuvant complet de Freund et trois injections de
rappel de 200 pg de protéine avec adjuvant de Freund furent réalisées. Un groupe témoin
traité avec de I’adjuvant seul fut élevé en parallele. Les titres seriques furent mesurés et
montrerent une réponse claire a I’immunisation par rapport aux témoins, comme nous
I’avions vu dans le chapitre I11 (Holland et al., 1997).

Les femelles furent accouplées 112 jours apres I’immunisation et une autopsie fut

pratiquée quelques jours avant la date de la mise bas prévue.

3. Immunocontraception anti-pZP.
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L’immunisation active anti-pZP connait a I’heure actuelle une avancée tres
importante. De nombreuses publications sont disponibles sur les rongeurs mais aussi chez les
carnivores domestiques. L’efficacité de ce mode d’immunocontraception, qui constitue la
voie d’avenir la plus prometteuse, n’est plus a démontrer.

L administration de pZP3 empéche la fécondation chez les rongeurs (Hasegawa et al.,
1992), les chevaux (Liu et al., 1989), les lapins (Wood et al., 1981), les chiens (Mahi-Brown
et al., 1985), les primates (Sacco et al., 1983 ; Dunbar et al., 1989 ; Bagavent et al., 1994 ;
Aitken et al., 1996), et les éléphants (Fayrer-Hosken et al., 1999). Il existe approximativement
45 especes différentes chez lesquelles I’utilisation de la pZP3 est une immunocontraception

efficace.

Ce qui nous intéresse ici est de savoir si I’immunocontraception est viable sur le long
terme. Ces expériences nécessitant un investissement en temps particulierement important,
seule I’expérience de Kirkpatrick et al., débutée en 1988, semble particuliérement intéressante
a exploiter car elle s’est déroulée sur de nombreux mois ; en revanche, elle ne concerne qu’un
faible nombre d’individus. Dix juments en liberté ont été vaccinées par la protéine ZP porcine
avant la période de reproduction pendant trois années consécutives (1988-1990). La fonction
ovarienne fut suivie durant 51 jours pendant le pic de la saison de reproduction apres la
troisieme inoculation annuelle de pZP, chez sept de ces juments et chez quatre juments
témoins non traitées, par dosage des cestrogenes conjugués urinaires et des métabolites de

progestérone non spécifiques.

B. Résultats.

-Dosages hormonaux et réponse immunitaire : (figures 8 et 9)
Dans I’expérience de Chaffaux et al. (1985), en ce qui concerne la LH plasmatique,
2iéme

des la immunisation, les concentrations du lot 3 (ttmoin) sont toujours supérieures a
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Figure 8 : Dosage de la LH plasmatique périphérique aprés immunisation anti-GnRH.
Concentration moyenne (ng/ml) chez les agneaux des différents lots.(D’aprés Chaffaux et al.,
1985)
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Figure 9: Dosage de la testostérone plasmatique périphérique apres immunisation anti-
GnRH. Concentration moyenne (ng/ml) chez les agneaux des différents lots.(D’apres
Chaffaux et al., 1985)

celle du lot 2 (lot GnRH-thyroglobuline) alors que celle du lot 1 (GnRH) restent toujours
inférieures.
En ce qui concerne la testostérone, les taux sanguins sont moins élevés chez les

animaux du 2°™ lot (GnRH-Thyroglobuline-Freund) que chez les autres animaux.
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Dans I’expérience de Jago et al. (1999), tous les taureaux immunisés développérent un
taux d’ anticorps anti-GnRH significatif a partir de 28 jours apres la seconde immunisation.

Suite a I'immunisation, le niveau de testostérone diminua a moins de 1,0 pg/l pour 26
des 29 animaux immunocastrés a partir du 28 iéme jour, et cette concentration persista jusqu’au
44 ™™ jour. L’absence de diminution du niveau plasmatique de testostérone, qui se stabilise &
6 pg/l au lieu de passer sous les 2 pg/l chez trois des taureaux immunocastres, se produit en

dépit d’un niveau élevé en anticorps anti-GnRH.

-Poids des animaux :

Méme si les agneaux du lot GnRH-thyroglobuline sont toujours plus légers que les autres,
aucune différence significative n’a cependant pu, a aucun moment, étre mise en évidence
entre les lots. (Chaffaux et al., 1985 ; figure 10)

Le poids de carcasse des animaux immunocastrés se situe entre celui des animaux B et S. La

différence entre les animaux des groupes B et | est significative (p<0,1).

-Circonférence scrotale et volume testiculaire :
Pour les trois lots d’agneaux, la circonférence scrotale montre les mémes variations

que le volume testiculaire. Apres la deuxieme immunisation (T5), on observe, aussi bien a

I’aide de la circonférence scrotale que du volume testiculaire, une stimulation de la croissance

gonadique du lot 1 (GnRH) par rapport au lot témoin 3.

3iéme

A I’inverse, dans le lot 2 (GnRH couplé),on constate dés la immunisation une régression

testiculaire. Cette régression se prolonge jusqu’a la 27°™ semaine puis la croissance est de
8iéme

nouveau normale et le volume testiculaire moyen est identique a celui du lot témoin a la 3

semaine (figures 11 et 12).

Les trois taureaux immunocastrés de I’expérience de Jago et al. (1999) qui montraient
un defaut de réduction du niveau plasmatique de testostérone présentaient des vesicules
séminales et un poids testiculaire similaires a la moyenne des animaux témoins. Les animaux

immunocastrés avec une testostéronémie faible avaient des vésicules séminales et un poids
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Figure 10 : Moyenne des poids des agneaux aprés immunisation.(D’aprés Chaffaux et al.,
1985)
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Figure 11 : Circonférence moyenne des testicules (cm) des agneaux apres
immunocontraception anti-GnRH et régression linéaire entre T1 et T20.(D’apres Chaffaux et
al., 1985)
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Figure 12: Moyenne des volumes testiculaires (cm® ) des agneaux aprés
immunocontraception anti-GnRH et régression linéaire entre T1 et T22.(D’aprés Chaffaux et
al., 1985)

testiculaire inférieurs au groupe témoin. Les beeufs présentaient les vésicules séminales et les

poids testiculaires les plus faibles.
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-Croissance :

Bien que les animaux immunocastrés presentaient le GMQ (gain moyen quotidien) le
plus faible, il n’y avait pas de différence significative entre les trois traitements. La plus
importante réduction du taux de croissance fut observée du 28 ™ au 44 ™ jour lorsque le
GMQ du groupe | était inférieur a celui des groupes B et S. Les trois groupes immunocastrés
perdirent du poids pendant cette période. Les bceufs présentent une épaisseur de gras sous
cutané supérieure a celle mesurée chez les animaux des groupes | et B, qui ne différent pas

entre eux.

-Qualité de la viande : (Jago et al., 1999)

Aucune différence ne fut mise en évidence entre les trois groupes en ce qui concerne
le pH ou la couleur. En ce qui concerne la saveur, la flaveur et la tendreté, les différences sont
nettement significatives. La plus grande partie des participants (godteurs), hommes et
femmes, avaient entre 30 et 40 ans. Ainsi, la viande issue des bceufs présentait une meilleure
saveur, flaveur et tendreté que celle issue des animaux des groupes | et B. Les animaux
immunocastrés présentaient une viande de qualité supérieure a celles des bovins non traités

(B) mais inférieure a celles des beeufs (S) pour la tendreté, la saveur et la palatabilité générale.

-Comportement sexuel :

Concernant le comportement sexuel avant immunisation, il n’y avait pas de différence
de fréquence des comportements sexuels entre les animaux des groupes B et I. Avant
immunisation, les deux groupes | et B présentaient une plus grande fréquence de
comportements sexuels que les animaux du groupe S. Au 34 ®™ jour aprés immunisation les
groupes | et S montrérent une diminution des comportements sexuels par rapport au groupe au
groupe B. La fréquence des comportements sexuels du groupe | était inférieure au groupe B,
mais cette différence n’était pas significative. En revanche, la diminution des comportements
agonistes, a savoir d’agressivité entre males, sont significatives. Le groupe | est intermédiaire

entre les deux autres groupes.

