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Résumé

Résumé

L'objectif de ce travail est d'identifier des antigènes du spermatozoïde du renard

(Vulpes vulpes), en vue de leur utilisation dans un vaccin contraceptif.

Pour cela, nous avons produit des sérums reconnaissant des protéines de surface du

spermatozoïde par immunisation de lapins et de renards et par vasectomie de renards. Ces

sérums nous ont pennis de sélectionner par Western blot sept protéines particulièrement

antigéniques, nommées P3, P4, P5, P8, PlI et PB. Le séquençage NH2-terminal de six de ces

protéines a été réalisé, puis des fragments de l'ADN codant ces antigènes ont été amplifiés par

RACE ou RT-PCR. Deux de ces fragments ont été utilisés comme sonde pour le criblage

d'une banque d'ADNc de testicule de renard que nous avons réalisée, permettant le

séquençage de l'ADN codant les antigènes P8 et PB. Afin de caractériser ces antigènes, des

sérums polyc1onaux monospécifiques ont été produits chez la souris, permettant pour la

protéine P5 l'étude de la spécificité d'espèce, de la spécificité d'organe, de sa localisation, et

l'évaluation de l'effet des anticorps sur la mobilité des spennatozoïdes et sur la liaison à la

zone pellucide. D'autre part, la caractérisation biochimique (recherche de glycosylation) a été

réalisée pour les sept antigènes.

Les protéines P4 et P8 présentent de fortes homologies avec des protéines

mitochondriales, respectivement la NADH-deshydrogénase et la cytochrome-C oxydase. PB

présente une forte homologie avec la protéine spennatique humaine fibrousheatin 2. Les

antigènes P3 et P7 sont des glycoprotéines dont la séquence déterminée par RACE PCR ne

présente pas d'homologie importante avec des protéines connues, mais suggère qu'elles

pourraient avoir une localisation membranaire. Le sérum dirigé contre la glycoprotéine P5 a

pennis d'établir que cette protéine inconnue ne semble pas spécifique d'espèce ou d'organe,

mais que les anticorps dirigés contre cette protéine réduisent la liaison des spermatozoïdes à la

zone pellucide.

Ce travail présente une stratégie ayant pennlS la sélection et l'identification

d'antigènes spennatiques. Différentes études sont encore nécessaires pour déterminer la

séquence et les propriétés de ces antigènes. La recherche d'épitopes spécifiques et d'une

formulation vaccinale adaptée pourrait pennettre leur utilisation dans un vaccin contraceptif.
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Abstract

Résumé

Selection, identification and partial characterisation of fox (Vulpes vulpes) sperm

antigen for use in a contraceptive vaccine

The aim of this work was to identify antigenic proteins on fox (Vulpes vulpes)

spermatozoa, in order to develop a contraceptive vaccine. First, we obtained antisera directed

against sperm surface proteins by rabbit and fox immunisation, and by fox vasectomy. Using

this sera for Western blotting, 7 highly antigenic proteins were selected. They were named P3,

P4, P5, P8, PlI and PB. Out of these 7 proteins, 6 were microsequenced by using Edman

chemistry. Then, we obtained the cDNA encoding the 6 antigens by using RACE PCR or RT­

PCR. Two PCR products were used as probes for the screening of a fox testis cDNA library

realised in our labo This allowed us to identify, clone and sequence the cDNA encoding P8

and PB. In order to characterise the selected antigens, we produced mouse polyclonal sera.

This allowed us, for the protein P5, to assess the species and organ specificity, to localise

them on the spermatozoa, and to assess the effect of these antisera on the zona pellucida­

sperm binding, and on the sperm mobility. The glycolysation was equally studied for the 7

antigens.

P4 and P8 have homology with mitochondria proteins, NADH deshydrogenase and

cytochrome-C oxydase respectively. PB has homology with the human sperm protein

fibrousheatin 2. The sequence of the glycoproteins P3 and P7, determined using RACE PCR,

does not show similarity with any protein, and suggest that they are transmenbrane proteins.

P5 is a new protein which is not fox-specifie and not sperm-specific. However, the antisera

directed against P5 decrease the sperm-zona pellucida binding.

This manuscript describe a strategy which allowed the selection and the

identification of sperm antigens. Many studies are necessary in order to determine the full

sequence and properties of these antigens. The determination of specifie epitopes and of

adapted delivery system could allows their use in a contraceptive vaccine.
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Introduction

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la prophylaxie de la rage vulpine, zoonose dont

les conséquences sanitaires et économiques sont particulièrement graves sans traitement

approprié (Blancou et al., 1991). Si la prévalence de la maladie a diminué en France depuis

les campagnes de vaccination orale, aboutissant à la reconnaissance de la France comme

territoire indemne de rage (arrêté ministériel du 30 avril 2001), différentes données ont

montré l'utilité d'une méthode de stérilisation dans le cadre d'une situation de ré-émergence

de la maladie.

Une revue des données disponibles en Europe suggère une augmentation des densités

de populations de renards dans plusieurs régions européennes, dont la France (Chautan et al.,

2000). Plusieurs hypothèses permettant d'expliquer cette augmentation ont été émises, parmi

lesquelles les conséquences de l'éradication de la rage sur la survie des renards et les

conséquences des modifications des activités humaines sur la survie et la fécondité animaux

semblent les plus pertinentes (Chautan et al., 2000). Or, l'analyse du suivi de la vaccination

orale du renard montre que 20 à 50% des animaux restent non-immunisés après les

campagnes de vaccination. Si les effectifs des renards sensibles au virus atteignaient un

niveau assez élevé, le virus de la rage pourrait se propager rapidement en cas de ré-émergence

de l'épizootie. De plus, ces fortes densités de renards pourraient faciliter la propagation

d'autres zoonoses dont il est le vecteur, comme l'échinococcose alvéolaire (Gloor et al.,

2001).

D'autre part, des études ont montré qu'il est difficile de vacciner efficacement les

jeunes renards par les méthodes classiques (4% de séroconvertion chez des renardeaux

provenant d'une zone vaccinée par largage de vaccin oral par hélicoptère, Vuillaume et al.,

1997), soit qu'ils aient du mal à accéder aux appâts vaccinaux, soit qu'ils n'aient pas encore

un statut immunitaire leur permettant d'être protégés efficacement. La conséquence est

l'existence d'une population sensible au virus rabique, qui pourrait là aussi être un facteur

favorisant une ré-émergence de la maladie (Figure 1).

Index de
densité des

renards
adultes et

jeunes

Même avec deux campagnes de
vaccination orale par an, il
existerait tous les ans un grand
nombre de renardeaux qui ne
seraient pas protégés contre la
rage et qui pourraient donc
propager la maladie.

Figure 1 : Diagramme théorique de la variation de la population de renards sur une période

de 3 ans et proportion des individus ayant accès aux vaccins oraux anti-rabiques (TC+) et n'y

ayant pas accès (TC-) (Masson et al., 1999).
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Pour prévenir ce risque, plusieurs mesures ont été envisagées, comme une seconde

campagne de vaccination en automne (Masson et al., 1999), le dépôt des appâts vaccinaux au

terrier (Vuillaume et al., 1997), ou la mise au point d'une méthode de stérilisation temporelle

ou totale des renards utilisable par voie orale, permettant de réduire le renouvellement des

effectifs sensibles au virus.

Différentes méthodes de stérilisation de populations d'animaux sauvages sont

envisageables: chirurgicale (vasectomie ou ovariectomie), chimique, honnonale, ou

immunologique. L'immunocontraception contrôle la fertilité en stimulant la production

d'anticorps contre des protéines des gamètes, des hormones de la reproduction ou tout autre

protéine essentielle à la reproduction. Ces anticorps vont interférer avec l'activité

physiologique nonnale de ces agents, provoquant une infertilité (Miller et al., 1998).

L'immunocontraception présente plusieurs avantages. Elle repose sur un processus

naturel, dans le sens où les anticorps sont produits chez l'animal cible, ce qui ne nécessite pas

un traitement répétitif chez l'animal avec des composés synthétiques. Cette méthode est

compatible avec une administration par voie orale, et son action est réversible. De plus, les

stratégies ciblant les antigènes spennatiques peuvent être spécifiques de l'espèce renard, sans

effet sur son comportement social, et en particulier sur ses comportements territorial et de

reproduction, et peuvent être efficaces chez les mâles comme chez les femelles. Ces qualités

rendent cette méthode acceptable par le public, de plus en plus concerné par les questions de

bien-être animal.

Cependant, si d'excellents résultats ont été obtenus sur divers modèles de laboratoire,

prouvant la faisabilité de l'immunocontraception, aucun antigène n'est actuellement

disponible pour le renard. D'une façon plus générale, le concept de l'immunocontraception

doit encore faire ses preuves sur une large échelle. Différentes questions restent à résoudre,

concernant notamment le choix de l'antigène, le choix d'une fonne vaccinale utilisable sur le

terrain et l'étude de l'effet de différents niveaux de stérilisation sur les populations de renards.

Le projet Immunocontraception du renard a été initié en 1996 par la Direction

Générale de l'Alimentation, en collaboration avec l'AFSSA. Il comporte différents aspects,

nécessaires pour répondre aux différentes questions que pose la mise au point d'un vaccin

contraceptif: biologie des populations, maîtrise de la reproduction du renard en captivité,

étude de l'immunologie du renard, choix de la méthode vaccinale et choix de l'antigène.

Dans un premier temps, l'utilité d'un fort taux de stérilisation dans le cadre de la

lutte contre la rage a été démontrée (Suppo et al, 2000). En effet, il peut exister des

phénomènes de compensation comme une augmentation de la fécondité des animaux dominés

lorsque les dominants deviennent stériles, ou une augmentation de la reproduction lorsque les

populations diminuent en raison d'une plus grande disponibilité de nourriture.
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D'autre part, différents outils ont été mis au point pour permettre d'évaluer l'effet

d'un vaccin contraceptif, qu'il s'agisse de la maîtrise de la reproduction du renard en captivité

(Boué et al, 2000) ou du perfectionnement de méthodes de suivi des populations de renards

sauvages.

Concernant le choix de la méthode de vaccination, différents systèmes ont été

évalués (peptide, protéine recombinante, vaccine recombinante, fantômes bactériens). Ces

travaux ont montré la nécessité de mieux connaître l'immunologie humorale et cellulaire du

renard.

Enfin, l'identification d'un ou de plusieurs antigènes spermatiques utilisables pour un

vaccin contraceptif représente une partie intégrante de ce travail. Ce sont ces travaux qui sont

présentés ici.

Page 23



2. Etude bibliographique

Page 24



Etude bibliographique Le spermatozoïde

L'objectif de ce travail était l'identification de protéines spermatiques et leur

évaluation en tant qu'antigène pour un vaccin contraceptif. Nous présenterons dans une

première partie le spermatozoïde, puis dans une seconde partie l'immunocontraception. Sauf

indication contraire, les rappels sur le spermatozoïde se basent sur le spermatozoïde humain,

et les données sur le renard se rapportent à l'espèce Vulpes vulpes.

2.1 : Rappels sur le spermatozoïde

2.1.1 Données anatomiques

2.1.1.1 : Organes reproducteurs mâles

Les spermatozoïdes sont produits dans le testicule, ils subissent une maturation dans

l'épididyme et sont stockés dans la queue de l'épididyme avant l'éjaculation. Pendant

l'éjaculation, les spermatozoïdes et le fluide environnant sont transportés à travers le canal

déférent, mélangés avec les fluides provenant des glandes, pénètrent dans l'urètre par les

canaux éjaculateur et sont finalement évacués. Le renard, comme le chien, ne possède pas de

vésicules séminales, mais il est pourvu d'autres glandes accessoires, comme la prostate, dont

les secrétions se retrouvent dans la plasma séminal (Setchell et al., 1994; Figure 2).

vessie

canal déférent

glandes
de Littré

glande de testicule
Tyson

canal éjaculateur

prostate

glande de Cowper

''S~f-'---épididyme

vessie

canal
déférent

épididyme

ampoule
du canal déférent

testicule

CHIEN

Figure 2 : Glandes annexes présentes chez l'homme et chez le chien (Fournier-Delpech et

Thibault, 1991).

2.1.1.2: Le testicule

Les testicules sont les organes responsables de la gamétogenèse et de la sécrétion

d'hormones de la reproduction. Deux compartiments anatomiquement distincts assurent ces

deux fonctions : les tubules séminireres, qui ont pour fonction de produire les spermatozoïdes,

et le tissu interstitiel. Ce dernier est le tissu qui remplit les espaces entre les tubules: il

contient entre autres les cellules de Leydig, synthétisant la testostérone, les nerfs, et les

vaisseaux nerveux et lymphatiques.
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Les testicules sont revêtus par une capsule fibreuse, l'albuginée. Elle est constituée

de fibres de collagène et renferme, dans le cas du chien, des cellules musculaires lisses.

L'albuginée présente une activité contractile spontanée et rythmique qui contribue à propulser

les spermatozoïdes et le liquide testiculaire hors du testicule. Des projections de l'albuginée

forment des cloisons ou septa qui délimitent des compartiments appelés lobules testiculaires.

Chaque lobule renferme de 1 à 4 tubules séminifères contournés.

L'ensemble des tubules séminifères contournés convergent vers un tubule séminifère

droit qui transporte les spermatozoïdes jusqu'au rete testis. Les spermatozoïdes quittent le

testicule par le canal efférent et pénètrent dans l'épididyme (Dadoune et Demoulin, 1991).

2.1.1.2.1 : Tubes séminifères

Chez l'homme, ces tubules pelotonnés sont nombreux (un millier par testicule),

d'une longueur de 30 cm à 1,5 m et d'un diamètre de 150 à 300 )lm.

Ils sont formés de 2 parties. En périphérie, il existe une membrane basale fibreuse,

riche en collagène, qui est entourée de deux couches de cellules aplaties: une couche

superficielle irriguée par des vaisseaux sanguins et une couche profonde constituée de cellules

myoïdes aplaties qui ont une fonction contractile. La partie intérieure du tubule comprend les

cellules germinales intercalées entre les cellules de Sertoli, qui les nourrissent et les

soutiennent au cours de leur développement. Chez 1'humain, les cellules de Sertoli

représentent 17% du volume testiculaire, et les cellules germinales 32%.

Les cellules de Sertoli achèvent leur multiplication et leur différenciation à la

puberté. Leurs rôles sont multiples: nutrition des cellules germinales, mais aussi cohésion du

tubule, filtration (contrôle le passage d'éléments nutritifs et de déchets cellulaires), nettoyage

de la lumière du tubule (phagocytose des cellules avortives et d'éléments cytoplasmiques

éliminés par les spermatozoïdes), coordination de la spermatogenèse et enfin sécrétion du

liquide tubulaire et de molécules telles que l'AMH et l'ABP.

2.1.1.2.2 : Espaces interstitiels testiculaires

Les espaces compris entre les tubes séminifères sont occupés par un tissu conjonctif

lâche riche en vaisseaux sanguins, permettant le transport des hormones secrétées, et en

vaisseaux lymphatiques. Les cellules de Leydig situées dans cet espace assurent la

biosynthèse des androgènes dont le plus important est la testostérone.

Le développement et la fonction des cellules de Leydig sont sous le contrôle de

1'hormone gonadotrope chorionique pendant la vie fœtale, puis de la LH. La régulation de la

synthèse des androgènes par la LH semble être modulée par de multiples facteurs sécrétés au

sein du testicule par les cellules de Sertoli et les cellules germinales. La sécrétion de ces

facteurs varie au cours de l'ontogenèse, mais aussi selon le stade du cycle spermatogénétique

dans le tubule voisin.

Les structures scrotales sont desservies par des neurofibres sympathiques et

parasympathiques du système nerveux autonome qui suivent l'artère testiculaire le long du
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cordon spermatique. La vasomotricité des cellules musculaires lisses de la gaine péritubulaire

est contrôlée par des terminaisons adrénergiques. Des terminaisons cholinergiques ont aussi

été mises en évidence dans le testicule. Chez le chien, trois types de récepteurs sensoriels ont

été montrés au niveau testiculaire : des mécanorécepteurs, des récepteurs chimiques et des

thermorécepteurs. Des fibres afférentes sensitives transmettent des influx associés aux

traumatismes testiculaires (Boué et Chaffaux, 1998).

2.1.1.3 : La barrière hémato-testiculaire

2.1.1.3.1 : Structure

L'épithélium séminifère du testicule contient deux types de cellules: les cellules

germinales et les cellules de Sertoli (Figure 3). Celles-ci sont les seules à s'étendre de la base

à l'apex de l'épithélium et sont engagées dans de nombreuses interactions cellulaires avec les

autres cellules de Sertoli et les cellules germinales. Des études en microscopie électronique

ont montré l'existence de jonctions cellulaires sur les trois côtés de ces cellules: des

hémidesmosomes sur la membrane basale, et des jonctions de type adherans, gap, tight et

occlurans sur les membranes latérales et apicales, situées respectivement au-dessous et au­

dessus de la barrière hémato-testiculaire (Pelletier, 1998).

Figure 3 : Schéma de l'ultrastructure d'une cellule de Sertoli (Dadoune et Demoulin, 1991).

Celle-ci est constituée des jonctions occlurans continues, associées dans une zone

entourant les corps cellulaires, nommée occlusing zonule. Cette zone est imperméable à

l'entrée des traceurs: elle sépare les fluides apicaux et basolatéraux, ce qui permet

l'établissement de gradients nécessaires aux transports actifs. Elle est donc imperméable aux

lymphocytes et aux anticorps. Cette barrière étant située à la hauteur du tiers basal des cellules
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de Sertoli, les spennatogonies et les spennatocytes au stade leptotène et zygotène se

retrouvent dans le compartiment basal.

Cette barrière devient fonctionnelle à la puberté, au moment de la fonnation de la

lumière des tubules, et en même temps que l'apparition de spennatocytes du stade zygotène.

Ceux-ci sont donc séparés du système immunitaire. Cette barrière se maintient lorsque les

cellules genninales migrent vers la lumière du tubule, pendant leur maturation. Si les

mécanismes pennettant le passage des cellules et le maintien de l'impennéabilité sont encore

discutés, certaines protéines spennatiques de la famille des ADAM (A Disintegrin And

Metalloprotease) pourraient intervenir (Zhu et al., 1999).

La spennatogenèse n'est apparement pas affectée par les anticorps anti­

spennatozoïdes (Meinertz, 1992).

2.1.1.3.2 : Barrière hémato-épididymaire et hémato-vas déférent

La barrière hémato-testiculaire est prolongée par une barrière hémato-épididymaire

puis par la barrière hémato-vas déférent. Des études en microscopie électronique ont montré

que ces barrières possédaient moins de jonctions occlurans que la barrière hémato­

testiculaire. Cependant des travaux avec des traceurs de pennéabilité (nitrate de lanthanum)

ont montré qu'elles étaient tout aussi imperméables, même s'il existe des variations selon

l'âge et le segment de l'épididyme (Levy et Robaire, 1999). Par rapport à la barrière hémato­

testiculaire, leur développement est asynchrone, puisqu'elles se mettent en place plus tôt. Leur

fonctionnement est également asynchrone. Ainsi, chez le vison, qui est caractérisé par un

phénomène de régression testiculaire en-dehors de la saison de reproduction, la barrière

hémato-testiculaire devient perméable lors de la régression testiculaire, tandis que les

barrières hémato-épididymaire et hémato-vas déférent conservent leur impennéabilité

(Pelletier, 1998).

2.1.1.3.3 : Barrière immunologique

Les cellules germinales contiennent des antigènes qui sont exprimés à la puberté. Ces

antigènes sont tolérés tant qu'ils restent in situ, mais des auto-anticorps sont générés s'ils

entrent en contact avec le système immunitaire au niveau d'autres sites (expérience

d'immunisation par exemple). Ainsi, chez le vison, la régression testiculaire saisonnière

provoque une augmentation de 85% du taux d'anticorps anti-spennatozoïdes, mais très peu

d'orchitis autoimmune ou d'infiltration de lymphocytes ont été observés. Cette donnée

soutient 1'hypothèse que non seulement les cellules de Sertoli ont un rôle dans la séquestration

des antigènes, mais qu'elles ont également une action immunosuppresive. Il a en effet été

montré que certains auto-antigènes, situés sous la barrière hémato-testiculaire, sont

accessibles pour les auto-anticorps, et peuvent réagir avec des lymphocytes T et B. Les

lymphocytes T expriment à haut niveau le récepteur Fas, qui induit l'apoptose des

lymphocytes et des thymocytes lorsqu'il est activé par son ligand ou par un anticorps anti-Fas.

Or, il a été montré que les cellules de Sertoli expriment le ligand Fas, provoquant ainsi
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l'apoptose des lymphocytes. Ce mécanisme limite ainsi l'accès des immunoglobulines et des

lymphocytes aux antigènes intra-testiculaires.

D'autres mécanismes immuno-suppresseurs ont été mis en évidence. Il a été montré

que dans les cellules épithéliales du rete testis, il existe une forte production de

prostaglandines par les prostaglandine-H2-synthases, induisant un chimiotactisme des cellules

suppressives de lymphocytes T. La présence de ces cellules a également été mise en évidence

dans le tissu sub-épithelial de l'épididyme. Enfin, le niveau des interleukines-6, qui jouent un

rôle dans la croissance et la différenciation des lymphocytes B, est faible dans le plasma

séminal d'hommes fertiles (Luckas et al., 1998).

2.1.2 La spermatogenèse

2.1.2.1 : Di(férenciation du spermatozoïde

La spermatogenèse est composée d'une succession d'étapes correspondant à des

modifications cytoplasmiques et nucléaires (Figure 4). Elle se déroule de la même façon chez

le renard roux (Vulpes vulpes) que chez le renard bleu (Alapex lagopus ) et chez le chien, mis

à part la durée de certains stades du cyle de production (Andersen-Berg et al., 1998). La

spermatogenèse se déroule de façon continue dans les tubules séminifères du testicule, à partir

de la puberté, mais la mise en place de la lignée germinale démarre dès le développement

embryonnaire (Dadoune et Demoulin, 1991).

Elle débute par une phase de multiplication des cellules souches, les spermatogonies,

qui se déroule pendant plusieurs périodes: embryonnaire et fœtale (divisions très rapides),

juvénile (ralentissement des divisions) et après la puberté (les divisions sont de nouveau plus

rapides). Les spermatogonies sont disposées à la périphérie des tubes séminifères, entre les

cellules de Sertoli. On en distingue plusieurs types, trois chez l'Homme (A sombre, A pâle, B)

issues de divisions mitotiques. Elles sont connectées par des ponts intercellulaires de sorte

qu'un groupe de cellules de même génération évolue de façon synchrone.

Les spermatogonies de type B subissent un accroissement cytoplasmique et une

différenciation en spermatocytes 1. Au terme de cette phase d'accroissement, l'ADN va se

dupliquer, et les spermatocytes vont rentrer en phase S pré-méiotique.

La phase de maturation, ou méiose, commence par la division réductionnelle qui fait

que chaque spermatocyte 1 diploïde va donner deux spermatocytes II haploïdes. Cette division

se poursuit par la deuxième division méiotique, ou division équationnelle, qui donne deux

spermatides pour chaque spematocyte II. Le stade spermatide marque la fin des divisions

cellulaires. Les spermatides sont généralement tous différents les uns des autres, ayant subi

des crossing-over.
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Figure 4 : Schéma récapitulatif de l'évolution de la lignée germinale mâle chez le renard bleu

Alopex lagopus (Andersen, 1978).

La phase de cytodifférenciation, ou spermiogenèse, est composée de modifications

cytoplasmiques et nucléaires faisant passer les cellules d'un état dépendant et immobile à un

état autonome et mobile. L'appareil de Golgi du spermatide, situé entre le noyau et la région

apicale de la cellule, sécrète un grand nombre de vésicules golgiennes qui fusionnent pour

constituer la vacuole proacrosomique. Cette énorme vésicule va progressivement coiffer le

noyau, aux deux tiers de sa surface, et va donner l'acrosome. Pour cela, des modifications

membranaires auront lieu (accolement des membranes, disparition des pores nucléaires), ainsi

que la sécrétion d'enzymes: acrosine, hyaluronidase, neurominidase, phosphatase acide,

corona penetrating enzyme et d'autres enzymes protéolitiques. Les deux centrioles vont se

séparer et se placer du côté opposé à l'acrosome. Le centriole proximal va rester proche du

noyau, alors que le centriole distal va se placer plus en périphérie pour organiser la

différenciation du flagelle, en donnant naissance aux microtubules du complexe axonémal.

Ceci permettra la rotation du spermatide dans sa logette, de telle façon que le flagelle soit

dans la lumière du tubule. Le cytoplasme va s'écouler en arrière de la cellule entraînant

l'appareil de Golgi et les mitochondries. Celles-ci vont se disposer en spirale, entre le

centriole distal et l'anneau de Jensen, déterminant la pièce intermédiaire du spermatozoïde. A

cette hauteur, une hernie cytoplasmique va se former. Le noyau va changer de morphologie,
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devenant de plus en plus ovale. Il y aura disparition des pores nucléaires au contact de la

membrane interne de l'acrosome. Le noyau va se déshydrater progressivement et la

chromatine va se condenser jusqu'à représenter 85% du noyau. Cette condensation se fait par

un changement d'histones: les histones normales riches en lysine vont être remplacées par

des spermhistones riches en arginine. D'autres protéines nucléaires de type kératinoïde et

riches en cystine interviendraient dans la protection de l'ADN.

2.1.2.2: Mécanismes de contrôle de la spermiogenèse

La spermiogenèse est régulée par des hormones de l'axe hypothalamo-hypophysaire

et par des hormones gonadiques (Figure 5). Durant l'enfance, les hormones hypophysaires, le

FSH et la LH, sont secrétées à un taux bas. A la puberté, la sécrétion de ces hormones sera

activée par des facteurs hypothalamiques, la GnRH. Ces sécrétions permettront la production

de FSH et de LH à une forte concentration dans le sang. La LH va stimuler la production de

testostérone par les cellules de Leydig tandis que la FSH augmente la production de

spermatozoïdes en agissant sur les tubules séminifères, en stimulant notamment les cellules de

Sertoli qui sécrètent l'ABP (androgen binding protein). Celle-ci se lie à la testostérone ce qui

permet le maintien d'une concentration élevée de cette hormone dans les tubules séminifères.

Le complexe ABP-testostérone agit sur les cellules germinales.

L'hypothalamus et l'adénohypophyse subissent l'action inhibitrice de la testostérone

(cellule de Leydig) et de l'inhibine (cellule de Sertoli).

Chez de nombreuses espèces de mammifères, les concentrations hormonales suivent

un cycle annuel en fonction de la saison de reproduction, ce qui est par exemple le cas chez

certains carnivores sauvages comme le renard (Lefebvre et al., 1999). Chez le renard, la

concentration plasmatique de LH et de FSH augmente fin novembre (en Europe) et atteint un

maximum fin décembre, juste avant la saisn de reproduction, puis diminue. La LH atteint

également un pic secondaire en juin, tandis que le taux de FSH reste bas. Le taux de

testostérone augmente également en novembre et en décembre, et moure un second pic en juin

(Maurel et al., 1984; Forsberg et al., 1989; Andersen Berg et al., 2001).

Chez le renard, les taux d'hormones plasmatiques peuvent également varier suivant

les interactions sociales. Par exemple, pendant la saison de reproduction, les mâles d'élevage

réagissent à l'introduction des femelles dans leur cage par une augmentation des taux

plasmatiques de testostérone et d'oestradiol si la femelle est en anoestrus, tandis que le taux

de ces hormones ne varie pas lorsqu'ils rencontrent une femelle réceptive (Osadchuk, 1996).

Une conséquence pratique de ce phénomène est qu'il n'est pas possible d'élever des mâles et

des femelles dans les mêmes cages lorsque les femelles sont en anoestrus, en raison de

l'agressivité des mâles.
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Figure 5 : Régulation hormonale de la fonction testiculaire (d'après Dadoune et Desmoulin,

1991).

2.1.3 Le spermatozoïde

2.1.3.1 : Aspect morphologique

Le spermatozoïde est constitué de trois parties: la tête, le col et le flagelle (Dadoune

et Demoulin, 1991 ; Figures 6 et 7).

Chez le renard, la tête est en forme de raquette, ovale vue de face et aplatie vue de

profil. A son extrémité apicale, le noyau est coiffé par l'acrosome dont on distingue, tant sur

le plan morphologique que fonctionnel, les segments antérieur, équatorial et postérieur.

L'acrosome est assimilé à un granule de sécrétion, il est limité par une membrane et contient

des enzymes hydrolitiques.

Le col est une région complexe, où l'on retrouve la lame basale, mince couche

amorphe dense aux électrons, ainsi que la pièce connective et ses colonnes segmentées qui

abritent le centriole distal et qui sont doublées, sur leur face interne, par neuf fibres denses

rigides et non contractiles. L'axonème central est constitué de deux microtubules isolés,

entourés de 9 doublets de microtubules.

Le flagelle est constitué de trois parties. La pièce intermédiaire, qui poursuit le col,

est caractérisée par la présence d'un ensemble de fibrilles de types différents: au centre, une
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paire de microtubules entourée de 9 paires de microtubules et, plus extérieurement, de 9

paires de fibres denses. Les microtubules constituent l'axonème, elles sont constituées de

protéines contractiles: tubuline, dynéine, nexine. Ces structures sont entourées de

mitochondries allongées qui forment une gaine en hélice, grâce notamment à une protéine

spécifique de la membrane externe des mitochondries du spermatozoïde, la SMCP (Herr et

al., 1999). Cette pièce intermédiaire se finit au niveau de l'annulus, qui correspond à la

terminaison du manchon mitochondrial. Le flagelle se poursuit par la pièce principale

contenant une gaine fibreuse protéique hélicoïdale (composée d'une dizaine de protéines

principales et de 15 protéines mineures, Petersen et al., 1999) ainsi que l'axonème.

Progressivement, les fibres denses, la gaine fibreuse ainsi que les paires de microfibrilles vont

disparaître, donnant la pièce terminale.

Ces caractéristiques morphologiques correspondent à des zones moléculaires

spécifiques, intervenant à différents moments de l'interaction gamétique qui sera détaillée

plus loin.

Figure 6 : Morphologie du spermatozoïde de renard observé en microscopie électronique à

balayage (photos: Pr Foliguet / Verdier).

a : tête; b : col; c : flagelle; d : région post-acrosomale ; e : segment équatorial; f: segment

principal (antérieur) de la tête; g : segment apical.

Le spermatozoïde est largué dans la lumière du tube séminal lors de la spermiation,

par contraction des microfilaments apicaux des cellules de Sertoli. A ce moment, il n'est ni

mobile, ni fécondant. Etant dépourvu d'organites cellulaires permettant la synthèse protéique

(appareil de Golgi, Reticulum Endoplasmique Granuleux, ... ), il survit grâce au milieu dans

lequel il se trouve.
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Figure 7 : Schéma d'un spermatozoïde de renard et localisation possible des plans de coupes

d'observations réalisées en microscopie électronique en transmission dans la région de la tête

(A), du col (B) et du flagelle (C-D) (photos: Pr Foliguet / Verdier).

2.1.3.2: Maturation du spermatozoïde

Au cours de son transit dans l'épididyme, le spermatozoïde va subir un processus de

maturation correspondant à des modifications cellulaires et moléculaires, lui permettant de

devenir mobile et fécondant.

Les transformations cellulaires correspondent à la fin de la différenciation du

spermatozoïde: les mitochondries achèvent de se disposer en hélice, la chromatine finit de se

condenser et la gouttelette cytoplasmique, présente chez le renard, est éliminée. Parallèlement,

la perméabilité membranaire est modifiée, notamment par un changement du rapport

cholesterol/phospholipides, pour modifier sa stabilité. Les protéines épididymaires

interagissent avec la surface du spermatozoïde, en étant incorporées à la membrane

plasmique, en modifiant des résidus déjà présent, ou en agissant en tant que facteur capacitant.

Ainsi, la protéine P34H se fixe sur le spermatozoïde et a un rôle dans l'acquisition du pouvoir

fécondant (Boué et al., 1994). D'autres protéines interviennent en ayant une action

enzymatique, en régulant les niveaux calciques et en protégeant le spermatozoïde (Bedford,

1983). Par exemple, la protéine épididymaire GPX5 se lie au spermatozoïde, notamment au

niveau de l'acrosome (Vernet et al., 1997). Cette glutathione péroxydase a une action

antioxidante importante dans la maturation des spermatozoïdes (Schwaab et al., 1998).

La mobilité apparaît au cours du transit dans l'épididyme, à partir du corps. Elle est

liée à la fixation de protéines secrétées par la tête épididymaire (Serres et Kann, 1984) et à la

présence de fructose dans les secrétions épididymaires, fournissant aux spermatozoïdes

l'énergie permettant le battement des flagelles.
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2.1.3.3 : Biologie du spermatozoïde

2.1.3.3.1 : Mobilité

Le spermatozoïde

La mobilité est une caractéristique essentielle pour les spermatozoïdes, puisqu'elle

permet la pénétration dans le mucus cervical, la remontée utérine et tubaire jusqu'au lieu de la

fécondation, et enfin la traversée des enveloppes périovocytaires.

Ce mouvement est caractérisé par une onde flagellaire qui induit une rotation de 1800

de la tête. A partir du mi-flagelle, une onde inverse est observée. Le flagelle est orienté (les

mouvements sont toujours du même côté) en raison des structures périaxonémales. Le

mouvement a pour origine un glissement des microtubules par action des bras de dynéine. Les

liens de nexine et les ponts radiaires interviennent dans la courbure du flagelle. Ce

mouvement serait initié et maintenu par la phosphorylation de protéines du flagelle par

l'intermédiaire de l'AMPc. Différentes protéines ont été identifiées sur la gaine fibreuse, en

particulier AKAP82 et de son précurseur, pro-AKAP82 (Turner et al., 1999), AKAP3 et

AKAP4 (Turner et al., 2001). Le rôle dans la mobilité la protéine FSP95 qui pourrait être

présente sur la gaine fibreuse n'est pas démontré (MandaI et al., 1999), d'autant plus que cette

protéine présente une homologie importante avec la protéine SOB1 qui serait impliquée dans

l'interaction avec l'ovocyte (Lefèvre et al., 1999).

Différents paramètres permettent de décrire le mouvement du spermatozoïde (Figure

8): la vitesse progressive (VSL), la vitesse curvilinéaire (VCL), la linéarité (LIN),

l'amplitude du battement (ALH) et la vitesse moyenne (VAP).