-Résultats du groupe 1 (Primakoff et al., 1988) :
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Deux mois apres la premiére injection, les quatre femelles traitées et les témoins furent
mises en contact de males de la méme espece. Aucune des quatre femelles immunisées contre
la PH-20 ne devint gestante, alors que 12 des 13 femelles témoins (92%) furent controlées
gestantes avec une prolificité moyenne de 3,5 (tableau 7, groupe 1).

-Résultats du groupe 2 :

Aucun de ces animaux ne fut gestante alors que 22 des 23 témoins (96%) furent
gestantes (tableau 6). Au total, 34 des 36 (94%) animaux témoins furent gestants avec un taux
moyen de 3,3 naissances. Sur la base de cette moyenne, les 25 femelles immunisées anti-PH-
20 auraient dQ, si elles étaient fertiles, donner naissance a 82 petits (tableau 7).

Afin de tester la réversibilité de I’effet contraceptif, les femelles cobayes immunisees
contre la PH-20 furent accouplées & intervalles réguliers. Les animaux immunises retrouvent
progressivement leur fertilité : aprés environ six mois aprés la premiére injection (2"
accouplement), 4 des 23 animaux testés (17%) étaient fertiles, apres 11 mois 46% avaient
retrouvé leur capacité de reproduction ; et apres 15 mois, toutes les femelles du premier
groupe (4 femelles) de la plus longue étude avaient mis bas. Une décroissance moyenne par
un facteur quatre (par rapport au titre en anticorps initial) a été observée au bout de six mois
pour les titres en anticorps des femelles immunisées avec 10, 20 ou 30 pg de PH-20. Le titre
initial en anticorps une semaine avant le premier accouplement est identique, quelque soit la
quantité de PH-20 injectée au départ. Les femelles immunisées par 10 et 20 pug étaient fertiles
a 6 mois, alors que les femelles immunisées par 30 ug, présentant un titre identique au départ,
restaient infertiles (tableau 7). Cela suggere que lorsque les titres sériques sont en moyenne

divisés par quatre, 6 mois apres immunisation.

- Resultats de I’'immunocontraception anti-PH-20 chez le groupe de males cobayes
(Primakoff et al., 1988) :

Aucune des 12 femelles mises en presence des males ne fut gestante, alors que 14 des
14 femelles mises en présence des témoins furent gestantes (groupe 3, tableau 6). Quatre des
six males immunisés retrouveérent leurs fonctions de reproduction 7 mois apres la premiére
injection et il n’y eu pas de stérilité irréversible comme c’est le cas lors d’orchite auto-

immune.
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Quantité de Nombre Nombre avec Nombre de Taux de

PH-20 injectée  d’animaux portée (% avec  naissances naissances
(L9) portée)
Femelles 50 1 0 0
groupe 1 30 1 0 0
20 1 0 0
10 1 0 0
0 (témoin) 13 12 (92%) 46 3,5
Femelles 20 14 0 0
groupe 2 10 4 0 0
5 3 0 0
0 (témoin) 23 22 (96%) 74 3.2
Total des 25 0 (0%) 0
femelles
immunisées
PH-20
Total des 36 34 (94%) 120 3,3
femelles
controlées
Femelles
gestantes/femelles
accouplées
Males 50 1 0/2 0
groupe 3 30 1 0/2 0
20 1 0/2 0
10 1 0/2 0
5 1 0/2 0
25 1 0/2 0
0 (témoin) 7 14/14 62 4.4
Total des males 6 0/12 (0%)
immunisés
PH-20
Total des males 7 14/14 (100%)
controlés

Tableau 7 : Effet contraceptif de I’immunisation anti-PH-20 (Primakoff et al., 1988).

Les femelles ou males Cobaye (300g environ lors de la premiére injection) recoivent deux injections de quantité identique de
PH-20. La PH-20 purifiée séparée du sperme par chromatographie d’affinité, ne présente pas de contaminants détectables. La
pureté de chaque préparation de PH-20 utilisée pour I’immunisation des males ou femelles était vérifiée par électrophorése
sur gel de polyacylamide SDS et marquage argentique. La PH-20 purifiée, dans 0.375 ml de solution tampon phosphaté
(PBS) contenant 3 mM d’octylglucoside (OG), était émulsifiée avec 0.375 d’émulsifiant complet de Freund (CFA). Chaque
animal recevait 0.5 ml de I’émulsion par voie sous-cutanée et 0.25 par voie intramusculaire dans la patte arriére. Environ un
mois plus tard la méme quantité de PH-20 dans PBS et 3 mM OG, émulsifié dans de I’adjuvant complet de Freund (IFA),
était injecté aux mémes sites chez I’animal. (Une seule exception concerne le male qui recut 30 pg de PH-20 et qui ne regut
que la premiére injection). Les témoins regurent le méme mélange sans PH-20. Pour permettre les accouplements, les
femelles étaient mises en présence des males 2 mois apres I’injection initiale pendant 3 semaines. Chaque cage contenait un
male, deux ou trois femelles immunisées anti PH-20 et deux a quatre témoins. Apres trois semaines les femelles étaient
séparées des males, les femelles gestantes mirent bas. Les animaux témoins qui ne furent pas gestantes étaient en cage avec
d’autres femelles qui furent gestantes ce qui indique que les males étaient fertiles. Pour permettre aux males immunisés de se
reproduire, environ deux mois aprés I’injection initiale, chaque male était mis en présence de deux femelles pour trois
semaines. Les males et femelles étaient séparés et cing semaines plus tard une autopsie des femelles était réalisée pour
compter les feetus.

- Résultats de I’'immunocontraception anti-PH-20 chez le lapin (Holland et al., 1997) :
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Suite & I’autopsie, aucune anomalie concernant les femelles immunisées ou les feetus
ne fut mise en évidence.

Les taux de gestation étaient similaires chez les femelles immunisées par la PH-20 et
chez les témoins. Aucune anomalie fcetale ou maternelle n’a été observée et aucun effet de
I’immunisation ne fut remarqué sur la taille des petits. Ainsi, la PH-20 obtenue chez le lapin
recombinante n’induit pas d’infertilité dans cette espece, au contraire de la PH-20 originale
administrée au cobayes. Les chercheurs tentent actuellement de savoir si cette différence est
due a une différence de réponse immunitaire au sein du tractus reproducteur : les lapins ont
des ovulations induites alors que les cobayes ont un cycle cestral avec ovulation spontanée.
Or, dans de nombreuses espéces, il existe une interaction entre la réponse immunitaire et le
statut hormonal (Wira et Stern, 1992).

Ce qui nous intéresse dans I’expérience de Kirkpatrick et al. ce sont les conséquences
de trois années d’immunocontraception consécutives en ce qui concerne a la fois I’efficacité
de la contraception la troisieme années mais aussi les dommages possibles sur les cycles
sexuels, ces derniers ne devant, en théorie, ne pas étre alterés.

Aucune des dix juments traitées ne devint gestante en 1990, en comparaison des 55%
de gestation chez les juments non traitées, comprenant deux des quatre juments témoins
contrdlées pour la fonction ovarienne. Trois des juments non traitées preésenterent une activité
ovarienne normale, caractérisée par un pic préovulatoire d’cestrogenes, concomitante d’un
faible taux de progestérone a I’ovulation, et une augmentation de la progestérone en phase
lutéale apres I’ovulation. Deux des sept juments contrdlées, vaccinées par la pZP présentérent
des cycles ovulatoires qui n’aboutirent pas a une fécondation. L’une des sept juments fut
gestante en 1989 et présenta un profil endocrinien normal. Les quatre juments restantes
traitées par la pZP ne présentérent pas d’ovulation, et les concentrations urinaires en
cestrogenes furent significativement diminuées au cours des trois années de traitement.

Ces expériences démontrérent que trois administrations consécutives annuelles de pZP
sont efficaces a plus de 90% pour prévenir la gestation chez des juments et que trois années
consécutives de traitement de pZP peuvent interférer avec un fonctionnement ovarien normal

traduit par une baisse marquée de la sécrétion d’cestrogenes.
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Ces conclusions correspondent cependant a une expérience menée sur dix juments et il
est impossible, a partir d’un nombre aussi restreint de cas, d’extrapoler a toute une espece et

encore moins a un ensemble d’espéces.