15 a

15

Amplitude de battement
Vitesse curvilinéaire
Vitesse progressive
Linéarité
Vitesse moyenne

(ALH)

(VeL)

(VSL)
(LIN)

(VAP)

= c
= a/Llt
= b/Llt
= b/a
=(a+b)/2 Llt=

1,2 ±0,7 llm
58 ±31 llm/s
50 ±33 llm/s
80 ±21 %
54 ±31 llm/s

Figure 8 : Schéma du déplacement du spermatozoïde et définition des différents paramètres

de la vitesse. Exemple de valeurs obtenues chez un renard (316 trajectoires analysées 2h après

le prélèvement).

Ces mouvements ne sont pas constants à travers tout le tractus génita1. Ils

commencent dans la queue de l'épididyme, sont progressifs dans le liquide séminal,

rectilignes dans le mucus cervical, et hyperactivés dans la cavité utérine. Ils subissent une
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régulation mécanique (viscosité du milieu), mais également chimique (1'ATP et l'AMPc

permettent l'initiation du mouvement, le calcium joue sur l'amplitude du mouvement, le pH,

le bicarbonate et le fructose interviennent également). Les mouvements des spermatozoïdes

peuvent être affectés par la présence d'anticorps anti-spermatozoïdes, en particulier

l'amplitude latérale (ALH) et de la vitesse de progression (VSL) (De Almeida et al., 1991).

2.1.3.3.2 : Production

L'éjaculat de renard est composé de 3 fractions séparées. La première et la dernière

fraction correspondent à des sécrétions prostatique, tandis que la seconde est riche en

spermatozoïdes. Les caractéristiques de l'éjaculat du renard et d'autres carnivores sont

présentées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Caractéristiques de l'éjaculat du renard et d'autres carnivores.

Canis Canis Vulpes vulpes
familiaris rufus

England et Koeler et Jalkanen, Osadchuk, 1999 Boué et
Allen, al., 1998 1993 al., 2000
1989

Condition de 15 adultes, 161 adultes 3 adultes 26 jeunes 13 adultes
prélèvement par électro- sélectionnés

éjaculation pour la
reproduction

Volume (ml) 3mL 0,93 mL 0,7 mL 1,3 mL 1 mL

Spermatozoïdes
- concentration 3 1,3 3,22 3, 1,6 0,8
(x108/mL)
- % mobiles 89% 70% 86% 90% 70% 70%
- % normaux 89% 65% 87% 91% 83% 67%

2.1.3.3.3 : Formes anormales

Les anomalies des spermatozoïdes sont très variées : morphologiques (biflagellées,

bicéphales, acéphales, microcéphales, ...), anomalies de vitalité, anomalies génétiques

(diploïdie, présence d'un chromosome sur-numéraire ou absence d'un chromosome). Il

existerait moins de formes anormales chez le renard que chez l'humain (Jalkanen, 1993), ce

que nous avons également observé par des observations en microscopie électronique (Figure

9).
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Figure 9: Exemples de formes anormales de spermatozoïdes de renard observées en

microscopie électronique. A : déplacement de la pièce intermédiaire observé en microscopie

électronique à balayage. B : biflagellé observé en microscopie électronique à transmission

(Photos: Pro Foliguet / Verdier).

2.1.4 La fécondation

2.1.4.1 : Capacitation

Les spermatozoïdes fraîchement éjaculés ne sont pas fécondants, malgré leur

apparente maturité structurelle et leur mobilité. Ils devront subir de nouvelles modifications

au niveau de la membrane, de la mobilité et du métabolisme, ce qui leur permettra d'acquérir

un mouvement caractéristique, ainsi qu'une fluidité membranaire permettant la fécondation,

et d'exposer les sites de reconnaissance de la zone pellucide. Ces modifications ont lieu dans

les voies génitales femelles.

Pour permettre les remaniements membranaires, des composants d'origine

épididymaire ou provenant des glandes annexes, fixés sur le spermatozoïde de façon non

covalente, sont relargués. D'autres protéines épididymaires subissent des changements de

masse moléculaire, probablement par perte de résidus glucidiques (Esbenhade et Clegg,

1980). Par ailleurs, des remaniements des protéines de la membrane plasmique entraînent la

formation de zones dépourvues de protéines qui ont une capacité fusiogène élevée (Friend et

al., 1977). La modification du rapport cholestérol/phospholipides induit une plus grande

perméabilité aux ions Ca2
+ et modifie la fluidité membranaire, ce qui favorise la diffusion

latérale des protéines membranaires (Singh et al., 1978).

Cette étape de capacitation est réalisable in vitro et semble réversible (Oliphant

1976). Elle est complétée par la réaction acrosomique (pour revue, voir Lucas et al., 1996).

2.1.4.2: Traversée du Cumulus oophorus

Le cumulus oophorus qui entoure l'ovocyte est constituée de cellules de la granulosa

et d'une matrice riche en acide hyaluronique. Seuls les spermatozoïdes capacités mais avec
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des acrosomes intacts pourront le traverser. Des hyaluronidases présentes sur la membrane

externe du spermatozoïde, telle que la PH-20 identifiée chez le cobaye (Lin et al., 1994),

pourraient faciliter cette traversée. Il faut noter que cette protéine PH-20 a également été

décrite chez le renard (ten Have et al., 1998).

2.1.4.3 : Liaison à la Zone Pellucide

La zone pellucide est une matrice riche en glycoprotéines qui entoure l'ovocyte. Elle

est constituée de trois glycoprotéines, 2Pl, ZP2 et ZP3, dont la partie peptidique présente de

grandes analogies entre les espèces (Zhu et Naz, 1999, Kalaydjiev et al., 2000). Cependant, la

partie glycosylée présente de nombreuses variations qui pourraient avoir un rôle de barrière

évitant les fécondations hétérospécifiques (Skutelsky et al., 1994). En effet, la reconnaissance

des spermatozoïdes et leur attachement primaire à la zone pellucide est principalement

assurée par la partie glycosylée de la ZP3 (Oehninger, 2001).

::,

A ZP binding ,s:eo1 J.

::,

- .
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B Acrosome reac:!o!"': Îste~ 2)
,]fld ZP pene!ration fs:ep 3,

Figure 10 : Représentations schématiques des dernières étapes de la fécondation (Snell et

White, 1993). A: liaison à la zone pellucide. B : réaction acrosomique et pénétration de la

zone pellucide. C : liaison à la membrane plasmique de l'ovocyte. D : fusion et initiation de la

réaction corticale.

Au niveau du spermatozoïde, la reconnaissance et l'adhésion à la zone pellucide sont

assurées par des protéines situées sur la membrane plasmique qui recouvre l'acrosome (Figure

10-A). Plusieurs protéines ont été décrites dans différentes espèces comme se liant à la zone

pellucide. Chez la souris, différentes protéines ont été proposées: la pl-4 galactosyl­

transférase semble impliquée dans les processus de reconnaissance et d'adhésion à la zone

pellucide (Miller et al., 1992; Gong et al., 1995); la tyrosine-kinase P95 (Leyton et Saling,

1989) et la sp56, qui se comporte comme une lectine, pourraient jouer un rôle de récepteur de

ZP3 (Bleil et Wassarman, 1990). D'autres protéines situées sur la région acrosomique, la PH-
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20 chez le cobaye (Primakoff et al., 1985) et la P26h chez le hamster (Bérudé et Sullivan,

1994) semblent être impliquées dans la liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide, ainsi

que d'autres protéines, parmi lesquelles la P34H, l'homologue humain de la P26h (Boué et

Sullivan, 1996) ; une famille de protéines de faible poids moléculaire, les RSA (D'Rand et al.,

1988); la proacrosine, la sp38, la sp56, les spermadhésines (AQN-l, AQN-3, AWN:

Veselsky et al., 1999), les zonadhesines, la protéine ZRK (pour revue, voir McLeskey et al.,

1998; Brewis et Wong, 1999).

Actuellement, on ne sait pas si ce nombre important de protéines candidates à la

fonction de récepteur est lié à des variations interspécifiques, à un mécanisme de liaison et de

traversée de la ZP faisant intervenir de multiples protéines, ou à une combinaison de ces deux

possibilités (Snell et White, 1996).

2.1.4.4 : Réaction acrosomique

La réaction acrosomique est un phénomène d'exocytose caractérisée par la fusion

progressive de la membrane plasmique et de la membrane acrosomique externe du

spermatozoïde, suite à un influx de Ca2
+ (Yanagimashi 1994; Florman 1994; Figures lO-B et

Figure 11), sous l'action de progestérone secrétée par les cellules du cumulus oophorus. La

progestérone agit par l'intermédiaire d'un récepteur situé sur la membrane plasmique du

spermatozoïde (identifié chez le chien, Sirivaidyapong et al., 1999), qui est exosé

graduellement pendant la capacitation (pour revue, Lucas et al., 1996). Elle permet la

libération des enzymes acrosomiales qui digèrent et rendent plus facile la pénétration de la

ZP. Elle est provoquée par une agrégation suivie d'une auto-phosphorylation des récepteurs

plasmatiques, suite à leur liaison avec ZP3.

Figure 11 : Schéma de la réaction acrosomique (à gauche, d'après Yanagimachi, 1994) et

observation en microscopie électronique en transmission chez le renard (à droite, photo Pr.

Foliguet / Verdier) .

1 : membrane plasmique ; 2 : acrosome ; 3 : noyau ; 4 : segment équatorial ; 5 : points de

fusion; 6 : membrane acrosomique interne.
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Le spermatozoïde ayant fait sa réaction acrosomique expose sa membrane

acrosomique interne, et une liaison s'établit entre cette membrane et les chaînes

saccharidiques de ZP2, qui jouent un rôle de second ligand (Bleil et al., 1988). Chez

l'homme, c'est probablement la proacrosine, une protéase spermatique, qui est impliquée dans

cette liaison secondaire, mais là aussi d'autres protéines ont été proposées: la SP10 chez

l'humain (Coonrod et al., 1996), la PH-20 chez le cobaye (Hunnicut et al., 1996). Le

spermatozoïde pénètre la ZP en utilisant l'action combinée d'une protéolyse limitée et de sa

propre mobilité (pour revue, voir McLeskey et al., 1998). Il faut noter que l'homologue de la

SPI0 a été identifié chez le renard (Beaton et al., 1995).

2.1.4.5 : Liaison à la membrane ovocytaire et fusion

Après la traversée de la ZP, le spermatozoïde entre en contact avec la membrane

plasmique de l'ovocyte avec laquelle il se lie et fusionne (Figure 10-C). La fusion est initiée

dans la région du segment équatorial: la membrane plasmique est intégrée à celle de

l'ovocyte et la membrane acrosomique interne est intégrée dans l'ovocyte en même temps que

le noyau du spermatozoïde (Figure 10-D).

Le mécanisme de fusion entre le spermatozoïde et l'ovocyte s'apparente à celui de la

fusion virale. Des protéines spermatiques, telles que le fertiline (décrite chez le cobaye

comme PH30, Primakoff et al., 1987) possèdent une double fonction d'adhésion et de fusion.

D'autres protéines pourraient être engagées dans ces processus sans posséder cette double

fonction. Ainsi, la fibronectine (Hoshi et al., 1994) et la FLBI (Boué et al., 1995) seraient

impliquées dans la liaison à l'ovocyte. A l'inverse, la protéine DE, protéine épididymaire de

rat, jouerait un rôle dans la fusion avec l'ovocyte (Perez Martinez et al., 1995 ; Ellerman et

al., 1998).

2.2 : L'immunocontraception

2.2.1 Qu'est-ce que l'immunocontraception ?

2.2.1.1/Définition

Les vaccins contraceptifs contrôlent la fertilité en stimulant la production d'anticorps

dirigés contre des molécules des gamètes, des hormones de la reproduction, ou d'autres

protéines essentielles à la reproduction. Les anticorps interfèrent avec l'activité physiologique

normale de ces agents, induisant une infertilité. Cette approche repose sur un processus

naturel, dans le sens où les anticorps induits chez l'animal cible inhibent la reproduction sans

nécessiter un traitement constant ou répétitif de l'animal avec un composé synthétique. Le

traitement initial est réversible, son efficacité initiale étant de un à trois ans selon l'antigène,

le modèle utilisé et la voie d'administration (Miller et al., 1998).
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Ces méthodes présentent différents avantages (Diekman et Rerr, 1997) :

elles ne font pas appel à des agents pharmaceutiques actifs;

elles sont facilement administrables, en particulier par voie orale, et ne

nécessitent pas de fortes fréquences d'administration;

suivant l'antigène utilisé, elles peuvent être hautement spécifiques d'espèces: des

effets souche-spécifiques ont même été obtenus chez la souris (Lea et al., 1998­

a) ;

elles présentent peu d'effets secondaires par rapport aux traitements chimiques,

en particulier sur les organes, sur le sex-ratio des jeunes et sur le comportement

social des animaux (Nettles, 1997).

En raison de leurs avantages, ces vaccins sont étudiés en vue de différentes

applications. Si la mise au point d'un vaccin contraceptif utilisable chez l'homme est très

attractive (Primakoff 1994), cette stratégie est également étudiée pour la gestion des

populations de différentes espèces sauvages pouvant poser des problèmes, telles que le cheval

(Kirkpatrik et al., 1997), l'éléphant (Fayrer-Rosken et al., 2000-b), l'écureuil gris (Moore et

al., 1997), le chat (Jewgenow et al., 2000), le chien (Barber et Fayrer-Rosken, 2000-a), le

coyote (Miller et al., 1998), le phoque (Brown et al., 1997), l'élan (Garrott et al., 1998), le

lapin (Rolland et al., 1997), la gazelle (Kirkpatrick et al., 1997), l'opossum (Sarre et al.,

2000) et le renard (Bradley et al., 1997 ; Figure 12).

Le renard:

Taxonomie:
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Teleostomi; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Carnivora; Fissipedia; Canidae; Vulpes vulpes.

Morphologie:
longueur tête-corps: 50 d 90 cm ; queue: 30 d 50 cm ; poids: 4-10 kg.
pelage généralement roux-brun, coloration variable

Milieux fréquentés: très divers: plaines cultivés, landes découvertes, dunes,
forêts, zones urbaines...
Régime alimentaire: petits rongeurs, lapins, lièvres, insectes, lombrics, oiseaux, oeufs,
charognes, ordures, fruits

En France, les renards s'accouplent en hiver. Les femelles ont un seul oestrus par saison, d'une durée de 2-3 jours.
L'ovulation est spontannée et a lieu au début de l'oestrus, 1jour après le pic de LH. 3 d 6 petits, parfois plus, naissent
après une gestation de 52±3 jours, et la période de lactation est de 8 semaines.
Le renard est surtout nocturne et crépusculaire, et chasse seul. Vecteur de la rage en Europe, il peut également
participer d la transmission d'autres malaies (échinococcose alvéolaire). En Australie, son activité prédatrice sur les
espèces indigènes le fait considérer comme un animal nuisible.

.---- .._-- - .. _--- ------------'

Figure 12 : Données générales sur le renard (d'après Farstad, 1998).

2.2.1.2/ Rappels sur le système immunitaire

2.1.2.1 : Le Soi immunitaire

Le système immunitaire néo-natal développe une reconnaissance des protéines et des

hormones du Soi, et ne produit pas d'anticorps contre ces molécules. Cette reconnaissance du
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Soi est vitale, puisqu'elle permet la reconnaissance, et donc la protection, contre les agents

infectieux. Cependant, des auto-anticorps se forment parfois, provoquant des processus

anormaux et destructeurs, impliqués dans des maladies telles que les scléroses et différentes

formes d'arthrites.

Le système immunitaire dans son ensemble doit pouvoir distinguer ce qui fait partie

du Soi et ce qui fait partie du Non-soi. Lorsque le système immunitaire détecte une substance

étrangère, il va attaquer cette substance avec des anticorps déjà présents ou de nouveaux

anticorps. Cependant, si cette substance étrangère est reconnue comme étant sans danger, le

système immunitaire peut ne pas répondre, en raison d'une tolérance développée lors des

expositions précédentes. La tolérance peut se développer contre du matériel étranger en

quantités minimes, ou au contraire en présence de matériel en grande quantité, comme les

protéines contenues dans la nourriture. Ainsi, dans l'intestin grêle, il existe un groupe de

cellules lymphoïdes, les plaques de Peyer, dont le rôle est d'échantillonner les micro­

organismes et les protéines contenues dans la nourriture lorsqu'elles passent à travers le

système digestif. Mobiliser ces cellules immunitaires ou des structures similaires contenues

dans le pharynx peut être une clé de l'efficacité d'un vaccin immunocontraceptif délivré par

voie orale (Miller et al., 1998).

Les vaccins contraceptifs sont dirigés contre des antigènes faisant partie du Soi,

envers lesquels le système immunitaire est normalement tolérant. Pour que ces antigènes

soient reconnus comme faisant partie du Non-Soi, ils sont couplés à des protéines étrangères à

l'animal. En reconnaissant ces protéines étrangères, l'organisme va produire des anticorps

dirigés contre ses propres protéines ou hormones essentielles pour la reproduction.