C. Discussion.

1. Immunocontraception anti-gonadolibérine.
La diminution du taux moyen de LH plasmatique périphérique dépend du taux
d’anticorps. Cette diminution est nette quand le taux d’anticorps anti-GnRH atteint une
concentration élevée. Dés que le taux d’anticorps diminue, on observe une réapparition de la

LH circulante.

D’autres hormones hypophysaires ont été dosées (prolactine et TSH), leur
concentrations n’ont pas été modifiées par les immunisations.

Les auteurs (Chaffaux et al., 1985 ; Cook et al., 2000 ; Robertson et al., 1979 ; Jago et
al., 1997) ont décrit une diminution du taux de testostérone chez des animaux présentant un
taux d’anticorps élevé. Cette regression est synchrone de la régression testiculaire. La
concentration périphérique de testostérone chez les animaux immunisés varie selon les
auteurs. Elle se situe entre un taux non détectable et un taux égal a la moitié de celui des

témoins.

Les animaux immunisés présentant un taux important d’anticorps anti-GnRH ont une
véritable régression testiculaire. La majorité des auteurs observe une simultanéité entre
I’augmentation du taux d’anticorps spécifiques et la régression testiculaire. Certains
cependant (Robertson et al., 1979) notent un décalage dans le temps entre ces deux
phénomeénes, la régression testiculaire apparaissant un mois aprés la montée des anticorps.
Dés que le taux des anticorps diminue, il y a reprise de la croissance testiculaire. On constate
de méme une régression du poids des glandes annexes, prostate et vésicules séminales,
associee a la régression du poids des gonades.

L’atrophie testiculaire semble réversible, comme le prouve la reprise de la croissance
7iéme

gonadique vers la 2 semaine chez les agneaux immunisés (Chaffaux et al., 1985).
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L’augmentation significative du taux d’anticorps anti-GnRH suite au rappel
d’immunisation a J14 et la baisse consequente du taux de testostérone plasmatique observés
par Jago et al. (1999), sont cohérents avec les résultats d’études préliminaires ayant
impliquées I’immunisation de taureaux post pubéres contre la GnRH réalisées par Jago et al.,
(1996, 1997) et avec les résultats de Chaffaux et al. (1985). La baisse du taux de testostérone
plasmatique met plus de temps a se mettre en place apres la vague d’anticorps anti-GnRH que
dans les rapports d’immunocastration précédents de Jago et al. (1996) et D’Occhio et al.
(1993). Bien que tous les taureaux immunisés présentent une augmentation significative du
taux d’anticorps anti-GnRH, la concentration plasmatique de testostérone ne chute pas chez
trois animaux. Le poids testiculaire de ces trois animaux était similaire a ceux des taureaux
non castres, tout comme le poids des vésicules séminales. Cela signifie que malgre le fait que
les anticorps anti-GnRH aient été produits, ils étaient incapables d’empécher la liaison de la
GnRH aux récepteurs de la glande pituitaire, la stimulation du relargage de LH et par
conséquent la production de testostérone par les testicules. Aucune explication n’est proposee
a cela. Cependant la grande variabilité des réponses biologiques des individus a
I’immunisation contre la GnRH n’est pas inconnue chez les animaux de rente (Lobley et al.,
1992).

Toujours dans I’étude de Jago et al. (1999), la fréquence des comportements agonistes
et sexuels était réduite aprés immunocastration. Cependant a cause de la grande variabilité des
comportements sexuels, particulierement en ce qui concerne les beeufs, la diminution n’est
pas significative. Cette différence est observée a partir du 34 *™ jour. La monte male-male est
bien plus fréquente entre taureaux que bceufs (Hinch et al., 1982) : 2,2% des bceufs du Kansas
en lot sont appelés « taureaux de monte » ou animaux régulierement montés (Brower et
Kiracofe, 1978). La tendance a la baisse des comportements sexuels et agonistes suite a
I’immunocastration est en accord avec les résultats de Baker et Gonyou (1986) qui
rapportérent la réduction des comportements sexuels et agonistes suite a la castration de
taureaux de 12 mois. Ces observations sont compatibles avec la baisse du comportement
hétérosexuel faisant suite a la castration chirurgicale post pubére (Blockey et Galloway,
1978). Cependant les différences ne sont pas aussi significatives lorsque les taureaux sont
immunises avant la puberte (Jago et al., 1997), ce qui indique que la mesure des niveaux
d’androgenes est importante pour déterminer les effets de la castration sur le comportement

des taureaux.

79



Le faible niveau de comportement sexuel présenté par les taureaux intacts au cours des
observations est la cause probable de la consistance inhabituelle et du faible pH enregistré sur
la viande des taureaux et du manque de différence de couleur entre les viandes de taureaux et
de beeufs. Mohan Raj (1988) rapporte que des animaux qui montent plus de 16 fois, a raison
de 5 montes par 15 minutes, dans la période précédant I’abattage présentent une viande foncée
a la coupe. Le taux de monte de I’étude qui nous intéresse (1,1 monte par heure) était bien
inférieur a ce qui avait été décrit par Mohan Raj (1988) ou par Jago et al. (1997) : 3,3 montes
par heure. La faible activité sexuelle observée au cours de cette étude ne présente pas de
raison apparente. Les taureaux étaient manipulés régulierement, mais il ne semble pas que
cela ait pu étre a I’origine de la réduction du comportement sexuel car les animaux étaient
manipulés plus réguliérement et plus longtemps dans les études préliminaires de Jago et al.
(1997) ou le comportement sexuel des taureaux s’exprimait de maniére plus importante. Un
effet de saison ne semble pas étre responsable des variations de comportements, bien que ce
facteur soit difficile a objectiver.

La vitesse de croissance, comme on le retrouve dans les études de Enright et al. (1994)
et Jago et al. (1996), tend a diminuer aprés immunocastration de taureaux post pubéres. La
baisse enregistrée dans cette étude, bien que peu significative, était bien plus importante que
celle rapportée dans les études précédentes. De plus, le taux de croissance des animaux
immunocastrés était inférieur a celui des beeufs, ce qui indique que la réduction du taux de
testostérone faisant suite a I’immunocastration est seulement en partie responsable de cette
chute du taux de croissance. Il est difficile d’expliquer pourquoi un effet aussi marqué se
produit sur la croissance. Bien que les animaux paturaient dans des groupes de traitements
séparés, beaucoup d’attention était accordee a la rotation des lots afin que la pature et les
compléments soient disponibles ad libitum et que les différences observées ne puissent étre
dues a des différences d’alimentation. La chute de croissance du 28 ™ au 44 ™ jour aprés
immunisation s’est produite dans chacun des trois groupes de taureaux immunocastrés, mais
était plus importante dans un des groupes. Ce groupe présentait également une réponse locale
a I’immunogene plus importante au niveau du site d’injection. Il est probable que cette
réponse inflammatoire plus importante contribue a I’importante perte de poids. Adams et
Adams (1992) rapportent que des taureaux traités avec des protéines de transport associées a
un adjuvant mais sans antigene GnRH présentent des taux de croissance inférieurs de 10%
aux taureaux non traités, ce qui indique que I’adjuvant et la protéine seule peuvent avoir un