L'induction de cette réponse immunitaire est la clé de l'immunocontraception. Cependant, la

reconnaissance de ces molécules comme faisant partie du Non-Soi peut être insuffisante pour

permettre l'établissement d'une réponse immunitaire efficace (Pennisi, 1996). Différentes

stratégies sont envisageables pour contourner ce problème, notamment le couplage à des

protéines heat-shock (qui sont des marqueurs de détresse cellulaire), le choix d'un vecteur

vivant (Salmonella par exemple), ou encore le choix des antigènes et des épitopes les plus

antigéniques.

2.1.2.2: Les immunoglobulines

Une immunostérilisation va impliquer l'immunité cellulaire et humorale. Les

différents idiotypes d'immunoglobulines présentent des affinités et des caractéristiques de

liaison différentes. Les IgA sont habituellement impliquées dans l'immunité des muqueuses

(sécrétions séminales et cervico-vaginales), et les IgE jouent un rôle dans l'hypersensibilité

immédiate et l'immunité anti-helminthes. Les IgM et les IgG reconnaissent les antigènes

protéiques, mais ont également une bonne affinité pour les glycoprotéines.

Les IgG présents dans la circulation systémique jouent différents rôles: activation du

système du complément, augmentation de la phagocytose par opsonisation, et déclenchement

de la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendant des anticorps. D'un point de vue humoral,
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les IgM interviennent dans la réponse immédiate, tandis que les IgG sont impliquées dans la

réponse immunitaire à long terme (Barber et Fayrer-Hosken, 2000-b).

2.1.2.3 : L'immunité locale

Le système immunitaire (SI) est composé du système périphérique systémique, et du

système local mucosal. Les tissus lymphoïdes du SI systémique sont responsables des types

d'anticorps retrouvés dans la circulation sanguine. Quand un antigène entre en contact avec le

SI, sa composante systémique est impliquée dans la neutralisation de cet antigène. Après un

certain temps, des anticorps sont produits par les cellules-B activées, Ce temps diminue, et

l'amplitude de la réponse augmente, lorsque le SI rencontre de nouveau le même antigène

(Muller et al" 1997).

Le SI mucosal fonctionne comme un composant distinct de ce SI systémique. Il

comprend des tissus sécrétoires, en contact avec l'extérieur de l'organisme, comme le tractus

respiratoire, les glandes salivaires et lacrimales et le tractus reproductif. Les anticorps trouvés

dans les sécrétions de ces sites sont généralement de l'isotype IgA. Une des clés de
l" '1 'b'l' 'd" d ' '" "d 1 dIllununocontraceptlOn est _a pOSSI 1 Ite III Ulre une reactlOn nnmumtalre a...ns _e mucus u

tractus génital. D'une façon générale, la concentration d'anticorps nécessaire pour la

neutralisation des spermatozoïdes est supérieure à celle nécessaire pour la neutralisation des

ovocytes, qui sont moins nombreux (Naz, 1999).

Chez la femelle, les composants de l'immunité cellulaire ainsi que les

immunoglobulines systémiques sont présents dans différentes proportions du vagin à

l'ampoule ovarienne. La muqueuse vaginale est composée d'un épithélium squameux stratifié

contenant peu de tissu lymphoïde organisé. Cependant, les cellules plasmiques secrétant des

IgA et des IgG sont présentes tout le long de cette muqueuse, et ces immunoglobulines sont

détectées dans les sécrétions vaginales. La glaire cervicale est riche en IgG et en IgA.

L'analyse endocervicale montre la présence de nombreuses cellules plasmiques IgA sécrétoire

et des cellules sécrétant des IgG et IgM (qui pourraient être des progéniteurs des IgA, les

anticorps IgM ne se retrouvant pas dans le mucus, Lippes et al" 1970). Le système du

complément est également présent à des niveaux permettant la réaction du complément.

L'utérus apparaît dénué de tissu lymphoïde organisé, mais des cellules sécrétrices d'IgG et

d'IgA entourent généralement les glandes endométriales. Ces immunoglobulines se retrouvent

dans les sécrétions utérines (Collins et al., 1979; Head et Billingham, 1986). Dans la plupart

des cas, l'oviducte ne présente pas ou peu de cellules plasmiques dans le tissu sub-mucosal,

bien que des IgG et des IgA aient été détectées dans les sécrétions, ce qui suggère que la

majorité de ces immunoglobulines entrent par transudation depuis la circulation sanguine.

Chez le rat, certaines données suggèrent que la sécrétion d'anticorps pourrait avoir

lieu en différents sites suivant la nature de l'antigène (pour revue, Naz 1999). La femelle

sécrète des anticorps de type IgG et IgA dans le mucus du canal cervical, à des taux suffisants

pour recouvrir les spermatozoïdes. De plus, de hauts titres sériques en anticorps (notamment
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des IgG, Lea et al., 1998-b) semblent pennettre une inhibition de la fonction spennatique à

l'intérieur de l'oviducte. Enfin, des IgA et des IgG ainsi que quelques IgM ont été retrouvées

dans les fluides folliculaires (Naz, 1999).

Les sécrétions du SI sont régulées chez la femelle par la progestérone et l'oestradiol,

qui contrôlerait la migration des IgA et des IgG du sang vers le tractus génital (Bradley,

1994). En particulier, pendant le pré-oestrus, les taux d'IgG et d'IgA augmentent dans l'utérus

et diminuent dans les sécrétions cervico-vaginales. Une des conséquences est que le taux

d'IgA dans le mucus cervical diminue au milieu du cycle, au moment où un haut titre en

anticorps est nécessaire pour un effet immunocontraceptif (Anderson et Alexander, 1983).

Chez le mâle, l'endothélium microvasculaire testiculaire régule le transport des

lymphocytes et des immunoglobulines. L'organisation du drainage lymphatique testiculaire

varie selon les espèces, mais il semble qu'il existe des ganglions lymphatiques pour chaque

espèce étudiée (Setchell et al., 1994). Dans les conditions nonnales, peu ou prou de

lymphocytes sont détectés dans le testicule. Cependant, dans des conditions pathologiques

comme les orchites autoimmunes, le testicule subit une infiltration lymphocytaiïe, à des sites

préférentiels, dont la capsule testiculaire adjacente au rete testis, et l'interstitium entourant le

rete testis et le tube droit. A cet endroit, les lymphocytes peuvent accéder relativement

facilement aux antigènes spennatiques (Hoh et al., 1998). Les anticorps du pasma séminal

constituent une combinaison d'anticorps produits localement et d'anticorps provenant de la

circulation par transsudation. La concentration d'anticorps du pasma séminal est d'environ

1% de celle du sérum (Meinertz, 1992).

Dans le SI mucosal, il existe des sites de capture des antigènes pennettant

l'induction de la réponse immunitaire. Ces sites incluent les plaques de Peyer. Il s'agit de

tissus lymphoréticulaires associés à l'intestin. Ainsi, Bradley (1994) a immunisé des renardes

avec des spennatozoïdes entiers directement dans les plaques de Peyer, afin de mimer l'effet

d'une imunisation par voie orale. Ces femelles ont produit des anticorps anti-spennatozoïdes

(IgG, IgA) dans leur sérum et dans leurs sécrétions vaginales.Ce résultat signifie qu'une

vaccination par voie orale contre des antigènes spennatiques pourrait pennettre la production

d'un taux d'anticorps suffisant pour induire un effet contraceptif (Bradley et al., 1999).

2.2.1.3/Les di([érentes cibles des vaccins contraceptifs

L'immunocontraception peut interférer avec différents processus menant à la

reproduction, par exemple en interférant avec l'activité des hormones de la reproduction, avec

l'interaction gamétique ou avec le développement de l'embryon.Ces dernières stratégies,

provoquant une infertilité en interférant avec la gestation, sont appelées contragestion.

2.1.3.1 : Mélatonine

Il est établi que chez certaines espèces possédant une saison de reproduction

annuelle, comme le renard, la GnRH est activée par la libération de mélatonine par la glande
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pinéale. La durée des jours et de la nuit influence la secrétion de mélatonine, ce qui induit une

augmentation des taux sanguins de GnRH, qui, à son tour, va stimuler l'activité reproductrice.

Des anticorps anti-mélatonine peuvent donc perturber le début de la saison de

reproduction de ces animaux. Cependant, peu de recherches sont actuellement menées sur

l'utilisation de la mélatonine comme antigène contraceptif, les multiples rôles de cette

protéine n'étant pas tous connus (Miller, 1998).

2.1.3.2 : GnRH

La GnRH est produite dans le cerveau par 1'hypothalamus. Son rôle est de contrôler

la libération par 1'hypophyse des hormones de la reproduction, la LH (luteinizing hormone) et

la FSH (follicule-stimulating hormone), dont le rôle est de contrôler la fonction des ovaires et

des testicules. Les anticorps dirigés contre l'hormone hypothalamique vont réduire le taux

circulant de GnRH biologiquement active, ce qui provoquera une réduction de la libération

des hormones de la reproduction. Cette réduction ou absence des hormones reproductives

induira une atrophie des gonades, conduisant à une infertilité.

La structure de cette hormone est bien connue, ce qui a permis de développer des

vaccins dirigés contre différents épitopes dans différentes espèces. Chez le rat, Miller et al.

(1997) ont montré l'efficacité d'un vaccin anti-GnRH pour induire une infertilité chez le mâle

et chez la femelle. Chez la gazelle, cette méthode est testée depuis plus de quatre ans, ce qui a

permis d'en étudier les effets à long terme (Miller et al., 2000). L'immunisation avec GnRH

s'est révélée être une méthode efficace et réversible de contraception (88% de baisse de la

fécondité). Il faut cependant noter une baisse du comportement reproducteur chez les animaux

traités, ce qui pourrait poser des problèmes de compensation chez le renard. En effet, pour

cette espèce, seule une partie de la population est impliquée dans les comportements de

reproduction (Farstad, 1998), et une baisse d'activité des animaux dominants pourrait être

compensée par une augmentation d'activité des animaux dominés.

Il faut noter que si les mêmes effets peuvent, en principe, être obtenus en vaccinant

contre les récepteurs de la GnRH, très peu d'études sont menées en utilisant ces récepteurs

comme antigènes.

2.1.3.3 : Gonadotropines

Les mécanismes de croissance des gamètes sont sous le contrôle d'hormones

hypophysaires, la LH et la FSH, qui peuvent également être utilisées comme antigènes pour

des vaccins contraceptifs efficaces chez le mâle comme chez la femelle.

Chez la femelle, il a été récemment établi que la FSH peut être un auto-antigène,

reconnu par des auto-anticorps présents dans le sérum de patientes infertiles (Gobert et al.,

2001).

Chez le mâle, les vaccins dirigés contre la LH provoquent une azoospermie, tandis

que les vaccins dirigés contre la FSH induisent la production de spermatozoïdes de mauvaise

qualité et en faible nombre, qui sont incapables de féconder (Moudgal et al., 1997-a).
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Ces vaccins sont bien tolérés chez les primates non humains, qui ne montrent aucun

symptôme de toxicité. Des essais préliminaires chez l'humain ont montré que ces vaccins sont

bien tolérés. Un vaccin anti-FSH n'a pas provoqué de changement dans les concentrations

hormonales, ni dans les marqueurs biochimiques sériques, mais a induit une réduction de

l'activité Sertolienne (Moudgal et al., 1997-b). Les vaccins dirigés contre la LH provoquent

une baisse de la production de testostérone, ce qui induit des effets secondaires, notamment

sur la libido (Westhoff et al., 1997).

2.1.3.4 : Zone pellucide

La zone pellucide est une couche acellulaire située entre l'ovocyte et les cellules de

la zona granulosa. Elle est constituée de trois glycoprotéines, ZP1, ZP2 et ZP3. Pour pouvoir

féconder un ovocyte, les spermatozoïdes doivent obligatoirement se lier à la zone pellucide.

Cette liaison implique la partie glycosylée de ZP3, et en particulier des oligosaccharides 0­

liés à des résidus sérine ou thréonine (Barber et Fayrer-Hosken, 2000-b).

En raison de la forte homologie de la partie peptidique des glycoprotéines de la ZP

qui existe entre les espèces (Zhu et Naz, 1999), de l'accessibilité des ces glycoprotéines aux

anticorps (Haebenicht et Stock, 1996), de la facilité à les purifier en grandes quantités, et de la

spécificité d'organe de ces antigènes (Barber et Fayrer Hosken, 2000-a), différents auteurs ont

provoqué une infertilité chez différentes espèces animales en leur injectant de la ZP porcine

complète: rongeurs, cheval, lapin, chien (Fayrer-Hosken et al., 2000-a), éléphants (Fayrer­

Hosken et al., 1999), primates non-humains (babouins, cynomolgus, Martinez et Harris,

2000). Il y aurait approximativement 45 espèces animales pour lesquelles la zone pellucide

porcine serait un antigène immunocontraceptif efficace (Barber et Fayrer-Hosken, 2000-b).

Les anticorps dirigés contre les glycoprotéines de la zone pellucide vont provoquer

une infertilité selon différents mécanismes (Barber et Fayrer-Hosken, 2000-b) :

en empêchant la liaison des spermatozoïdes par masquage ou par changement de

conformation des récepteurs, ou par des phénomènes d'encombrement stériques ;

en inhibant la pénétration des spermatozoïdes à travers la zone pellucide, par

différents mécanismes: inhibition de la réaction acrosomique, encombrement

stérique, masquage ou changement de conformation des récepteurs (cas des

vaccins dirigés contre ZP2).

De plus, ces anticorps peuvent interférer avec la maturation des ovocytes, provoquant

la mort de ces cellules. Des dysfonctions ovariennes ont également été décrites, notamment

chez le chien (Fayrer-Hosken et al., 2000-a) : diminution du volume ovarien, altération du

développement et de la différenciation folliculaire, baisse du nombre de follicules

primordiaux (Paterson et al., 2000), diminution des taux d'œstrogène et absence d'ovulation

(Barber et Fayrer-Hoksen 2000-b). D'autre part, une interruption du cycle menstruel a été

observée (Paterson et al., 2000). Certains de ces effets sont réversibles. Il faut noter que la
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présence des dommages ovariens est corrélée à différents facteurs, tels que la pureté de

l'antigène, le modèle animal, l'adjuvant, la présence d'épitope cellules-Bou cellules-T

(Afzalpurkar et al., 1997, Shigeta et al., 2000, Paterson et al., 2000). Ce type d'effets

secondaires, absolumment indésirable pour les applications humaines, est toutefois plus

facilement admissible dans le cas du renard (Bradley et al., 1999).

La liaison spermatozoïdes-ZP implique des protéines hautement glycosylées. La

structure peptidique des protéines de la zone pellucide étant fortement conservée entre les

espèces, la spécificité d'espèce de la fécondation pourrait être contrôlée par des différences au

niveau des carbohydrates de la zone pellucide. L'efficacité de la vaccination avec les

glycoprotéines de la zone pellucide porcine chez de nombreuses espèces pourrait être

expliquée par une liaison des anticorps à la partie peptidique des glycoprotéines, inhibant la

liaison des spermatozoïdes et l'induction de la réaction acrosomique. Les perspectives des

vaccinations dirigées contre les protéines de la zone pellucide passent, pour chaque espèce,

par la caractérisation des mécanismes de reconnaissance qui permettraient la synthèse de

couiis peptides glycosylés pouvant être utilisés comme antigènes pour des vaccins

contraceptifs spécifiques d'espèces. L'utilisation de plusieurs épitopes semble par ailleurs une

stratégie valable pour augmenter l'efficacité de ces vaccins (Paterson et al., 1999).

2.1.3.5 : Antigènes ovocytaires

Après avoir traversé la zone pellucide, les spermatozoïdes doivent se lier à la

membrane de l'ovocyte pour pouvoir fusionner. Cette liaison se fait par l'intermédiaire de

récepteurs spécifiques, tant sur le spermatozoïde que sur l'ovocyte (pour revue, McLeskey et

al., 1998). Des anticorps dirigés contre les protéines ovocytaires impliquées dans cette

reconnaissance sont donc théoriquement capables d'inhiber la fécondation, puisqu'il est établi

que les anticorps peuvent traverser la zone pellucide (Diekman et Herr, 1997).

Peu d'études sont actuellement menées en ciblant ces protéines. Cependant, Naz et

al. (2001) ont récemment identifié un antigène situé sur la membrane de l'ovocyte de souris et

ont montré que les anticorps dirigés contre cet antigène sont capables de diminuer la fertilité,

in vitro et in vivo. Cet antigène étant spécifique de l'ovocyte, il constitue un candidat attractif

pour les vaccins contraceptifs, montrant la faisabilité de cette stratégie.

Un autre antigène ovocytaire, nommé TEC2, a été identifié. Cette glycoprotéine

semble impliquée dans la fusion avec le spermatozoïde, et il a été montré que les anticorps

dirigés contre cet antigène diminuent significativement le nombre d'ovocytes fécondés

(Gougoulidis et al., 1999).

Un effet contraceptif pourrait également être obtenu en activant la réaction corticale.

Cette réaction, dont le but est d'empêcher la polyspermie, est permise par l'exocytose des

granules corticaux due à différentes substances dont le calcium. Il serait possible par la liaison

d'anticorps sur des ionophores d'induire cette réaction (Barber et Fayrer-Hosken, 2000-b).
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2.1.3.6 : Antigènes du plasma séminal

Le plasma séminal permet la survie des spermatozoïdes. Il est composé de différents

constituants, dont environ 250 protéines qui ont pu être isolées par électrophorèse en deux

dimensions (Mortarino et al., 1998). Certains de ces constituants peuvent être la cible de

vaccins contraceptifs. Par exemple, les anticorps dirigés contre les prostasomes, qui sont

sécrétés par la prostate et qui peuvent adhérer aux spermatozoïdes, provoquent l'agglutination

des spermatozoïdes (Allegruci et al., 2001).