effet négatif sur la croissance.
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Le pH et la couleur de la viande ne different pas entre les taureaux, les immunocastrés
et les beeufs mais les qualités gustatives sont affectées par le traitement. La palatabilité
générale des viandes issues de beeufs et immunocastrés fut plus appréciée que celle issue de
taureaux par 83% des golteurs. Dans cette étude, les taux de tendreté, saveur et palatabilité
générale des viandes issues de beeufs sont supérieurs a ceux les viandes issues de taureaux et
les immunocastrés présentaient des taux intermédiaires en ce qui concerne ces
caractéristiques. La viande issue de taureaux posséde une flaveur moins acceptable (Jeremiah
et al., 1988) et une plus faible tendreté que la viande de beeuf (Jacobs et al., 1977). Cependant,
Arthaud et al. (1977) rapportent peu de différences de qualités bouchéres entre la viande de
beeuf et de taureau, et Field (1971) rapporte, dans une revue sur I’effet de la castration sur les
qualités boucheres, des effets faibles voire inexistants sur la flaveur et la saveur. Lorsque des
différences de qualités boucheres ont été mises en évidence, elles ont été attribuées au plus
faible pourcentage de gras (Riley et al., 1983) et a la plus grande proportion de collagéne
insoluble dans la viande de taureau (Gerrard et al., 1987). L’amélioration des qualités
boucheres de la viande suite a I’immunocastration dans I’étude présente confirme les
découvertes de Teague et al. (1992), qui rapporta que I’immunocastration améliore la flaveur
et la palatabilité générale et tend a améliorer la saveur et la tendreté par rapport a la viande de
taureau. Il est intéressant de noter que I’effet de I’immunocastration sur les qualités bouchéres
qui était détecté 20 semaines aprés I’immunocastration (Teague et al., 1992) était observe
seulement 5 semaines apres immunisation dans cette étude. Etant donné qu’il n’y avait pas de
différences significatives de pH entre les traitements, la raison expliquant I’amélioration des
qualités bouchéres n’est pas claire. La tendance a la baisse des comportements sexuels et
d’agressivité suite a I’immunocastration semble avoir contribué a cette amélioration (Mohan
Raj., 1988), bien que le niveau d’activité générale, y compris pour les taureaux intacts, était
faible. 1l semble qu’une réduction de la testostérone circulante a contribué a améliorer les
qualités bouchéres, bien qu’il soit difficile de spéculer sur le mécanisme qui a produit cette
amélioration. La grande quantité de dépdt de gras sous cutané pourrait étre une des raison de
la meilleure qualité bouchére de la viande des immunocastrés par rapport a celle des taureaux.
Une augmentation de la proportion de gras dans la carcasse a été observée suite a
I’immunocastration (Jago et al., 1996) mais dans cette étude il n’y avait pas de différence
dans le dép6t de gras profond (persillé de la viande) entre taureaux et immunocastrés, ce qui

rend le dépot de gras probablement non responsable de I’amélioration des qualités boucheres.
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En conclusion, I'immunocastration de taureaux postpubéres 7 semaines avant
I’abattage réduit les comportements agonistes et sexuels, et de maniére opposée affecte le taux
de croissance et le poids de carcasse, mais améliore les qualités bouchéres de la viande de
taureau, sans atteindre le niveau de qualité de la viande de bceuf. Ainsi I’immunocastration
présente un potentiel d’utilisation en vue d’améliorer les qualités boucheres de la viande de
taureaux, mais il semble que cela se fasse au détriment de la vitesse de croissance. Reste a
savoir si cette amélioration de la qualité bouchére de la viande issue de taureaux
immunocastrés est suffisante pour permettre un débouché sur le marché en viande brute, la
viande de taureau étant peu valorisée et souvent utilisée en produit transformé car de qualité

trop médiocre.

On peut regretter qu’aucune étude ne soit disponible en ce qui concerne |’effet
immunocontraceptif de la GnRH chez la femelle. Peut-étre parce qu’a I’heure actuelle, les
recherches sur la contraception réversible chez la femelle porte sur le développement
d’implants d’analogues de la GnRH.

2. Immunocontraception anti-PH-20.

Les protéines purifiees issues de spermatozoides initialement testées comme
immunogénes contraceptifs comprennent I’enzyme spermatique hyaluronidase, I’acrosine et
la lactate deshydrogénase C-4. L’immunisation de femelles avec ces enzymes n’avait soit
aucun effet sur la fertilité, soit un effet partiel qui n’était pas suffisant pour faire de ces
protéines des agents contraceptifs (Primakoff, 1994). La haute efficacité contraceptive de la
PH-20 semble reposer sur de nombreuses propriétés spécifiques, comprenant sa présence sur
la surface du spermatozoide, son importante immunogénicité, et son role essentiel dans la
fécondation. D’autres spermatozoides de mammiféres sont semblables a ceux du cobaye en

cela gu’il se lient a la zone pellucide avant ou apres la réaction acrosomique.

Alors que la PH-20 est immunogéne chez le cobaye, il est clair que de plus amples
informations concernant le type de réponse immunitaire a générer avec la PH-20 sont

nécessaires si I’on veut aboutir a I’infertilité dans d’autres especes, comme chez le lapin.

Un intéret particulier de la PH-20 est que ce type d’immunocontraception est utilisable
a la fois chez les méles et les femelles, au vue des résultats de Primakoff et al., (1988).

82



3. Immunocontraception anti-pZP.

Un probléme important concernant I’utilisation des glycoprotéines de la ZP comme
immunocontraceptif est par dessus tout la sécurité du vaccin. Un élément rassurant quant a la
toxicité de la vaccination anti-pZP est la spécificité d’organe des anticorps. Des anticorps
anti-pZP hautement spécifiques préleves chez un lapin ne présentent aucune réaction croisee
avec 14 tissus différents (cerveau, cceur, poumon, rein, foie, vessie, estomac, intestin gréle,
gros intestin, muscle, peau, rate, pancréas, ou ganglion lymphatique) chez le cheval et le chien
(Barber et Fayrer-Hosken, 2000). En effet, des données humaines suggerent une convergence
entre les procédés de reconnaissance immunitaire et ceux mis en jeu lors de la fécondation
(Dell et al., 1995). On pourrait donc supposer que la vaccination anti-ZP pourrait perturber
I’immunité des animaux vaccines.

L’étude précédemment présentée menée par Kirkpatrick et al. (1995), consistant a
vacciner annuellement 10 juments avec la pZP, nous fournit des informations concernant la
sécurité du vaccin. Ces juments ont été contr6lées chaque jour pour leur état général, et aucun
probléme n’a été détecté. De plus, la population de chevaux sauvages de I’fle d’Assateague
(USA) est maitrisée par la vaccination anti-pZP depuis de nombreuses années (10 ans), et il a
été rapporté que la santé générale des juments vaccinées s’est améliorée sensiblement
probablement du fait de la diminution du stress métabolique lié a la gestation et a la lactation
(Kirkpatrick et al., 1995). Ces données suggerent fortement que I’immunisation par la pZP
est, dans I’ensemble, sans danger pour I’animal. D’autres études concernant la présentation
immunologique des glycoprotéines pZP et les effets de toxicité chroniques du vaccin sont
aujourd’hui nécessaires.

Alors que la pZP3 est un excellent antigene qui entraine une forte réponse
immunitaire, d’autres études ont montré que I’immunisation active et passive de femelles
avec d’autres antigenes de la ZP entraine une infertilité temporaire (Oikawa et Yanagimachi,
1975; Gwatkin et al., 1977 ; Tsunoda et Tchang, 1978), ce qui laisse espérer le
développement de nouvelles voies de recherche.

Aprés une approche théorique, I’immunocontraception a démontré sa faisabilité et son
efficacité avec les différents antigenes utilisés, GnRH, PH-20, mais surtout la ZP3 pou
laquelle les expériences ont été nombreuses et concluantes. Reste a savoir dans quels

domaines cette nouvelle méthode pourrait étre amenée a se développer.
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VI Intéréts et perspectives de I’immunocontraception.

Le contréle des populations a la fois domestiques et sauvages, mais aussi des animaux
errants est un probléme majeur dans le monde. La surpopulation canine et féline conduit a des
millions d’euthanasies d’animaux de compagnie non désirés chaque année, et la surpopulation
d’especes sauvages entraine des destructions d’habitat et des déséquilibres de I’écosysteme.

Trouver un moyen acceptable, autant efficace que sécurisé, de contrdler I’exces de
population animale est extrémement difficile. L’utilisation d’un vaccin immunocontraceptif
réversible présente de nombreux avantages : (1) s’il posséde un haut degré d’efficacité, (2) s’il
n’a pas d’effets nuisibles, (3) s’il peut étre distribué a distance, (4) s’il requiéere un faible
nombre d’administrations, (5) s’il présente une activité immunocontraceptive d’environ un an
et (6) s’il est enfin économiquement utilisable. A I’heure actuelle, I’utilisation de protéines de
la zone pellucide de porc (pZP) comme immunocontraceptif se présente comme un agent
potentiel de contréle de la population rassemblant tous les criteres précédemment cites.

L’immunocontraception devrait pouvoir dans un futur proche étre appliquée a de
nombreuses espéces animales. L’objectif de cette derniere partie n’est pas de réaliser une liste
exhaustives de toutes les especes et applications de I’immunocontraception mais plutdt de
présenter des domaines d’utilisation dans lesquels il n’existe a I’heure actuelle aucune
veritable alternative. Ainsi I’utilisation de I’immunocontraception chez les animaux de
compagnie, bien que trés intéressante compte tenu de sa réversibilité et de ses faibles effets
secondaires, sera présentée sans étre développée, au profit de I’étude de I’intérét de
I’immunocontraception en fin d’engraissement sur les animaux de rente et a ses perspectives

d’utilisation chez les animaux sauvages.