Le plasma séminal contient également l'inhibine, qui a par ailleurs une fonction

endocrine sur l'hypothalamus (figure 5). Il a été montré que l'immunisation de rats mâles

adultes avec un peptide synthétique correspondant à un épitope de l'inhibine du plasma

séminal humain provoque l'agglutination des spermatozoïdes épididymaires, ce qui diminue

de plus de 75% la fertilité de ces animaux. Cette immunisation provoque une augmentation de

la FSH, mais pas de la LH ni de la testostérone, ce qui induit l'arrêt de la spermatogenèse. De

plus, une agglutination des spermatozoïdes a été décrite chez ces animaux (Vanage et al.,

1992). L'histologie du testicule et des autres organes reproducteurs montre que ces organes ne

sont pas altérés (Vfuïage et al., 2000). Afin d'étudier la fonction de l'inhibine chez le renard,

Andersen Berg et al. (2001) ont immunisé des renards contre cette hormone, sans obtenir

d'effet sur la spermatogenèse.

2.1.3.7: Gonadotropine chorionigue

Dans différentes espèces animales, l'hormone Gonadotropine Chorionique est

secrétée par l'embryon implanté. Elle induit la prolongation de la production de progestérone

par le corps jaune de l'ovaire, permettant le maintien de la gestation. Les anticorps dirigés

contre cette hormone réduisent le taux d'hormone active plasmatique, et empêchent le succès

de l'implantation des zygotes. Il s'agit donc d'une méthode de contragestion.

Des essais cliniques de stade 2 sont actuellement en cours chez l'humain en utilisant

cette stratégie (Talwar et al., 1997). Ils montrent que peu d'effets secondaires sont produits

par ce vaccin, qui est efficace et réversible. Lorsque des enfants ont été obtenus, ils n'ont

montré aucune séquelle (Singh et al., 1998)

2.1.3.8 : Protéine transporteur de la riboflavine

Les besoins en riboflavine de l'embryon sont satisfaits par le transport actif de cette

vitamine à travers le placenta. Ce transport est facilité par une protéine spécifique de la

gestation, la riboflavin carrier protein (RCP). Cette protéine joue un rôle clé dans le

développement de différentes espèces de mammifères et d'oiseaux. L'inhibition de son

activité, par l'intermédiaire d'anticorps, représente une méthode efficace de contraception.

Actuellement, des immunisations avec différents peptides, correspondants à différents

épitopes de la RCP, ont été testés avec succès chez la ratte (Subramania et al., 2000). Chez le

singe, la RCP a une localisation uniquement sur des embryons et des ovocytes à des stades

précoces.
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D'autre part, la RCP est également produite dans le testicule. Elle est localisée en

surface du spermatozoïde. Une immunisation active de rats et de singes mâles avec de la RCP

dénaturée a diminué la fertilité en diminuant la capacité des spermatozoïdes à féconder, ce qui

démontre que les vaccins anti-RCP peuvent être efficaces chez les deux sexes (Adiga et al.,

1997).

2.1.3.9 : Antigènes spermatiques

Cette stratégie ciblant les antigènes spermatiques est celle que nous avons employée.

Elle est présentée en détails plus bas.

2.2.1.4/Pourquoi choisir un vaccin dirigé contre les spermatozoïdes?

L'objectif de ce travail est la mise au point d'un vaccin efficace chez les deux sexes,

sans effet sur le comportement des renards, et utilisable par voie orale.

Différentes stratégies sont envisageables. Malgré leur efficacité, les stratégies visant

les hormones (mélatonine, GnRH, LH/FSH) n'ont pas été retenues, en raison d'un manque de

spécificité d'espèce, du risque de modification du comportement, et du fait qu'elles ne sont

actuellement pas utilisables par voie orale (Tuyttens et Macdonald, 1998). De même, la

stratégie ciblant la RCP n'est pas spécifique d'espèce, et les stratégies ciblant les antigènes

ovocytaires ou du plasma séminal ne sont potentiellement efficaces que dans un seul sexe.

L'utilisation des protéines de la ZP porcine a également été envisagée, mais ces stratégies,

bien qu'efficaces pour de nombreuses espèces (dans un seul sexe également), ne sont

actuellement pas spécifiques. D'autre part, ce type de vaccin dirigé contre les protéines de la

ZP ne sont aujourd'hui efficaces que par injection. Enfin, ces vaccins n'ont jamais prouvé leur

efficacité sur des carnivores. Par exemple, l'immunisation de chiennes contre la ZP induit une

augmentation de la concentration d'oestrogènes et un pro-oestrus prolongé, ce qui présente le

risque de différents désordres (Tuyttens et Macdonald, 1998).

Le choix s'est donc porté sur les vaccins dirigés contre les spermatozoïdes. Il ne

s'agit pas là d'un choix par défaut, mais d'un choix réalisé en fonction des avantages

particuliers des antigènes spermatiques, que nous allons présenter dans la partie suivante.

L'étude des autres types de stratégie permet de comprendre beaucoup de questions qui sont

communes à toutes les stratégies d'immunocontraception, en particulier sur l'aspect

immunologique, par exemple sur la façon de produire et de maintenir des titres en anticorps

efficaces sur de longues périodes, sur le choix de l'adjuvant et du vecteur, sur la façon de

s'assurer de l'efficacité et de la réversibilité de l'infertilité induite, ou sur l'évaluation de

l'effet rappel des molécules naturellement présentes (Primakoff, 1994).

2.2.2 Immunocontraception dirigée contre les spermatozoïdes

2.2.2.1 Les anticorps anti-spermatozoïdes

L'antigénicité des spermatozoïdes est prouvée depuis plus 'un siècle. En 1899,

Landsteiner et Metchnikoff ont montré que l'injection intra-péritonéle de spermatozoïdes

Page 49



Etude bibliographique L'immunocontraception

hétérologues provoque la production d'anticorps. En 1900, Metalnokoff a décrit la fonnation

d'anticorps immobilisant après l'injection de spennatozoïdes homologues chez le cochon

d'Inde, puis Adler fut le premier à montrer que les spennatozoïdes autologues pouvaient

induire une réponse immunitaire chez l'animal. En 1954, des auto-anticorps furent montrés

chez l'homme par Rümke et Wilson, dans le sérum et le plasma séminal de patient intertiles

(Meinertz, 1992)

Trois types d'expériences ont pennis d'associer la présence de ces anticorps dirigés

contre les spennatozoïdes avec des infertilités, chez le mâle comme chez la femelle, montrant

la faisabilité de la mise au point d'un vaccin anti-spennatozoïdes.

D'une part, des études ont montré que, chez l'humain, la présence d'anticorps anti­

spennatozoïdes sériques était associée à 2-30% des cas d'infertilité (Naz, 2000). Ces anticorps

peuvent se retrouver aussi bien chez l'homme que chez la femme. Leur origine n'est pas

toujours expliquée. Elle est parfois associée, chez le mâle à un traumatisme du testicule ou de

l'épididyme, à une inflammation locale ou à une infection (par exemple chez le chien, suite à

une infection à Brucella canis, George et Carmichael, 1984, ou chez le bovin infecté

expérimentalement avec B. avis, Paolicchi et al., 2000). Dans certains cas, ils peuvent

apparaître suite à une rupture de l'équilibre des mécanismes immunosuppresseurs (Luckas et

al., 1998). Cette présence d'anticorps anti-spennatozoïdes (IgG et IgA principalement) a été

montrée dans de nombreuses espèces, tant dans le sérum que dans le plasma séminal ou les

secrétions cervicales : homme (Luckas et al., 1998), rat (Flickinger et al., 1997), taureau et

porc (Zraly et al., 1998) et récemment chez le renard (Boué et al., 2001).

D'autre part, il a été montré que 70% des hommes vasectomisés produisent des

anticorps anti-spennatozoïdes (Naz, 2000), ce qui contribuerait à expliquer le fort taux

d'échec des vaso-vasectomies (Naz et al., 1989). La vasectomie induit en effet une réponse

immunologique, caractérisée par une augmentation de l'immunité cellulaire et humorale

dirigée contre les spennatozoïdes (Flickinger et a!., 1995, McDonald 2000). Ces auto­

anticorps ont été décrits dans différentes espèces, et ont été utilisés avec succès pour identifier

des antigènes spennatiques, tels que la protamine (Samuel et al., 1978), la FA-l (Naz et al.,

1989) et de nombreux autres antigènes (Primakoff et al., 1990, Flickinger et al., 1995,

Flickinger et al., 1999).

Enfin, des expériences directes d'immunisation ont été menées avec des

spennatozoïdes (Duckworth et al., 1998), des protéines spennatiques (Primakoff et al., 1988),

des peptides dérivés de protéines spennatiques (Naz, 2000) ou avec la partie glycosylée de

glycoprotéines spennatiques (Diekman et al., 1999). Ces expériences ont pennis d'obtenir des

anticorps anti-spennatozoïdes chez le mâle et chez la femelle. Ces anticorps peuvent

provoquer un échec de la fécondation, tant in vitro que in vivo (pour revue, Primakoff 1994,

Kerr 1995, Diekman et Berr, 1997, Naz 2000).
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2.2.2.2 Mécanismes d'action

Les anticorps anti-spennatozoïdes peuvent être efficaces chez le mâle comme chez la

femelle.

Chez le mâle, peu de modèles animaux existent pour mettre en évidence le site

d'action de ces anticorps. Dans les conditions physiologiques nonnales, les antigènes situés

sur le spennatozoïde sont protégés du système immunitaire par la barrière hémato-testiculaire,

puis par les barrières hémato-épididymaire et hémato-vas déférent (Pelletier, 1998).

Cependant, les dOlmées empiriques que nous avons rappelées montrent bien que les anticorps

peuvent accéder aux spermatozoïdes, sans doute par le rete testis ou par le canal efférent,

régions dans lesquelles les jonctions des cellules épithéliales semblent moins bien organisées

que celles des cellules de Sertoli (Friberg, 1974; Soliman et ülesen 1976; Anderson et

Alexander, 1983).

Chez la femelle, les perspectives de développement d'un vaccin anti-spermatozoïdes

sont encore plus intéressantes. Le nombre de spermatozoïdes dans l'oviducte au moment de la

fécondation est de quelques centaines, alors qu'il faudrait atteindre plus de 108

sperrnatozoïdes chez le mâle. Développer des titres efficaces d'anticorps anti-spermatozoïdes

dans le mucus cervical ou le fluide de l'oviducte semble donc plus facilement réalisable.

Les anticorps anti-spennatozoïdes agissent généralement en se liant à la surface des

spermatozoïdes. Les effets de cette liaison peuvent être multiples (Diekman et Herr, 1997) :

formation d'orchite auto-immune responsable d'épididymite, ce qui conduit à

une baisse de la production de spennatozoïdes normaux (Tung et al., 1997),

agglutination des spennatozoïdes (Castle et al., 1997) ,

altération des caractéristiques de la mobilité, telle que la VSL et l'ALH (De

Almedia et al., 1991), allant jusqu'à l'immobilisation,

inhibition de la pénétration dans le mucus cervical, en raison notamment de la

liaon des fragments Fc des IgA avec des micelles du mucus cervical (Hjort,

1999),

déclenchement du système du complément provoquant la lyse des

spermatozoïdes,

induction de la phagocytose par les macrophages,

inhibition de l'interaction gamétique: liaison primaire ou secondaire à la zone

pellucide, pénétration de la zone pellucide, liaison et fusion à la membrane

ovocytaire (la zone pellucide est en effet pennéable aux anticorps, Herr 1996),

inhibition de la capacitation (Myogo et al., 2001),

déclenchement (Bohring et al., 2001-a) ou inhibition (Santhanam et Naz, 2001)

de la réaction acrosomique

action sur le développement embryonnaire, notamment sur le transport de

l'ovocyte fécondé et sur les premiers clivages (Menge et Naz, 1988).
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Il est admis de classer les vaccins dirigés contre les spennatozoïdes comme des

vaccms "pré-fécondation ", puisque les mécanismes d'action décrits ont lieu avant la

fécondation, ce qui les rend éthiquement acceptables par un plus grand nombre de personnes

(Diekman et al., 1999). Ceci est particulièrement important en ce qui concerne des méthodes

de contrôle de naissances pour l'humain, mais n'est pas négligeable pour des vaccins

vétérinaires.

Il faut aussi noter que la présence d'anticorps anti-spennatozoïdes ne corrèle pas

toujours avec une inhibition de la fonction spennatique ou de la fécondation. En effet, non

seulement des anticorps anti-spennatozoïdes peuvent être détectés chez des sujets fertiles,

mais aussi il a été établi que certains de ces anticorps augmentent la mobilité des

spennatozoïdes et favorisent les interactions ovocyte-spennatozoïdes (Aitken et al., 1988).

2.2.2.3 Propriétés nécessaires des antigènes spermatiques

Les propriétés recherchées pour les antigènes spennatiques peuvent être différentes

suivant l'utilisation finale et la voie d'administration (vaccin humain, vaccin utilisable sur le

terrain, ... ). Les caractéristiques suivantes sont souvent citées (Primakoff, 1994) :

- Spécificité de tissu, afin d'éviter les maladies auto-immunes;

- Spécificité d'espèce, pour pouvoir être distribué par largage d'appât sur le terrain;

- Implication dans l'interaction gamétique, pour augmenter l'efficacité;

- Localisation en surface, pour être accessible pour les anticorps;

- Antigénicité, pour être efficace;

Autres propriétés: stabilité biochimique des antigènes, la facilité à les purifier ou à

construire des fonnes recombinantes.

2.2.2.4 Stratégies utilisées

En fonction des priorités accordées à ces critères, différentes stratégies ont été

établies pour identifier et sélectionner les antigènes spennatiques. Ces travaux ont été

principalement menés en vue d'une application humaine.

La stratégie utilisée par le groupe du Pr. Naz (Département d'obstétrique, Ohio,

USA) consiste à isoler et caractériser les antigènes spennatiques impliqués dans l'interaction

gamétique. Deux approches sont suivies. La première consiste à utiliser la technologie des

hybridomes pour construire des anticorps monoclonaux spécifiques du spennatozoïde,

capables d'inhiber la fécondation. Ces anticorps monoclonaux sont utilisés comme sonde pour

isoler et caractériser les antigènes cibles apparentés, et pour cribler une banque d'expression

d'ADNc testiculaire contenant ces antigènes. La seconde approche consiste à construire une

banque d'expression testiculaire soustraite (ne contenant que les ADNc spécifiques du

testicule), et de la cribler avec des protéines de la zone pellucide humaine solubilisés pour

sélectionner les clones spécifiques du spennatozoïde se liant à la zone pellucide. Les ADNc

sont isolés, sous-clonés, séquencés et exprimés dans un système vecteur-cellules hôtes
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approprié, permettant d'isoler les molécules recombinantes qui pourront être utilisées pour un

vaccin contraceptif (Naz, 1999). En utilisant ces stratégies, 12 clones ont été sélectionnés,

dont 6 sont actuellement caractérisés (par exemple NZ-1, NZ-2, NZ-3, voir tableau 2). Il faut

noter que cette stratégie ne permet pas d'identifier des antigènes d'origine épididymaires, et

qui pourraient cependant se révéler d'excellents antigènes contraceptifs. Plusieurs protéines

d'origine épididymaire, telles que la P34H (Boué et al., 1995) ou la FLB1 (Boué et al., 1995)

ont en effet des rôles clés dans les processus menant à la fécondation (capacitation,

reconnaissance de la zone pellucide, ...). D'autre part, nous avons vu que des antigènes qui ne

sont pas impliqués dans l'interaction gamétique peuvent être efficaces.

La stratégie développée par le Center for Recombinant Gamete Contraceptive

Vaccinogens (Virginie, USA) consiste à identifier directement les antigènes de surface du

spermatozoïde. Pour cela, une base de données de protéines de surface du spermatozoïde

humain de 8 individus a été créée par électrophorèse en 2 dimensions (Naaby-Hansen et Herr,

1995). Un répertoire consensus de 1 397 protéines colorées à l'argent, avec des points

isoélectriques variant entre 4 et 10 a été établi, permettant d'attribuer à chaque protéine des

coordonnées, un poids moléculaire, un point isoélectrique et une forme du spot. Un marquage

vectoriel des protéines de surface par biotinylation et iodination a permis d'identifier 98

protéines de surface, qui sont doublement marquées (Naaby-Hansen et al., 1997). Pour

examiner le potentiel de ces protéines comme antigène contraceptif, les auteurs travaillent au

microséquençage des protéines de surface par spectrométrie de masse, avant d'étudier leur

spécificité de tissu (Diekman et Herr, 1997; Shetty et al., 2001). Il faut noter que cette

stratégie, qui est également lourde, n'a pour le moment permis de proposer qu'un seul

antigène, le CD52 (Diekman et al., 1999).

Un autre type de stratégies, pratiquée par différentes équipes, consiste à générer des

anticorps polyclonaux dirigés contre des protéines de surface du spermatozoïde. Pour cela,

des sérums de patients infertiles sont utilisés (pour LDH-C4 par exemple), ainsi que des

sérums de patients vasectomisés (par exemple, pour l'identification de la protéine FA-1) et

des sérums d'animaux immunisés avec des protéines spermatiques (par exemple pour la

protéine SAGA-l, pour revue, Diekman et Herr, 1997). Les modalités d'identification des

protéines reconnues ont été plus variées dans ces cas que dans le cas des deux premières

stratégies décrites. D'une façon générale, les antigènes reconnus ont été précipités,

caractérisés puis identifiées selon la technique d'Edman, par spectrométrie de masse, ou par

criblage de banques d'expression d'ADNc. Par exemple, l'antigène humain HSA80 a été

identifié par Western blot avec des sérums de patients infertiles. La protéine a été purifiée

puis utilisée pour immuniser des lapins, dont les sérums ont permis de localiser l'antigène (par

immunofluorescence) et d'en évaluer la spécificité d'organe (par immunohistochimie). Une

immunisation active de rats contre cet antigène a provoqué 100% d'infertilité. Enfin, la

séquence NH2-terminale a été déterminée selon la technique d'Edman (Bandivdekar et al.,

2001). Un autre exemple est celui des travaux de Adoyo et al., (1995). Cette équipe, qui

cherchait à identifier des protéines bien conservées entre les espèces, a immunisé des lapins
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avec la fraction acrosomale de spermatozoïdes de hamster, puis a utilisé les antisérums pour

cribler une banque de testicule humain, ce qui leur a permis de retrouver la protéine LDH-C4.

Dans le soucis d'obtenir des antigènes membranaires, différentes stratégies ont pu être

utilisées, comme l'absorption-élution des anticorps sur le spermatozoïde avant leur utilisation

pour des études de Western blot (Auer et al., 1997), ou l'enrichissement par centrifugation de

la proportion de protéines membranaires parmi les protéines utilisées pour des études en

Western blot menées avec des sérums de patients infertiles (Bohring et al., 200 l-b).

Des anticorps monoclonaux ont également été utilisés, ce qui a permis la sélection

des anticorps se liant à l'acrosome, puis de ceux inhibant la liason des spermatozoïdes à

l'ovocyte. Les antigènes SOB2 et SOB3 ont été identifiés ainsi (Lefèvre et al., 1997, Levèvre

et al., 1999).

2.2.2.5 Principaux antigènes étudiés

Les différentes stratégies utilisées ont permis l'identification d'antigènes dont

l'intérêt contraceptif est plus ou moins bien précisé. Le tableau 2 récapitule quelques-uns des

principaux antigènes spermatiques proposés.

Cependant, les résultats obtenus avec certains de ces antigènes se sont révélés

décevants in vivo. Ceci pourrait être dû au fait qu'il n'existe pas toujours de corrélation entre

le taux d'anticorps sérique et les effets inhibiteurs de la fécondation (Frayne et Hall, 1999).

Une autre explication serait qu'il n'y aurait pas de relation directe entre le taux d'anticorps

sérique et celui dans les secrétions au niveau du tractus génital (Kerr, 1995), et que les

immunisations par voie systémique ne peuvent pas toujours induire une réponse antigénique

suffisante au niveau du tractus génital. D'autre part, la neutralisation d'un seul antigène

gamétique pourrait ne pas être suffisante pour provoquer un effet contraceptif, rendant

nécessaire l'association de différents antigènes pour stimuler le système immunitaire

(Diekman et Herr, 1997; Bradley et al., 2001).
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Tableau 2 : Récapitulatif des principaux antigènes spennatiques proposés pour un vaccin immunocontraceptif.

L'mmunocontraceptian

Antigène Espèce étudiée PM/PI Autres Rôle Effet des anticorps dirigés Observation Référence
espèces contre ces anti~ènes

1F10 porc 68/70 kDa homme Liaison à zone Inhibe la fécondation in vitro Mollova et
PI 3,5 1 pellucide al., 1999

80HSA homme 80kDa lapin Immunisation active provoque Localisé sur acrosome Bandivdeka
100% d'infertilité in vivo Spécifique du testicule r et al.,

et de l'épididyme 2001
CS-1 homme 33 kDa souns Clivages du Inhibition des premiers clivages Présent dans le sérum Naz,1999

zygote du zygote de patients infertiles
DE rat Fusion à Effet in vitro sur fusion à Pas d'effet sur la Ellennan et

ovocyte ovocyte mobilité, la viabilité, la al. 1998
capacitation et la
réaction acrosomique
des spennatozoïdes

FA-1 homme/souris Monomère lapin, Liaison à ZP3 Inhibe de façon réversible la Présent dans sérums de Zhu et Naz,
: 23 kDa taureau, Capacitation fécondation in vitro (souris) et patients infertiles et 1997

Dimère: smge Réaction la fécondation in vivo (lapin) d'hommes
51 kDa acrosomlque vasectomisés

LDH-C4 homme primates Métabolisme Agglutination Pas d'action connue Primakoff,
souns renard lactate Cytotoxicité pour les dans l'interaction 1994

spennatozoïdes gamétique;
Inhibition de 75% de la fertilité Localisation dans
chez primates immunisés cytoplasme et

extracellulaire
Spécifique du testicule

NZ1 souns 14-18 kDa homme Liaison à zone Inhibition in vitro de la liaison à Phosphorilée Naz,1999
pellucide la zone pellucide Spécifique d'organe

(interrogation
Genebank)
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Antigène Espèce étudiée PM/PI Autres Rôle Effet des antncorps dirigés Observation Référence
espèces contre ces anti2ènes

NZ2 Homme 20kDa Inhibition in vitro de la liaison à Spécifique d'organe Zhu et Naz,
la zone pellucide (interrogation 1998

Genebank)
NZ3 Homme 63 kDa Inhibe la réaction acrosomique Localisé sur Naz et Zhu,

et la capacitation l'acrosome et le 2001
flagelle

P26h Hamster 26kDa souris, Liaison à la Effet in vitro et in vivo Lié aux protasomes Bérudé et
taureau, zone pellucide épididymaires Sullivan,
chien... 1994

Peptide Homme Composant Liaison à la Spécifique du testicule Naz et al.,
YLP12 d'une zone présent dans sérum de 2000

protéine de pellucide? patients infertiles
72kDa

PH-20 Cochon d'Inde 64kDa souris, rat, Hyaluronidase Inhibe in vivo la fécondation Présent dans sérums de Primakoff
hamster, Liaison à ZP3 après immunisation de mâle et patients infertiles et al., 1987
lapin, de femelle; effet réversible Primakoff
homme, Formes recombinantes étudiées et al., 1997
renard

PH-30 Cochon d'Inde 18-34 kDa babouin Fusion Anticorps monoclonaux Diekman et
(fertiline homme bloquent la pénétration et Herr, 1997
a/~) inhibent in vivo Xa fécondation

après immunisation de mâle et
de femelle

RSMP-b Homme souns YWK inhibe la fécondation et SMP présent dans le Kamadaet
YWK arrête la croissance du zygote sérums de femmes al., 1999

5MB immobilise les infertiles Takikawa
spermatozoYdes, inhibe la etal.,2001
fécondation mais pas la
croissance des zygotes
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Antigène Espèce étudiée PM/PI Autres Rôle Effet des anticorps dirigés Observation Référence
espèces contre ces antÏ2?:ènes

SAGA-1 Homme 15-25 kDa souns Liaison à zone Agglutination Présent dans le sérum Diekman et
CD52 (PI: 2,5-3) pellucide? Cytotoxicité pour les de patients infertiles al., 1999
S19 spermatozoïdes Origine épididymaire
H6-3C4 Inhibe : pénétration du mucus

cervical, liaison à ZP,
fécondation in vitro (souris)

SOB2 homme 17,5 kDa Fusion ovocyte Effet in vitro sur la liaison à Pas d'effet sur la Lefèvre et
(PI: 6,2) l'ovocyte mobilité al., 1997

SP-10 homme 18-34 kDa babouin Liaison Inhibe fécondation in vitro A l'intérieur acrosome Diekman et
secondaire à Spécifique du testicule Herr,1997
zone pellucide mais pas d'espèce

Etudes en cours avec
forme recombinante

Sp-17 lapin 17 kDa homme, Liaison à Zone Infertilité réversible et souche- Fait partie de la famille Lea et al.,
souns pellucide spécifique chez la souris des RSA 1998-a

Spécifique du tissu
Sp56 souns 56kDa Liaison à zone Effet in vivo chez la femelle Localisé sur Hardy et

pellucide l'acrosome, spécifique Mobbs,
d'espèce et de tissu 1999

TSA-1 homme 17,4 kDa Inhibition dose-dépendante de Spécifique du testicule Santhanam
la réaction acrosomique et Naz,

2001
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2.2.2.6 Antigènes étudiés chez le renard

Deux approches ont été adoptées pour l'identification de protéines spennatiques de

renard utilisables comme antigène pour un vaccin contraceptif (Bradley, 1994).

La première approche consiste à identifier chez le renard des protéines spennatiques

déjà caractérisées dans d'autres espèces, en utilisant les séquences d'ADN connues comme

sonde pour cribler une banque d'ADN de testicule de renard. Les protéines LDH-C4, PH-20

et PH-30 ont ainsi été identifiées. Une immunisation avec un peptide correspondant à

l'épitope antigénique de la LDH-C4, utilisé chez le babouin par Ü'Hern et al., (1995), a réduit

la fertilité de renardes de 53% par rapport à un groupe témoin (Bradley et al., 1997).

Cependant, ce résultat pose des problèmes de répétabilité (Bradley et al., 1999). L'homologue

vulpin de PH-20 a également été testé en tant que vaccin contraceptif mais les résultats ont été

décevants, sans doute en raison d'un problème d'immunogénicité (Xu, 1998). De plus, cette

protéine est très conservée entre les espèces (ten Have et al., 1998).

La seconde approche consistait à identifier des protéines inconnues en produisant des

anticorps monoclonaux dirigés contre les spennatozoïdes de renard. Cette stratégie a pennis

de séquencer la tSP-lO, l'homologue vulpin de la protéine spennatique humaine SP-lO

(Beaton et al., 1995). Des essais de contraception avec cette protéine ont montré qu'elle ne

peut pas être utilisée comme antigène pour un vaccin contraceptif chez le renard, en raison

notamment de sa faible antigénicité qui n'a pas pu être compensée par le choix d'un vecteur

approprié (de Jersey et al., 1999). L' ADNc d'une autre protéine spennatique de renard,

nommée FSA-1, a également été isolé et caractérisé (Beaton et al. 1994). Cependant,

l'anticorps monoclonal dirigé contre cette antigène donne une réaction croisée avec des

spennatozoïdes de chiens, chats, lapins, souris et d'hommes. De plus, il n'est pas spécifique

du spennatozoïde (il présente 86% d'homologie avec un ADNc de cerveau fœtal), et n'a pas

d'effet sur la fertilité des renards (Beaton et al., 1994). Il ne peut donc pas être utilisé comme

antigène pour un vaccin contraceptif.

Les travaux menés pour l'identification et la caractérisation d'antigènes spennatiques

de renard n'ont pas encore pennis d'obtenir un antigène efficace. Les protéines spennatiques

comme la LDH-C4, la SP-10, la PH-20 et la PH-30 ayant un potentiel immunocontraceptifne

sont pas spécifiques d'espèce, et la recherche d'épitopes spécifiques du renard s'est révélée

infructueuse (Xu, 1998 ; Bradley et al., 1999). De plus, des immunisations avec des protéines

recombinantes contenant des épitopes communs avec d'autres espèces (LDH-C4) ou avec les

protéines entières (LDH-C4, SP-10, PH-20) n'ont pas eu d'effets aussi intéressants que dans

d'autres espèces (Bradley et al., 1997; Xu, 1998 ; Bradley et al., 1999).

Selon l'équipe australienne ayant identifiée ces antigènes chez le renard, il est

nécessaire de ré-évaluer les approches utilisées pour l'identification des antigènes

spennatiques (Bradley et al., 1999). Il n'existe actuellement pas d'antigène spennatique

utilisable chez le renard.
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2.3 Objectifs de ce travail
L'objectif de ce travail est d'identifier des antigènes spennatiques utilisables pour un

vaccin contraceptif du renard. Les travaux préalables à cette thèse comprenaient le choix de la

stratégie et la production de sérums reconnaissant des antigènes spennatiques.

La démarche que nous avons suivie consistait dans un premier temps à identifier et à

sélectionner les antigènes spennatiques, en utilisant 3 types de sérums : des sérums de lapins

et de renards immunisés avec des protéines spennatiques, et des sérums de renards

vasectomisés. Nous avons ensuite cherché la séquence de ces protéines, en réalisant leur

microséquencage NHz-tenninal, puis en utilisant ces séquences pour amplifier par peR un

fragment de l'ADNc codant ces protéines. Deux de ces fragments ont été utilisés pour cribler

une banque d'ADNc de testicule de renard que nous avons réalisée. Enfin, nous avons

caractérisé certains antigènes sélectionnés, d'un point de vue biochimique en étudiant les

glycosylations, et d'un point de vue biologique en utilisant un antisérum spécifique de

certaines de ces protéines pour évaluer différentes propriétés de ces antigènes.
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3.1 : Conventions d'écriture

Sélection des antigènes

Sauf indication contraire, les réactifs et les anticorps sont fournis par Sigma.

Le nom des solutions est en italique. Les solutions commerciales dont la composition

n'est pas connue sont signalées par une étoile (par exemple: solution de lavage*). Sauf

indication contraire, les pourcentages sont donnés volume à volume.

Les abréviations utilisées sont récapitulées dans la liste des abréviations.

3.2 : Sélection des antigènes

3.2.1 Principe

Dans un premier temps, nous avons produit des sérums reconnaissant des antigènes

spermatiques de renard, en immunisant des lapins et des renards avec des protéines extraites

de spermatozoïdes de renards, et en étudiant la réponse humorale anti-spermatozoïdes de

renards vasectomisés. Nous avons vérifié si ces sérums reconnaissaient des protéines de

surface et établi par Western blot le catalogue des antigènes reconnus.

Après avoir cherché parmi les antigènes spermatiques ceux qui sont reconnus le plus

fréquemment par les sérums produits, nous avons déterminé sur un gel d'électrophorèse en

deux dimensions (2D) les aires les contenant. Enfin, nous avons testé par Western blot

chacune des protéines contenues dans deux de ces aires pour identifier les plus antigéniques.

3.2.2 Production de sérums polyclonaux anti-spermatozoïdes

3.2.2.1 Animaux

Pour la récolte de spermatozoïdes, une centaine de renards sauvages, tuée pour le

suivi de la vaccination orale, est utilisée.

Pour les protocoles d'immunisation de renards, 6 renards (Vulpes vulpes) adultes

sont utilisés. Ces animaux (3 femelles, 3 mâles) proveniennent de la Norwegian Fur Breeders

Association (Eidsvoll, Norvège). Ils sont logés individuellement dans des cages extérieures,

en accord avec les directives vétérinaires. Ces animaux sont nourris avec une ration

quotidienne de 120 g de nourriture pour chiens (27 g protéines, 16 g lipides, 37 g de glucides

pour 100 g de nourriture) et ont de l'eau ad libitum.

Pour les expériences de vasectomie, 6 renards mâles âgés de 2 ans sont utilisés. Ils

proviennent du même fournisseur, et sont élevés comme décrit précédemment.

Pour la production d'anticorps polyc1onaux anti-spermatozoïde, 3 lapines adultes

New-Zealand (Elevage scientifiques des Dombes, France) sont utilisées.

Ces animaux sont élevés en accord avec les recommandations du Conseil Canadien

de Protection des Animaux.
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3.2.2.2 Extraction de protéines spermatiques

Sélection des antigènes

3.2.2.2.1 : Récolte des spermatozoïdes épididymaires de renards

Les spermatozoïdes sont collectés pendant la saison d'activité testiculaire (de janvier

à mars), par perfusion rétrograde de la queue de l'épididyme de renards sauvages. Après

dissection du testicule, l'épididyme est isolé, et une incision est effectuée dans la queue de

l'épididyme. Une perfusion est alors réalisée par le canal déférent avec 1 mL de PBS (140,0

mM chlorure de sodium; 6,7 mM chlorure de potassium; 1,4 mM phosphate de potassium ;

6,7 mM phosphate de sodium; 1,0 mM chlorure de magnésium; pH 7,3). Le fluide

épididymaire contenant les spermatozoïdes est collecté. Une goutte est déposée sur une lame

afin de vérifier au microscope la qualité des spermatozoïdes. Si celle-ci est satisfaisante

(nombre, mobilité, faible présence d'autres cellules), un lavage est effectué avec du PBS par

centrifugation 5 min à 2 000 g. Pendant ce temps, une numération est réalisée à l'aide d'une

cellule de Malassez.

Les spermatozoïdes sont dilués dans un volume donné de PBS, afin de pouvoir

réaliser des aliquots de 108 spermatozoïdes, qui sont centrifugés 5 min à 14 000 g. Certains

culots sont congelés à -80°C, ils seront utilisés pour l'extraction des protéines servant aux

Western blots. D'autres sont directement utilisés pour l'extraction des protéines servant à

immuniser les animaux, ou sont repris dans un faible volume de PBS et fixés pour

l'immunofluorescence et pour les études en microscopie électronique.