A. Intérét de I’immunocontraception chez les animaux de compagnie.

A I’heure actuelle, seule la vaccination anti-pZP a été testée sur les animaux de
compagnie, a savoir I’expérience de Mircu et al. (2000). lls ont étudié I’effet de
I’administration de ZP porcine seule (pZP), ou couplée avec des ovocytes de truie (OV+pZP),
sur la fonction de reproduction de la chienne. Les deux méthodes étaient efficaces a 100%.

On peut s’interroger sur I’intérét des methodes immunocontraceptives anti pZP chez la
chienne dans leur état actuel car bien que la fécondation soit empéchée par une immunisation
anti pZP (Mircu et al., 2000), le cycle sexuel n’est pas altéré, et la chienne présente donc
toujours des chaleurs. Or, le motif de consultation des propriétaires est trés fréquemment la
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demande de suppression des chaleurs compte tenu des désagréments liés a cette période chez
la chienne (pertes de sang, attirance des males). C’est pourquoi ce type de méthode ne
posséde que peu d’avenir en médecine des animaux de compagnie contrairement a
I’immunocontraception anti-gonadolibérine qui supprime le cycle sexuel.

Les premiers résultats d’immunocontraception anti-GnRH obtenus sur des rongeurs
sont encourageants. L’ abolissement du comportement sexuel et la possibilité d’obtenir une
stérilisation réversible par immunisation anti-gonadolibérine peut séduire de nombreux
propriétaires d’animaux de compagnie. Associé a un rappel annuel de vaccination,
I’immunisation anti-GnRH peut permettre une maitrise acceptable de la reproduction et des
périodes de chaleurs des chats et des chiens. La particularité de I’immunisation anti-GnRH est
que cette méthode pourrait étre applicable a la fois aux males et aux femelles. Aucune étude
n’est a I’heure actuelle disponible en ce qui concerne les animaux de compagnie ; la recherche
se porte plutdt sur la libération prolongée d’analogues de la GnRH par des implants sous-

cutanés.

B. Intéréts de I’immunocontraception chez les animaux de rente.

Pour les animaux de rente, I’immunocontraception supprime le stress, les aléas et les
inconvénients occasionnés par les procédés chirurgicaux de castration.

Chez le male, dans I’espece porcine, la réduction du taux des stéroides sexuels
circulants entrainée par la castration immunologique peut avoir comme application la
disparition de I’odeur sui generis des carcasses de verrats. Cette castration immunologique
inhibe également le comportement sexuel, la fécondation et I’agressivité pendant un temps
déterminé, ce qui peut permettre entre autres un élevage par lots mélangeant males et

femelles.

Dans I’espéce bovine, on distingue classiquement les taureaux conservés en tant que
reproducteurs - soit en monte naturelle (en élevage allaitant principalement) soit pour les
prélevements de paillettes en vue de I’insémination (en élevage laitier notamment) - et les
taurillons de moindre valeur génétique que I’on castre en beeuf pour améliorer le rendement
en viande jusqu’a I’abattage a partir de 30 mois. La castration présente également I’intérét de
réduire I’agressivité des animaux.

La castration des taurillons est classiquement chirurgicale. Cette opération réalisée la
plupart du temps dans des conditions d’anesthésie minimales est dangereuse pour le

85



vétérinaire et surtout occasionne pour I’animal un retard de croissance dans les semaines
suivantes a cause du stress provoqué par I’opération. Comparativement a la castration
chirurgicale, I'immunocastration de taurillons n’est pas invasive, c’est une procédure moins
stressante (Fisher et al., 1996), présentant peu d’effets déléteres sur la croissance dans les
jours suivants immédiatement I’injection (Finnerty et al., 1996). Ainsi la possibilité de réaliser
une castration immunologique, dans le respect du bien-&tre animal (par rapport a la castration
chirurgicale) et du consommateur (par rapport a I’apport de stéroides sexuels anabolisants,
interdite en France mais autorisée dans d’autres pays), pourrait_constituer une alternative
intéressante aux méthodes traditionnelles de castration de taureaux (Robertson et al., 1979).
Reste a evaluer la rentabilité économique de la castration immunologique par rapport a la
castration chirurgicale.

D’autre part, I"immunocastration pré-pubere réduit comme chez les porcins les
problémes de comportement, comme les excés de monte et les agressions, ce qui laisse les
taureaux « intacts » pour la production de viande (Cook et al., 2000).

Pour les bovins, un des intéréts de I’immunocastration, aussi bien chez les males que
chez les femelles, est I’inhibition de la fonction de reproduction, qui permet d’élever en
élevage extensif simultanément males et femelles ; en particulier il est alors intéressant
d’immunocastrer les génisses n’ayant pas atteint I’age minimal pour étre mises a la
reproduction. Il faut alors une inhibition réversible mais longue (de I’age de 5-6 mois a au
minimum 15 mois, souvent 24 mois en allaitant).

Cependant I’intérét le plus évident de I’immunocastration réside dans son utilisation
sur des taureaux en fin de carriére ou peu fertiles ou encore sur les vaches de réforme afin
d’améliorer leurs qualités boucheres pendant quelques semaines avant I’abattage et ainsi de
valoriser le prix de la carcasse. Il n’y a dans ce domaine, en effet, aucune alternative a I’heure
actuelle car la castration chirurgicale est inapplicable chez les animaux adultes pour des
raisons de faisabilité et de colt, bien qu’il existe quelques vétérinaires qui réalisent des

ovariectomies sur des vaches de réforme, mais cela reste anecdotique.

Afin d’optimiser la croissance des taureaux intacts et de minimiser les comportements
d’agressivité, il a été suggéré que la castration pouvait étre reculée a I’age de 12 mois
(Gregory et Ford., 1983). Jago et al. (1996) ont comparé la castration chirurgicale et
chimique de taureaux post pubéres a la castration chirurgicale de jeunes taurillons. Ils
conclurent que la castration chirurgicale a partir de 17 mois n’offre pas d’avantage par rapport

a la castration chirurgicale a 10 mois, en terme de croissance, comportement et qualités
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boucheéres. Alors que I’'immunocastration pré-pubére présentait des effets déléteres sur le taux
de croissance, I’immunocastration post pubére était plus bénéfique que la castration
chirurgicale pré et post pubére. De plus, les qualités bouchéres étaient améliorées apres
I’immunocastration.

La réduction de la vitesse de croissance qui fait suite a I’immunocastration post pubere
ne se produit pas juste apres I’immunisation (Enright et al., 1994 ; Jago et al., 1996). Ainsi si
les animaux sont abattus apres deux ou trois mois d’immunisation, les effets négatifs sur le
taux de croissance et le poids de carcasse sont récupérés et au dela de cette durée la croissance

des immunocastrés est supérieure a celle des témoins.

C. Perspectives de I’immunocontraception comme outil de gestion de la faune sauvage.

Les conflits entre les étres humains et les animaux sauvages ne sont pas un phénomene
nouveau ni inhabituel. La production agricole peut étre limitée a cause de dégats sur les
récoltes réalisés par les rongeurs, les oiseaux, ou les éléphants ; les espéces exotiques peuvent
détruire les espéces sauvages endémiques ; des maladies peuvent étre transmises aux animaux
domestiques ou aux hommes par des vecteurs sauvages. Une liste exhaustive ne peut étre
réalisée avec ces exemples.

A I’heure actuelle, la plus grande partie des études de gestion de la faune sauvage par
immunocontraception ont été réalisées sur le territoire australien; il s’agit en effet du
continent qui doit le plus prendre en compte I’équilibre entre faune sauvage et élevage et qui
possede les moyens financiers adequats pour étudier les possibilités de gestion de la faune
sauvage. L’un des exemples les plus caractéristique est celui du lapin d’Europe sauvage
(Oryctolagus cuniculus) qui avait été importé sur le continent et dont la reproduction non
contrdlée a conduit a d’importantes inquiétudes écologiques pour les especes endémiques
ainsi que pour les productions agricoles locales. Il est devenu I’un des animaux les plus
nuisibles en Australie. Les méthodes actuelles pour contréler les populations sauvages sont du
point de vue de I’efficacité, de I’applicabilité, de la spécificité, du colt et du respect animal de

plus en plus remises en question. De nouvelles méthodes sont nécessaires.