3.2.2.2.2 : Extraction des protéines

Pour les protocoles d'immunisation, les protéines spermatiques sont extraites avec

100 ilL de l'une de ces solutions à partir de spermatozoïdes frais (non congelés) lavés:

solution A: 0,1 % triton X100,

solution B : 30 mM n-octyl glucoside,

solution C : 0,05 % igepal,

et pour chaque solution (A, B et C) nous avons ajouté: 0,15 mM aprotinine, 0,2 mM

PMSF et 0, l mM benzamidine.

Après agitation 5 min sur une roue, les échantillons sont centrifugés 5 min à 14 000

g, et le surnageant contenant les protéines est récupéré.

Pour les électrophorèses en une ou deux dimensions, 200 ilL de tampon échantillon

(10% glycérol ; 6,25 mM tris-HCl pH 6,8 ; 2% (Plv) SDS ; 5% p-mercaptoéthanol ; 0,005%

bleu de bromophénol) ou de tampon 2D (9,5 Murée ; 2% igepal ; 2% ampholines 3,5­

9,5 (Pharmacia) ; 5% p-mercaptoéthanol ; 0,005% bleu de bromophénol) sont ajoutés aux

aliquots contenant 108 spermatozoïdes. Après agitation 5 min sur une roue, les échantillons

sont centrifugés 5 min à 14 000 g et les surnageants contenant les protéines sont récupérés et

Page 62



Matériel et Méthodes Sélection des antigènes

regroupés. Ils sont ensuite chauffés 5 min à 95°C pour l'électrophorèse en 1 dimension, ou 1h

à 37°C pour l'électrophorèse en 2 dimensions.

3.2.2.2.3 : Dosage des protéines

Ce dosage est réalisé en microplaque avec une méthode commerciale insensible à la

présence de détergent (De Protein Assay, BioRad), dont le principe est adapté de la méthode

de Lowry et al. (1951). Trente-deux /!L d'un inhibiteur* de l'effet de détergents sont ajoutés à

1,6 mL d'une solution de cuivre*, et 25 /!L de cette préparation sont ajoutés dans les puits

contenant 15 /!L des échantillons à quantifier, purs ou dilués dans du PBS. Deux cents /!L du

réactif de Folin* dilué sont alors ajoutés à chaque puit, et après 15 min d'incubation à

l'obscurité, l'absorbance est mesurée à 690 nm. La gamme étalon est établie par dilution de

BSA (fraction V) dans la solution détergent utilisée pour les protéines à doser. Chaque

échantillon est testé en triple.

3.2.2.3 Immunisation de lapins

Deux cent /!g de protéines extraites avec les solutions A, B ou C sont émulsifiés

séparément avec de l'adjuvant complet de Freund et injectés par voie sous-cutanée à 3 lapines

(dénommées respectivement LI à L3). Après 3 semaines, une injection de la même

préparation protéique émulsifiée dans de l'adjuvant incomplet de Freund est réalisée. Les

sérums sont collectés au 42ème jour.

3.2.2.4 Immunisation de renards

Trois cent /!g de protéines extraites avec les solutions A, B ou C, sont émulsifiés

séparément avec de l'adjuvant complet de Freund et injectés par voie sous-cutanée à 3 renards

mâles (nommés respectivement RI, R3, R5) et à 3 femelles (nommés R2, R4, R6), au début

de la saison de reproduction (en janvier). Deux rappels avec la même préparation protéique,

émulsifiée dans de l'adjuvant incomplet de Freund, sont réalisés à 1 mois d'intervalle. Les

sérums sont collectés à JO, J60, J75, J90 et J120.

3.2.2.5 Vasectomie de renards

Six renards adultes, nommés R27 à R32, sont vasectomisés bilatéralement à travers

une incision inguinale, sous anesthésie réalisée avec un mélange d'acépromazine (0,2 mglkg)

- kétamine (15 mglkg). Les vas déférents sont ligaturés en 2 sites séparés de 5 mm avec un fil

de Prolène (Polypropylène, Ethicon, Issy-les-Moulineaux, France), et puis coupés aux

ciseaux. L'ouverture est refermée en utilisant du fil résorbable en Vicryl (Polyglactine,

Ethicon). Les sérums sont prélevés le jour de l'opération (JO), et à intervalle de 30 jours

pendant 150 jours. Pour le renard R28, le sérum est également récolté 2 ans plus tard, pendant

la saison de reproduction, toutes les semaines.
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3.2.3 Sélection des sérums de renards reconnaissant des antigènes situés en

surface des spermatozoïdes

3.2.3.1 Récolte de spermatozoïdes éjaculés de renards

Des spermatozoïdes de renards sont obtenus par manipulation digitale d'animaux

sélectionnés, qui sont habitués à ce type de prélèvement. La qualité des spermatozoïdes est

vérifiée au microscope.

3.2.3.2 Fixation des spermatozoïdes pour l'immuno{luorescence

Les spermatozoïdes éjaculés sont lavés dans du PBS -1% BSA (fraction V) (3 mL

pour 1 mL d'éjaculat, centrifugation 8 min à 6000 g). Ils sont ensuite remis en suspension

dans 500 ilL de PBS et étalés sur des lames. Les frottis sont séchés à l'air, puis fixés 5 min

avec du méthanol conservé à -20°C. Les lames sont enveloppées dans du papier absorbant et

du papier aluminium, et conservées à -20°C.

3.2.3.3 Immunolocalisation des protéines en FITC

Les lames sont saturées 40 min sous atmosphère humide avec du PBS-BSA, avant

d'être incubées 1 h avec les sérums des renards immunisés RI à R6 prélevés à J90 et des

renards vasectomisés (R27 à R32, prélevés à JO et J120) dilués au 11500 dans du PBS-BSA.

Après 3 lavages de 5 min dans du PBS, elles sont incubées 1 h avec un anticorps de lapin anti­

IgG de chien (Tebu) dilué au 11500, lavées 3 fois au PBS, et finalement incubées 1 h dans

l'obscurité avec un anticorps de chèvre anti-lapin marqué au FITC (Sigma), dilué à 1180.

Après 3 lavages dans le PBS, les lames sont montées dans une solution de Glycérol­

PBS (1 :1), avec une lamelle, et observées au grossissement x400 à l'aide d'un microscope à

fluorescence (Olympus Optical CO, Hambourg, Allemagne). Les images sont acquises à

l'aide d'une caméra numérique (DP50, Olympus).

3.2.4 Identification des antigènes par Western blot

3.2.4.1 Préparation des antigènes

Les protéines spermatiques sont préparées comme décrit dans la section 3.2.2.2.

3.2.4.2 Séparation des protéines par SDS-PAGE

3.2.4.2.1 Préparation des gels

Les électrophorèses sont réalisées dans des conditions réductrices d'après la méthode

de Laemmli (1970). Les gels, de teneur variable en acrylamide (10 à 15%) sont coulés entre

deux plaques de verre séparées de 1 mm, et sont montés dans une cuve Protean™ II (BioRad).

Pour la réalisation des gels, les réactifs suivants sont mélangés dans l'ordre du

tableau 3.
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Tableau 3 : Composition des gels de concentration et de séparation utilisés pour la séparation

des gels en SDS-PAGE, volumes utilisés pour 2 gels à 13,5% d'acrylamide.

acrylamide/bis 37,5: 1, 30%
eau distillée
tris-HCl1,5 M pH=8,8
tris-HeI1,0 M, pH=6.8

SDS 10%
ammonium persulfate 10%
TEMED
Volume final

Gel de séparation (13,5%)
27 mL

16,8 mL
15mL

dégazage sous vide
0,6 mL
0,6 mL

0,024 mL
60mL

Gel de concentration (4%)
6,8 mL
1,7mL

1,25 mL

0,1 mL
0,1 mL

0,01 mL
10mL

3.2.4.2.2 Electrophorèse

Les gels polymérisés sont placés dans la cuve à électrophorèse contenant le tampon

de migration (25 mM trizmabase; 192 mM glycine). Les échantillons (10 ilL d'antigènes

spermatiques ou d'extraits de différents organes de renard) sont dilués dans le tampon

échantillon, chauffés 5 min à 95°C puis déposés dans les puits des gels. Un marqueur de poids

moléculaire est déposé dans un puits. La migration est réalisée à courant constant de 30 mA

par plaque pour les grands gels, et à voltage constant pour les minigels (15 min à 80V, 1h15 à

130V) ; à une température constante de 14°C. Lorsque le front de migration arrive près du bas

du gel (environ 4 h pour les grands gels), la migration est stoppée et les gels sont délicatement

décollés des plaques. Ils sont alors colorés (section 3.2.4.4) ou utilisés pour un Western blot

(section 3.2.4.5).

3.2.4.2.3 Séparation sur gels Tris-Tricine

Afin de séparer les protéines de faible masse moléculaire, certaines électrophorèses

sont réalisées à l'aide de gels tris-tricine (gel de séparation à 16,5%, gel de concentration à

4%). Dans ce cas, le protocole expérimental est le même que celui décrit plus haut, mais le

gel, le tampon de migration (100 mM tris; 100 mM tricine; 0,1 % (P/v) SDS ; pH 8,3) le

tampon échantillon (200 mM tris-HeI pH 6,8; 40% glycérol ; 2% (P/v) SDS; 0,04% bleu de

Coomassie G-250) et le marqueur de poids moléculaire sont préparés par le fournisseur

(BioRad).

3.2.4.3 Méthode de séparation des protéines en double dimension

Les électrophorèses en double dimension sont réalisées selon la méthode décrite par

ü'Farrell (1975).

3.2.4.3.1 Gel de première dimension: IsoElectroFocusing

Le première dimension (IEF) est réalisée dans des tubes en verre de 1 mm de

diamètre interne. Les tubes sont remplis par capillarité sur 12 cm par le gel IEF (llg urée;
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2,66 mL acrylamide/bis 17,5:1 ; 4 mL igepal 10%; 1,5 mL ampholines 3,5-9,5; 20 ilL

persulfate d'ammonium 10% ; 14 ilL TEMED ; dans un volume final de 12 mL), et laissés à

polymériser 2h.

Après polymérisation, les gels sont placés en pré-migration, avec le tampon

cathodique O,02M soude, et le tampon anodique 0,01 M acide phosphorique. Chaque gel IEF

est recouvert de 10 ilL de tampon 2D et de 10 ilL de tampon 4M urée. Les gels sont soumis à

un voltage de 200 V pendant 15 min, puis 30 min à 300 V et 30 min à 400 V, à 20°e. Ceci

permet d'établir un gradient de pH dans les gels.

La pré-migration terminée, le haut des tubes est rincé 2 fois avec de l'eau distillée, et

les protéines spermatiques sont déposées, à raison de 75 ilL de préparation spermatique par

gel. Les échantillons sont recouverts de 10 ilL de tampon urée, et une nouvelle préparation de

soude dégazée est déposée sur la partie supérieure de la cuve. La migration a lieu à courant

constant de 400 V pendant l6h, puis 1h à 800 V, à 4°e.

Les boudins IEF sont démoulés par pression à l'aide d'une seringue et équilibrés 30

min dans le tampon d'équilibration (10% glycérol ; 5% ~-mercaptoéthanol ; 2,3% SDS ; 6,25

mM tris-Hel pH6,8). Ils sont utilisés immédiatement ou après congélation à -20°e. Afin de

connaître le gradient de pH, deux boudins IEF ne sont pas équilibrés, mais sont découpés en

fragments de 5 mm qui sont mis dans de l'eau distillée dégazée. Après passage 10 min dans

un bain à ultra-sons, le pH de chaque fragment est mesuré.

3.2.4.3.2 Gel de deuxième dimension

Les gels sont préparés selon la méthode décrite pour les électrophorèses SDS-PAGE

en simple dimension. Les boudins sont décongelés à température ambiante et déposés sur les

gels de concentration, puis soudés avec de l'agarose 1% (Plv) liquéfié par chauffage.

L'électrophorèse est réalisée comme décrit dans la section 3.2.4.2.2.

3.2.4.4 Coloration des gels

Les colorations sont réalisées à température ambiante sous agitation.

3.2.4.4.1 Au bleu de Coomassie

Cette technique est dérivée de celle décrite par Wu et Welsh (1996). Les gels sont

d'abord fixés 1h dans la solution de décoloration (10% acide acétique; 40% méthanol), puis

colorés 1h dans la solution de coloration (0,2% (Plv) bleu de Coomassie R-250; 10% acide

acétique; 40% méthanol) filtrée, avant d'être décolorés au moins 2h dans la solution de

décoloration.

3.2.4.4.2 Au nitrate d'argent

Cette technique est dérivée de celle décrite par Morrissey (1981). Après fixation au

moms 2h dans la solution de flXation (50% méthanol ; 12% acide acétique; 0,5 %0

formaldéhyde), les gels sont réhydratés 2 fois 20 min dans une solution à 50% d'éthanol, puis

une fois 20 min dans une solution à 30% d'éthanol. Ils sont ensuite lavés 1 min avec la
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solution de prétraitement (0,2% plv thiosulfate de sodium), rincés 2 fois 20 sec à l'eau

distillée, et incubés 20 min dans la solution d'argent (0,2% plv nitrate d'argent; 0,750/00

fonnaldéhyde). Après 2 rinçages de 20 sec à l'eau distillée, les gels sont incubés dans la

solution de développement (6% plv carbonate de sodium; 2% solution de prétraitement; 0,5

%0 fonnaldéhyde) jusqu'à ce que la coloration soit satisfaisante (environ 10 min). A ce

moment, la réaction est stoppée à l'acide acétique.

3.2.4.4.3 Séchage des gels

Après une incubation de 15 min dans le tampon de séchage (2% glycérol ; 20%

éthanol), les gels sont étalés entre 2 feuilles de cellophane humidifiées, et séchés

verticalement pendant au moins 24h.

3.2.4.5 Western blot

3.2.4.5.1 Transfert

Le transfert est réalisé selon le protocole décrit par Towbin et al., (1979). Après la

migration, le gel est équilibré dans le tampon de transfert (20%méthanol ; 192 mM glycine;

25 mM tris) 2 fois 15 min. Dans le même temps, une membrane de nitrocellulose (BioRad) le

papier Wattman ainsi que le papier fibre sont humidifiés dans ce même tampon. Le transfert

des protéines du gel sur la membrane se fait dans un champ électrique, de l'anode vers la

cathode. Le courant est maintenu constant à 0,45 A pendant 2h, à 4°C sous agitation pour les

grands gels, et à 100 V pendant 1h pour les petits gels.

Pour vérifier la qualité du transfert, la membrane peut être colorée au rouge

Ponceau par incubation 5 min dans le rouge Ponceau S (0,2% (Plv) dans une solution de 30%

acide trichloroacétique ; 30% acide sulfoalicylique), puis rinçage à l'eau distillée.

3.2.4.5.2 Western blotting

Le Western blot est réalisé à température ambiante et sous agitation. Après le

transfert, la membrane est saturée pendant 1 h dans une solution de PBS-5% (Plv) lait écrémé.

La membrane est ensuite rincée dans le PBS, et incubée toute la nuit (16h) avec l'anticorps

primaire dilué dans du PBS.

Dans le cas où l"anticorps primaire provient des sérums de renards (sections 3.2.2.4

et 3.2.2.5), ceux-ci sont utilisés au 1/1 000. Après 3 lavages de 5 min dans le PBS - 0,05%

tween20 les membranes sont incubées 1 h avec un anticorps anti-IgG de chien produit chez

le lapin (Tebu) dilué au 1/1000. Puis, après 3 lavages dans le PBS-tween, les membranes sont

incubées 1 h avec un anticorps de chèvre anti-lapin marqué à la péroxydase (dilution: 1130

000), avant d'être lavées 3 fois dans du PBS-tween et révélées au DAB ou en

chimiluminescence.

Dans le cas où l'anticorps primaire provient d'un sérum de lapin à 111 000 (section

3.2.2.3), la membrane, après 3 lavages dans le PBS-Tween, est incubée 1 h avec un anticorps
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de chèvre anti-lapin marqué à la péroxydase dilué au 1130000 puis, après 3 nouveaux lavages

dans le PBS-Tween, les complexes sont révélés au DAB ou en chimiluminescence.

Enfin, dans le cas où nous utilisons comme anticorps primaire un sérum de souris

dilué à 1/1000 (section 3.4.3.1.2), la membrane, après 3 lavages dans le PBS-Tween, est

incubée 1 h avec un anticorps de chèvre anti-souris marqué à la péroxydase (dilution: 1/10

000), lavée 3 fois au PBS-Tween, et les complexes sont révélés au DAB ou en

chimiluminescence.

3.2.4.5.3 Révélation

3.2.4.5.3.1 Au DAB

La membrane est révélée dans un bain de chromogène (solution de DAB : 0,7 % (P/v)

de 3 3' diaminobenzidine; 0,7 %0 de péroxyde d'hydrogène 30%) jusqu'à ce que le contraste

soit satisfaisant. Elle est ensuite lavée à l'eau distillée et séchée à l'air, tandis que la solution

de DAB est neutralisée à l'eau de Javel et éliminée.

3.2.4.5.3.2 En chimiluminescence

Pour la révélation par chimiluminescence, nous utilisons un kit commercial (Pierce)

dont le principe est celui décrit par Walter et al (1995), en suivant les recommandations du

fabriquant. Après un rinçage dans le PBS, la membrane est recouverte pendant 5 min d'un

mélange (1 :1) du substrat de la péroxydase, et de l'amplificateur du signal lumineux. La

membrane recouverte d'un film plastique est ensuite mise en contact avec un film photo

(Kodak: BioMax) pendant un temps pouvant varier de 5 secondes à 15 min suivant l'intensité

du signal. Le film est révélé après une incubation de 5 min dans une solution de

développement et 10 min dans une solution de fixation photo.