Trouver une solution a de tels conflits est un des défis les plus importants de la gestion
de la faune sauvage. L’un des nouveaux concepts a appliquer a ce défi est

I’immunocontraception.
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Aprés 4 décennies de recherche, les programmes contraceptifs pour un controle
efficace des détériorations effectuées par la faune sauvage n’ont pu étre développés ni
appliqués. La contraception chimique par I’utilisation des stéroides synthétiques, cestrogenes
et progestagenes, a été investiguée dans les années 60 et 70 chez les coyotes (Canis latrans ;
Balser, 1964 ; Brusman et al., 1968), les pigeons (Columba livia ; Woulfe 1970, Sturtevant,
1971), certains oiseaux (Agealius phoeniceus ; Guarino et Shafer, 1974), les rats (Rattus
norvegicus ; Garrison et Johns, 1975), la caille coturnix (Coturnix coturnix ; Shafer et al.,
1977), et le cerf a queue blanche (Odocoileus virginianus ; Matschke 1976, 1977, 1980).

Cependant, aucun de ces efforts n’a conduit a développer un outil pratique de gestion
de la faune sauvage pour différentes raisons, comprenant la nécessité d’administration
répétées, qui rendent les stérilisants chimiques inutilisables dans la plupart des situations. Les
stéroides semblent également persister dans les tissus, ce qui souléve des inquiétudes
écologiques. Cependant , les avancées actuelles en matiére de physiologie de la reproduction,
immunologie, et biologie moléculaire ont fourni de nouvelles méthodes de contraception.
Ainsi, les difficultés qui rendent la stérilisation chimique inapplicable comme outil de gestion
de la faune sauvage pourraient étre surpassees avec I’immunocontraception. La plupart des
découvertes concernant I’immunocontraception ont été appliquées au cerf a queue blanche
(Garrot, 1995) ; cependant, cette technologie est également applicable a d’autres espéces

sauvages comme les rongeurs, les oiseaux et les coyotes.

L’intérét de I’immunocontraception pour la faune sauvage est que I’inhibition de la
reproduction peut étre efficace pour une durée de 1 a 3 ans apres un traitement initial sans que
I’utilisation de traitements répétitifs ou constants ne soient a effectuer (Turner et Kirkpatrick
1991).

La reproduction par immunocontraception peut étre bloguée a différents niveaux du
processus de la reproduction (Griffin, 1992 ; Jones, 1983). Les vaccins immunocontraceptifs
contrélent la reproduction en stimulant la production d’anticorps contre les protéines des
gametes, les hormones de la reproduction, et d’autres protéines essentielles a la reproduction.
Dans le cas de la faune sauvage, il est intéressant de choisir un antigéne efficace dans les deux

sexes. Par exemple, -unvaccin-immunocontraceptif anti-GnRH peut “bloquer I’activité
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reproductrice des deux sexes en empéchant le relargage des hormones gonadotropes
essentielles a la reproduction. De méme I’immunocontraception anti-PH-20 a montré son
efficacité a la fois chez les males et chez les femelles (Primakoff et al., 1988). Ainsi
I’immunocontraception anti-GnRH ou anti-PH-20 pourraient constituer les choix les plus

intéressants en ce qui concerne le contrdle de la faune sauvage.

La technologie de I’immunocontraception est disponible aujourd’hui, mais seulement
dans des laboratoires, des bureaux d’étude, et des situations de terrain limitées a un faible
nombre d’animaux. Les animaux auxquels on injecte ces vaccins deviennent infertiles pour

une duree de 1 & 3 ans (Turner et Kirkpatrick, 1991).

3.1 Utilisation de la voie injectable.

Le véritable probléme de I’immunocontraception a grande échelle sur une population
sauvage est le choix de la voie d’administration. La voie injectable par I’utilisation de
pistolets a fléchettes comme ceux employés sur les chevaux de I’ile d’ Assateague (Maryland,
USA, Kirkpatrick et al., 1992) est seulement possible sur des animaux de grande dimension,
facilement accessibles et lorsque la population cible est de petite taille. Il a donc été
nécessaire de mettre au point d’autres stratégies d’administration pour les vaccins

immunocontraceptifs.

3.2 Utilisation de microorganismes infectieux recombinants.

Une des approches envisageables pour administrer un vaccin a un grand nombre
d’individus est I’utilisation de microorganismes infectieux recombinants (Tyndale-Biscoe,
1994b) ou I’utilisation de microorganismes recombinants distribués dans des appats (Boyle,
1994). La réussite du contr6le des populations sauvages de lapin par la distribution d’appats
contenant le virus de la vaccine a montré que cette approche est réalisable (Brochier et al.,
1990).

Dans cette approche, I’immunocontraception par vecteur viral pourrait étre appliquée

chez le lapin d’Europe sauvage en Australie en utilisant le virus de la myxomatose, spécifique
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des lagomorphes. Ce dernier serait modifié génétiquement pour inclure un géne de gameéte. Le
virus infecterait les lapins, en tuerait certains, mais laisseraient ceux qui survivent avec une
réponse immunitaire dirigée non seulement contre le virus, mais aussi contre la protéine du
gene introduit. Cette réponse immunitaire ciblerait les protéines du spermatozoide ou de
I’ovocyte, rendant le lapin infertile. On peut supposer, qu’associée a la prédation et a la
mortalité naturelle, cette méthode réduira de facon importante la population de lagomorphes.
C’est dans cette optique que des expériences ont été menées avec I’antigéne PH-20 (cf. V).
Les résultats furent peu concluants puisque I’immunocontraception anti-PH-20 n’induit pas
d’infertilité chez le lapin (Holland et al., 1997).

Bien que I’utilisation de microorganismes infectieux pour distribuer un antigene
immunocontraceptif a des especes nuisibles ait de I’avenir, cette technique ne peut qu’alerter
I’opinion publique en ce qui concerne les especes indigenes, comme les kangourous en
Australie et les biches en Amérique du Nord. 1l y a des différences importantes et évidentes
entre un vaccin visant a empécher la propagation de maladies contagieuses et qui menacent la
vie, et un vaccin visant a retarder ou méme a arréter la croissance démographique d’une
espéce et les risques a prendre ne sont pas les mémes. Bien que la propagation ou la
persistance non contrdlée d’espéces endémiques ne constitue pas un véritable probléme, on ne
peut pas dire la méme chose d’espéces nouvellement introduites dans une région. La récente
perte de contréle du calicivirus chez les lapins en Australie a fortement choqué I’opinion
publique, et rendra encore plus difficile I’utilisation de microorganismes recombinants dans le
futur (Rudzki, 1995).

Un autre probléme, souvent occulté, de I’utilisation de microorganismes infectieux
libérant un vaccin immunocontraceptif est I’existence d’une immunité naturelle pré existante
ou d’une immunité acquise envers le microorganisme utilisé pour transporter I’antigene. En
effet, il parait peu probable d’obtenir une immunisation permanente aprés une administration
unique. Si I’on accepte que plusieurs rappels sont nécessaires en vue de générer une réponse
immunitaire d’amplitude suffisante pour bloquer la fécondation, il parait difficile d’imaginer
comment un microorganisme infectieux présentera une réplication suffisante chez I’animal
pour fournir de tels rappels et encore moins pour réaliser des rappels quelques années plus
tard.

3.3 Utilisation de vaccins immunocontraceptifs par voie orale.

Ainsi, pour obtenir un contréle efficace des populations sauvages, il semble que la
voie orale soit la plus adaptée et la moins risquée des voies d’administration de I’antigéne.

90



Actuellement, nous n’avons aucune information concernant la réponse immunitaire
suite & une immunisation orale chez I’écureuil gris ou d’autres rongeurs (Moore et al., 1997)
qui sont pourtant des modeles d’études communément employés en laboratoire. La
technologie pour développer des vaccins par voie orale en est a ses premiers balbutiements,
mais de rapides progrés sont tres probables car il existe une importante demande a I’échelle
internationale pour la conception de vaccins par voie orale contre des maladies humaines

comme le choléra (Holmgren et al., 1993).

Le concept de plantes constituant des systemes de production de vaccin oral a été
d’abord défendu en tant que méthode économique par le biais de laquelle les pays en voie de
développement pourraient produire des grandes quantités de vaccins pour leur population
humaine (Moffat, 1995).

Le développement de systéeme de distribution de vaccins basé sur les plantes est
abordé de deux manieres différentes :
o La premiére implique le développement de plantes qui possederaient le géne vaccinal
(transgéne) de maniere stable au sein de leur génome (plantes transgéniques).
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L approche connaissant le plus de succes en ce qui concerne I’utilisation des virus
vegétaux comme systéme d’expression vaccinal transitoire est le couplage de petits peptides
immunogéniques, de 20 a 30 acides aminés de longueur, a la protéine de surface du virus. Le
virus de la mosaique du tabac (TMV) et le virus de la mosaique de la dolique (CPMV) ont été
évalués dans ce sens. Un systeme recombinant TMV a été développé, qui utilise les plants de
tabac pour produire un immunogéne a partir de la partie C-terminale du géne codant pour la
protéine de la capside virale, couplé a des genes d’épitopes de sporozoites de paludisme
(Turpen et al., 1995). Des études plus récentes ont également utilisé des protéines de la
capside du virus CPMV fusionnées soit avec des épitopes de rhinovirus humain de type 4, soit
avec des epitopes du virus de I’immunodéficience humaine de type 1 (Usha et al., 1993 ;
Porta et al., 1994 ; McLain, 1995). Dans les deux cas, les protéines obtenues sont capables de
déclencher une réponse immunitaire humorale chez les animaux immunisés. Une approche
similaire a permis d’obtenir une protéine de la capside TMV fusionnée a un peptide de 13
acides aminés de la protéine ZP3 de souris (Fitchen et al., 1995). Cette protéine hybride est
capable de déclencher une réponse en anticorps chez les souris immunisées. Bien que les
anticorps produits ne se révélérent pas capables de bloquer la fécondation, ils se liaient a la
protéine ZP3 et étaient associés a des affections ovariennes. En ce qui concerne les génes de
la fonction reproductrice couramment impliqués dans I’immunocontraception, il y a un haut
degré d’homologie entre les especes. Par conséquent, le systeme de libération d’antigéne
vaccinal, le plus efficace et le moins colteux pourrait bien étre les virus de plantes.

Le TMV est le systeme d’expression des virus de plantes le plus caractéristique et il a
été utilisé par de nombreux groupes de recherche en tant que « systeme modéle ». Cette
approche est plus rapide et moins colteuse en terme de ressources humaine et financiére que
la mise en place de plantes transgéniques. Bien que les deux systemes de virus végétaux TMV
et CPMV semblent bien adaptés a I’expression de peptides antigéniques, ils conviennent
moins bien a I’expression de protéines entieres. Les génomes des TMV et CPMV sont en effet
relativement petits et ne peuvent donc pas facilement intégrer des genes étrangers de grande
dimension. Cela exclut ainsi I’expression d’importants complexes antigéniques ou la co-
expression d’immunomodulateurs ou d’adjuvants oraux, comme la toxine cholérique ou les
sous unités de toxines thermo-labiles d’E.coli (Mason et Arntzen, 1995). De plus, a cause du
taux éleve de mutation caractérisant les virus a ARN, les genes étrangers insérés risqueraient
d’étre instables et d’étre rapidement inactiveés avant méme qu’un niveau suffisant d’antigéne
vaccinal n’ait été produit. Bien que ce fort taux de mutation soit considéré par certains comme

un inconveénient, les défenseurs de ce protocole montrent que I’impact sur I’environnement de
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ces virus végétaux recombinants sera minimal a partir du moment ou le géne vaccinal, ayant
« évolué vers la neutralité », sera rapidement perdu ou inactivé. Reste qu’avec cette méthode,
le contréle de I’antigéne vaccinal est impossible ce qui n’est pas pour rassurer I’opinion

publique.

L’utilisation de plantes transgéniques en vue d’administrer un vaccin a été entreprise
pour la premiére fois par le Boyce Thompson Institute for Plant Research (Itaqua, New York)
qui concentre ses efforts a transformer la banane en un vaccin naturel, prét a I’emploi (Mason
et Arntzen, 1995). La banane est un candidat intéressant car elle présente une croissance
prolifique dans la plupart des pays en voie de développement du monde, elle est consommée
par une population de tout age et elle est mangeée crue, ce qui évite une dénaturation
potentielle par la chaleur de I’antigéne vaccinal lors de sa cuisson.

Sous la direction de Charles Arntzen, le groupe a démontré la capacité de plants de
tabac transgéniques a exprimer I’antigéne de surface de I’hépatite B (Thanavala et al., 1995)
et la capacité de tubercules de pommes de terre a exprimer la sous-unité thermo-labile de
I’entérotoxine B d’Escherichia coli entérotoxinogene (Haq et al., 1995). La réponse
immunitaire générée par ces produits déerives de plantes fut comparée de maniére favorable
avec celle obtenue suite a I'immunisation avec les antigenes produits classiquement par des
levures. De maniére plus significative, des études ultérieures démontrerent la présence a la
fois d’anticorps 1gG circulants et d’IgA sécrétoires suite a I’ingestion de pommes de terres
transgéniques par des souris (Mason et al., 1996). Bien que la réponse immunitaire obtenue
par les antigenes dérivés des plantes soit sub-optimale, les deux études ont montré le potentiel
énorme de cette approche pour la vaccination orale.

Dans les études suivantes, ce méme groupe de recherche a réussi a exprimer la
protéine de la capside du virus Norwalk a la fois dans des chutes de tabac et dans des
tubercules de pomme de terre (Mason et al., 1996). La protéine de la capside était capable de
s’auto assembler pour former des particules semblables au virus et une réponse immunitaire
systémique et locale a été obtenue chez la souris suite a la vaccination par voie orale. La
protéine de la capside du virus Norwalk était exprimée dans des tubercules de pomme de terre
a un niveau de 0,37% des protéines solubles totales, ce qui constitue un niveau relativement

important.
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Bien que la réalisation de plantes transgéniques devient un acte classique pour de
nombreuses especes, il reste un certain nombre de problémes ; le procéde nécessite du temps
et I’investissement de grandes quantités de travail. De plus, le niveau d’expression des
transgénes est variable, imprévisible et souvent instable (Finnegan et McElroy, 1994 ;
Ingelbrecht et al., 1994 ; Smith et al., 1994). Il est actuellement en particulier impossible de
prévoir si le transgéne sera stable en se propageant au fil des générations dans les conditions
du terrain. Un certain nombre de mécanismes déclencheurs a été identifié comme étant
capables d’augmenter la probabilité de rendre le gene silencieux. L’inclusion de séquences
répétées, de copies multiples du transgene, ou encore I’utilisation de promoteurs entrainant un
haut niveau de transcription, conduit fréqguemment au phénomene de gene silencieux
(Finnegan et McElroy, 1994). Ceci est particulierement problématique car la clef de la
réussite d’un vaccin basé sur les plantes repose principalement sur le niveau d’expression

maximal du géne vaccinal (Thanavala et al., 1995).

Les vaccins issus de plantes transgéniques sont particulierement adaptés au controle
par immunocontraception de la faune sauvage. Des essais de terrain ont été menés en
Australie. Les plantes transgéniques peuvent étre utilisées comme systéeme de libération
vaccinal pour les herbivores sauvages de deux manieres différentes : soit la plante pourrait
étre semée sur la zone cible et devenir un vaccin qui se propage seul, soit les pépins, fruits et
restes pourraient étre récoltés et utilisés comme appats oraux qui pourraient étre ensuite
distribués dans des lieux spécifiques.

La premiére approche présente les mémes avantages et inconvénients que I’utilisation
de systeme de libération vaccinal base sur I’utilisation de vecteurs viraux ou bactériens.
Compte tenu des succés d’implantation d’espéces de prairie en Australie, on peut penser
gu’une telle approche est applicable. Plus de 70 espéces de prairie exotiques et de légumes ont
été introduits en Australie afin d’améliorer la productivité des prairies cultivées, et on estime
que ces espéeces de pature exotiques occupent aujourd’hui approximativement 20% des
prairies australiennes. Bien que cette approche soit la moins colteuse a produire et a
administrer, c’est aussi la plus difficile & contréler : I’incapacité a contréler soit la distribution
géographique finale de la plante, soit I’éventail des especes d’herbivores susceptibles de la

consommer, rend cette approche inappropriée a la vaccination immunocontraceptive.

L’approche actuellement développée pour la libération de vaccins
immunocontraceptifs & grande échelle contre des espéces nuisibles est I’utilisation de plants
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de carottes ou de mais transgéniques exprimant un antigene immunocontraceptif approprié
associé a un adjuvant au sein de leurs grains ou tubercules. Ces plantes pourraient pousser et
leurs grains et tubercules étre récoltés de maniere classique. Ces derniers pourraient étre
ensuite distribués comme appats deux a trois fois par an a des points d’eau cléturés et équipés
avec des points de passage sélectifs permettant la libre circulation des kangourous et
wallabies et empéchant I’entrée des moutons domestiqués et autre bétail. 1l convient en effet
de vacciner les especes sauvages, mais en aucun cas le bétail d’élevage circulant librement sur
le territoire australien. Le controle des points d’eau dans les prairies australiennes utilisant des
clétures et des portes de passage pour le bétail est adopté par un nombre de ranchs de plus en
plus importants dans ces zones. En incorporant des portes de passage, ces points d’eau
contr6lés deviennent des enclos de rassemblement qui permettent aux éleveurs de rassembler
pratiquement I’ensemble du bétail sur leur propriété en un ou deux jours. En équipant ces
enclos déja existants de points de passage sélectifs, la prise de vaccins par des especes non
visées devrait étre minimisée. Des essais préeliminaires utilisant des enclos a points de passage
sélectifs conduits dans le sud-ouest de la province du Queensland indique que cette approche
devrait limiter I’accés aux appats aux espéces cibles (Smith et al., 1997).

Le mais semble particulierement adapté a cette application car ses exigences de culture
importantes devraient réduire le risque de voir cette plante se propager seule a partir des
grains. De plus, I'utilisation de mais hybride devrait réduire le risque de propagation
autonome car les générations suivantes de tels hybrides sont moins vigoureuses et prolifiques
gue la génération F1 initiale. Un autre avantage du mais est qu’il ne posséde pas d’especes
apparentées en Australie, rendant le risque d’hybridation et de transfert de géne a des especes

endémiques ou introduites extrémement peu probable.

La reponse immunitaire au niveau du tractus gastro intestinal est généralement peu
importante a cause de la dégradation enzymatique et de la dénaturation des protéines induite
par les différents pH des différents compartiments du tube digestif (Shalaby, 1995). De plus,
I’ingestion réguliére de petites doses d’antigénes peut induire une tolérance immunitaire
specifique (Mowat, 1987). Ces problemes s’appliquent aux vaccins basés sur les plantes a des
degrés variables. De nombreuses méthodes ont été utilisées pour contourner ces problémes et
pour améliorer la réponse immunitaire locale aux vaccins par voie orale. Cela peut de maniere

grossiere étre réparti en méthodes qui : (1) protegent I’antigéne contre la dégradation ; (2)
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augmentent I’absorption d’antigeénes par les microvillosités, ou par les cellules M dans le
tractus gastro-intestinal ; et (3) fournissent un stimulus au systéeme immunitaire (Walker,
1994). Deux des immunogenes oraux les plus puissants identifiés, la toxine cholérique et la
toxine thermolabile d’E.coli, exercent leurs effets par tous les phénomeénes cités
précédemment. Ces toxines sont résistantes a la dégradation enzymatique et a I’acidité, se
lient aux récepteurs de surface des cellules M, et possedent des domaines enzymatiques qui
fournissent des effets immunogénes puissants. L’absorption simultanée par voie orale
d’antigénes et de toxines entraine une stimulation forte de la réponse immunitaire aux deux
composants. Cependant, la co-expression d’une toxine compléte comme adjuvant associée a
un antigene immunocontraceptif au sein de plantes transgéniques ne sera probablement pas
réalisable a cause de sa toxicité. De plus, la présence de toxines ou méme de n’importe quel
adjuvant oral, pourrait également stimuler fortement la réponse immunitaire contre les
protéines de plantes et conduire au développement d’allergies alimentaires (Spangler, 1992).
La plus grande attention est portée sur les sous-unités @ des toxines comme moyen
d’amélioration spécifique, non toxiques dans les conditions d’utilisation en adjuvant. En
général, la réponse immunitaire locale suivant I’ingestion par voie orale sera seulement
générée contre un antigéne ou un peptide lié a la sous-unité g (Holmgren et al., 1993). En
conséquence, les sous-unités B des toxines bactériennes pourraient constituer la base de futurs
vaccins bases sur les plantes ; sous réserve que I’utilisation de tels adjuvants n’entraine pas le
développement simultané d’allergies alimentaires. Des souris nourries avec des tubercules de
pomme de terre issus de plants exprimant la sous-unité g thermo-labile d’E.coli développent a
la fois une réponse générale en IgG et une réponse au niveau gastro-intestinal en IgA contre la
sous-unité B (Hagq et al., 1995). Le futur développement des vaccins basés sur les plantes va

probablement consister a améliorer génétiquement la fusion des antigenes candidats aux
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systemes sont assez importants pour justifier I’importance de moyens nécessaires mis en

ceuvre par les groupes de recherche du monde.

Selon Warren (1995), le développement et la mise en application de
I’immunocontraception pour la gestion de la faune sauvage nécessitera une approche
multidisciplinaire impliquant les laboratoires scientifiques (c’est a dire des immunologistes,
des biologistes moléculaires, et des physiologistes de la reproduction) qui développent les
vaccins contraceptifs et les technologies associées, mais aussi des biologistes de la faune
sauvage qui doivent subtilement adapter le développement d’un systeme de libération et
réaliser des mesures de terrain pour evaluer [I’efficacité et la sécuriteé de
I’immunocontraception. Cette derniere est une technologie pleine d’avenir qui est amenée a
intégrer les méthodes traditionnelles de gestion de la faune sauvage. La recherche en continu
est la clef pour développer tout le potentiel de cette technologie.

CONCLUSION
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Les molécules mises en jeu dans le processus de reconnaissance spermatozoide-
ovocyte ont été, en partie, identifiées et il semble que la ZP3 de I’ovocyte et la PH-20 du
spermatozoide constituent les voies de recherches les plus intéressantes pour
I’immunocontraception. L’antigene GnRH, posséde un réle clef dans I’élaboration des
gametes et se trouve étre une cible privilégiée, mais a I’heure actuelle les chercheurs orientent
principalement leurs travaux vers le développement d’implants analogues de la GnRH.

Les antigenes purifiés sont faiblement immunogénes et il sera probablement nécessaire
d’utiliser des adjuvants renforcant la réponse immunitaire générale mais surtout locale.
Cependant, les résultats actuels déja obtenus sont particulierement encourageants et I’on peut
penser que I’immunocontraception est une methode alternative a la contraception chimique ou
chirurgicale intéressante.

En ce qui concerne les inquiétudes du public au sujet de I’administration de vaccins
contraceptifs par voie orale, on peut signaler que les chercheurs sont en relation permanente
avec des instances de contrdle tels que la « Food and Drug Administration (FDA) » aux Etats-
Unis. L’immunocontraception pourrait apporter une plus grande sécurité pour la
consommation d’animaux sauvages par les humains ou par d’autres animaux par rapport a la
contraception chimique ou a I’utilisation de produits mortels pour limiter les populations
sauvages. D’autre part, la consommation des anticorps des animaux placés sous
immunocontraception ne devraient pas présenter de danger particulier lors de leur
consommation. Ces anticorps s’additionnent aux millions d’autres anticorps, qui sont tous,
comme tout aliment protéique, un ensemble d’acides aminés ; ces derniers étant sans danger
pour I’organisme qui les digere.

L’immunocontraception se presente, a I’évidence, comme une méthode d’avenir dans
le contr6le de la reproduction animale et ce pour les animaux de rente, de compagnie ou
encore la faune sauvage.

On peut penser, compte tenu de I’avancée actuelle des recherches et ce notamment en
biologie de la reproduction humaine, que I’immunocontraception sera applicable dans les

prochaines années.
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