3.3 : Détermination de la séquence des ADNc codant

les antigènes sélectionnés

3.3.1 Principe

Nous avons établi la séquence NH2-terminale de 6 des 7 protéines sélectionnées.

. Pour cela, nous avons purifié par électrophorèse en 2 dimensions les protéines sélectionnées,

puis nous avons fait réaliser leur microséquençage selon la technique d'Edman par le Service

Commun de Séquençage des Protéines de l'Université Henri Poincaré. Nous nous sommes

appuyés sur les séquences obtenues pour interroger les banques de données existantes et pour

réaliser l'amplification par PCR d'un fragment de l'ADN codant ces protéines. Ces fragments

ont été clonés et séquencés, et l'analyse des séquences a été réalisée. Deux fragments ainsi

produits ont servi de sonde pour le criblage d'une banque d'ADNc de testicule de renard que

nous avons réalisée.
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Une banque d'ADNc regroupe les informations codées par les ARNm d'un tissu

particulier. Les ARN étant très fragiles de nature, ils sont convertis en ADN double brin, plus

stable, qui est inséré dans un vecteur phagique lambda auto-répliquant. Les clones sont

ensuite criblés par Southern blot, en utilisant comme sonde les inserts des fragments de PCR

clonés. Les clones positifs sont sous-clonés puis séquencés.

3.3.2 Séquençage NHrterminal

3.3.2.1 Préparation des protéines

Vingt spots de chacune des protéines sélectionnées P3, P4, P5, P7, P8 et PB,

correspondant à un minimum de 4 à 1°Ilg de protéines, sont purifiés par électrophorèse en 2

dimensions. Les spots sont découpés, puis broyés et chauffés 20 min à 95°C. Ils migrent de

nouveau sur un gel de polyacrylamide, puis sont transférés sur une membrane de PVDF

(Millipore) humidifiée au méthanol, qui est colorée au Bleu de Coomassie.

La quantité de la protéine PlI étant très faible, 40 spots de cette protéine sont

électroélués, puis le volume de l'éluat est réduit par lyophilisation. Nous avons vérifié sur la

Lysosine provenant du marqueur de poids moléculaire que cette procédure n'interfère pas

avec le microséquençage d'Edman.

3.3.2.2 Séquençage

Les bandes colorées subissent une analyse de la séquence NH2-terminale sur un

microséquenceur 476A (Applied Biosystems, Applera Corp, Foster City, USA), en suivant les

recommandations du fabricant. Cet appareil utilise la chimie d'Edman, basée sur la

dégradation séquentielle de la chaîne peptidique qui libère les acides aminés (Edman, 1956).

Ceux-ci sont détectés par leur dérivé phénylthiohydantaire (Edman et Begg, 1967) après

passage sur une colonne PTH (Applied Biosystems) et lecture à 269 nm.

3.3.2.3 Analyse des séquences

Les séquences établies sont utilisées pour interroger les banques de données

SwissProt et EMBL disponibles sur internet, à l'aide du logiciel Blast 2.0 (Altschul et al.,

1997). Les comparaisons sont effectuées au niveau protéique (ce qui est plus adapté pour la

recherche de protéines homologues que les alignements au niveau ADN) en utilisant le code à

une lettre. Les recherches sont effectuées sans filtre ni matrice, afin d'obtenir une meilleure

sensibilité (Brenner, 1998), avec les options suivantes: Expect (E)=1000, Description

(V)=50, Alignement (B)=50, code génétique universel. Les homologues ayant la plus faible E

value sont considérés.
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3.3.3 Amplification d'un fragment d'ADNe

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

3.3.3.1 Prélèvement de testicule et d'épididyme

Afin d'étudier l'expression des gènes par l'étude des ARNm, des testicules et des

épididymes sont rapidement prélevés sur des renards fertiles de notre station d'élevage,

pendant la saison de reproduction. Immédiatement après la dissection, les tissus sont congelés

dans de l'azote liquide puis conservés à -80°C.

3.3.3.2 Extraction et purification des ARNm

3.3.3.2.1 : Extraction des ARN totaux

Les ARN étant très sensibles aux ARNases, les précautions suivantes sont respectées

(Sambrook et al., 1989) :

utilisation de matériel plastique à usage unique, certifié exempt de ARNase ;

stérilisation par chauffage 8h à 200°C de la verrerie, pinces, spatules, feuilles

d'aluminium, mortier et mandrins;

traitement de l'eau ultra-pure avec 0,1% de DEPC (24h à 37°C puis 1h à 123°C) ;

port de gants à usage unique.

Les ARN sont extraits à partir des fragments de testicule ou d'épididyme de renards

conservés à -80°C. Ces fragments sont broyés mécaniquement sous vapeur d'azote liquide.

La poudre obtenue est mélangée avec 1 mL de Trizol (Life Technologies) par gramme de

tissu. L'homogénat subit alors une extraction au chloroforme (0,3 mL par mL d'homogénat),

et après une centrifugation (10 min, 12000 g), la phase aqueuse est récupérée, et les ARN sont

précipités par addition de 700 ilL d'isopropanol. Après centrifugation 10 min à 12000 g à

4°C, le surnageant est éliminé et un lavage à 75% d'éthanol (préparé avec de l'eau DEPC) est

réalisé dans les mêmes conditions. Le culot est séché à température ambiante, puis les ARN

sont dissous dans 50 ilL d'eau DEPC.

3.3.3.2.2: Vérification de la qualité des ARN

La pureté (contamination par des protéines) des ARN extraits et leur quantité sont

estimés par mesure de l'absorbance à 260 et 280 nm, réalisée à l'aide d'un Biophotometer

(Eppendorf). Afin de vérifier leur qualité (formes dégradées) les ARN subissent une migration

en condition dénaturante. Pour cela, 10 ilL d'ARN sont mélangés avec 10 ilL de tampon de

dénaturation (50% formamide; 12% formaldéhyde; 5mM EDTA pH 8) et 2 ilL de tampon

de charge (50% glycérol ; 0,2% bleu de bromophénol), puis ils sont chauffés 3 min à 80°C et

déposés sur un gel d'agarose (1 % (Plv) agarose; 5% formaldéhyde; 0,1 % GelStar (Tebu)

dans du tampon MOPS: 0,2 M MOPS, 50 mM acétate de sodium, 5 mM EDTA). Après

migration 2h à 48 V dans du tampon MOPS, les ARN sont visualisés par transillumination à

302 nm.
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3.3.3.2.3 : Purification des ARNm

Les ARNm sont purifiés à l'aide d'un kit commercial (Oligotex rnRNA purification

kit, Qiagen) en respectant les consignes du fabricant. Les ARN sont dénaturés 3 min à 70°C,

puis incubés 10 min à température ambiante avec des billes de silice recouvertes d'un

oligonucléotide poly-dT qui va s'hybrider avec la queue poly-A des ARNm. Après une

centrifugation 2 min à 14000 g, le surnageant est éliminé et le culot contenant les billes et les

ARNm fixés sur les queues poly-dT est remis en suspension dans un tampon OW2*. Cette

solution est placée sur une colonne qui retient les billes, et le tampon est éliminé par

centrifugation. Après un second lavage dans le tampon OW2*, les ARNm fixés aux billes sont

deshybridés des queues poly-dT des billes dans une solution de tampon OEB* à 70°C, et sont

élués par une centrifugation 1 min à 14000 g.

3.3.3.3 Synthèse d'un brin d'ADNe

3.3.3.3.1 : Reverse Transcription

Immédiatement après l'extraction, l'AR1'J est transcrit en ADNe. Pour cela, 5 JlL

d'ARN (environ 50 ng) sont ajoutés à 1 mM de déoxynucléotides triphosphate et à 1,6 Jlg

d'amorces oligo-dT, puis dénaturés 5 min à 70°C. Ils sont ensuite ajoutés au milieu

réactionnel (50 mM tris-HeI pH 8,3 ; 75 mM KCl; 3 mM MgCh; 10 mM DTT; 50 unités

inhibiteur d'ARNase, 20 unités de M-MLV Reverse Transcriptase) dans un volume final de

20 JlL. Ce mélange est placé dans le thermocycleur (Mastercycleur gradient, Eppendorf) et

soumis au programme suivant: 60 min à 42°C (action de la Reverse Transcriptase), 5 min à

95°C (dénaturation de la Reverse Transcriptase) et 5 min à 4°C.

3.3.3.3.2 : RACE PCR

Cette étape est réalisée à l'aide d'un kit fourni par Life technologies. Pour la synthèse

d'un brin d'ADNe, 50 ng d'ARNm sont ajoutés à 500 nM d'amorces AP (Adaptator Primer)

et dénaturés 10 min à 70°C. Ce mélange est ensuite ajouté au milieu réactionnel (20 mM tris­

HCl pH 8,4; 50 mM KCl, 2,5 mM MgCh, 10 mM DTT et 500 JlM de chaque

oligonucléotide). Après équilibration 5 min à 42°C, 200 unités de l'enzyme SuperScript II RT

sont ajoutés, et le tube est incubé 50 min à 42°C, 15 min à 70°C puis 1 min à 4°C. Deux

unités d'ARNase H sont alors ajoutés pour détruire les ARN, et le tube est placé 20 min à

37°C.

3.3.3.4 PCR

3.3.3 .4.1 : Choix des amorces

La séquence des amorces utilisée est présentée dans le tableau 4. Ces amorces sont

synthétisées par Genome Express division (Montreuil, France).
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Tableau 4 : Amorces utilisées pour la PCR.

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

Séquence Sens (5'- 3') Séquence antisens (3' - 5')
P3 AAR gTN Y1N CAR gAY ITY gg amorce AUAP : ggC CAC gCg TCg ACT AgT AC

P4 TAY CAR ACN gAY gAR YTN gC amorce AUAP : ggC CAC gCg TCg ACT AgT AC
PS AAR gTN ggN gAY gCN ATH CC amorce AUAP : ggC CAC gCg TCg ACT AgT AC
P7 Tgg ggN gAR Y1N gAR gT amorce AUAP : ggC CAC gCg TCg ACT AgT AC

P8 GTN CCN ACN gAY gAYgAR CAR g amorce AUAP : ggC CAC gCg TCg ACT AgT AC
P13 TgCITA TgA TCAAgCTCCTgAg CCT TCT gCA TCC Agg AgT Tg

3.3.3.4.2 : Réaction de Polymérisation en Chaîne

Le protocole de PCR est optimisé par chacune des séquences cibles, en faisant varier

la température d'hybridation puis la concentration en MgC}z. Deux JlL d'ADNc sont ajoutés à

18 JlL de milieu réactionnel, dont la composition est donnée dans le tableau S. Ce mélange est

ensuite placé dans le thermocycleur et soumis au programme suivant: S min à 94°C

(dénaturation initiale de l'ADN et activation de la Taq Platinium ; 30 cycles de 4S sec à 94°C,

1 min à la température d'hybridation et 1 min à 72°C (élongation) ; et à la fin de ces cycles

une élongation finale de 10 min à 72°C est réalisée. La température d'hybridation est

optimisée pour chaque PCR (tableau S).

Tableau 5 : Composition des milieux réactionnels utilisés pour la PCR et Tm utilisées.

P3 P4 P5 P7 P8 PB
Tris HCl (pH 8,4) 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM 20 mM
KCl SOmM SOmM SOmM SOmM SOmM SOmM
MgC}z 0,7S mM 1mM 1mM 0,7SmM 1mM 1,SmM
Amorce sens (tableau 4) 2JlM 2JlM 2JlM 2JlM 2JlM 1JlM
Amorce antisens (tableau 4) 0,2 JlM 0,2 JlM 0,2 JlM 0,2 JlM 0,2 JlM 1JlM
dNTP 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Taq Platinium DNA polymerase 1 unité 1 unité 1 unité 1 unité 1 unité 1 unité
Température d'hybridation 4SoC SO°C 66°C S8°C 6SoC S6°C

3.3.3.4.3 : Migration des échantillons

Dix JlL d'ADN amplifié sont mélangés à 2 JlL de tampon de charge 6x (0,03% bleu

de bromophénol ; 0,03%, xylène cyanol ; 0,4% orange G, lS% Ficoll 400, 10 mM tris-HCl

pH 7,S ; SO mM EDTA pH 8,0), puis analysés par électrophorèse en gel à 2% d'agarose (2%

(Plv) agarose, O,S Jlg/mL bromure d'éthidium ou GelStar dans du tampon TBE lx). Après

migration 1h30 à 100 mV dans du tampon TBE lx (90 mM tris; 90 mM acide borique; 2 mM

EDTA pH 8,0), les échantillons sont visualisés par transillumination à 302 nrn.

3.3.3.5 Purification de l'ADN amplifié

L'ADN amplifié est extrait des gels par centrifugation 20 mm à 14000 g des

fragments de gel sur une colonne commerciale, Gene-Elut (Supelco).
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L'éluat (environ 100 ilL) est ensuite précipité. Pour cela, 200 ilL d'éthanol absolu

froid, 35 ilL de glycogène à 2 mg/ml, et 35 ilL d'acétate d'ammonium 5M sont ajoutés, et le

mélange est précipité toute la nuit à -20°C. Après une centrifugation 30 min à 14000 g, le

culot est lavé 2 fois avec 100 ilL d'éthanol à 70°, puis séché à température ambiante et repris

dans 10 ilL d'eau ultrapure. Il est ensuite dosé.

3.3.3.6 Clonage

Le clonage est réalisé à l'aide d'un kit commercial, SureClone™Ligation kit

(Amersham Phannacia), en respectant les consignes du fabricant. Les fragments de PCR sont

préparés pour la ligation en utilisant l'activité exonucléase 3' -5'du fragment de Klenow de

l'ADN polymérase I, pour éliminer la base située en 3' (réaction d'émoussage), tandis qu'une

phosphorylation est effectuée par une T4 polynucléotide kinase. Pour cela, de 100 à 150 ng de

produit de PCR sont ajoutés à 1 ilL de fragment de Klenow, 1 ilL de polynucléoside kinase,

dans du tampon lx*, et incubés 30 min à 37°C. Le mélange subit ensuite une extraction au

phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) pH 8. L'éluat est récupéré par

centrifugation 30s à 12000 g sur une colonne contenant une résine d'exclusion Sépharyl.

L'éluat est utilisé pour la réaction de ligation. Pour cela, 7 ilL d'éfluent sont ajoutés à

50 ng de vecteur déphosphorylé pUC18/Sma, 1 ilL de solution DTT, 1 ilL de T4 DNA ligase,

dans du tampon de ligation*, et le mélange est incubé 1h 45 à 16°C.

Dix ilL de ce produit de ligation sont utilisés pour transformer 100 ilL de bactéries

DH5a, décongelées sur glace. Pour cela, le mélange est incubé 30 min sur glace, puis un choc

thermique (20 sec à 37°C, puis 2 min sur glace) est réalisé et 950 ilL de milieu SOC (2% (P/v)

bactotryptone; 0,55 % (p/v) extrait de levure; 10 mM NaCL; 10 mM KCI ; 20 mM MgCh ;

20 mM glucose; Life Technologies) sont ajoutés. Les bactéries sont incubées 1h à 37°C sous

agitation orbitale. Elles sont ensuite centrifugées 5 min à 2500g, resuspendues dans lOOIlL de

milieu SOC, et étalées sur une gélose LB agarose (1,5 % (P/v) d'agarose dans du milieu LB:

1% (P/v) peptone140, 0,5 % (P/v) extrait de levure 5 g/L, 170 mM NaCI) contenant de

l'ampicilline (100 mg/L), de l'XGal (50 mg/L) et 1 mM d'IPTG. Cette culture est incubée au

moins 16h à 37°C pour permettre la croissance des colonies bactériennes.

Les colonies ayant incorporé le plasmide poussent, grâce au gène de résistance à

l'ampicilline porté par le plasmide. L'insertion des inserts dans les vecteurs inhibe le gène de

LacZ, produisant des colonies blanches. Au contraire, dans les vecteurs vides, le gène de

LacZ est actif ce qui confère une coloration bleue à la colonie. Une PCR de criblage est

réalisée sur les colonies blanches, avec des amorces spécifiques du vecteur pUC18 utilisé,

choisies de part et d'autre du site d'insertion. Pour cela, 2 ilL de suspension bactérienne sont

ajoutés au milieu réactionnel (1,5 mM MgCh, 20 mM Tris HCI (pH8,4), 50 mM KCI, 0,2

mM de chaque oligonucléotide, 1 pm de chaque amorce M13sens et M13antisens, et 2,5

unités d'enzyme Taq Platinium). Ce mélange est placé dans le thermocycleur et soumis au
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programme suivant: 10 min à 94°C, 30 cycles de 30 sec à 94°C, 1 min à 50°C, 1 min à 72° ;

puis 10 min à 72°C. Les produits de PCR sont ensuite analysés sur un gel d'agarose comme

décrit plus haut (section 3.3.3.4.3), les clones ayant incorporé un vecteur vide ont une taille de

137 pb.

Les clones positifs sont mis à pousser dans 5 mL de milieu LB contenant de

l'ampicilline (100 mg/L de milieu), et incubés toute la nuit à 37°C. Après ajout de 15% de

glycérol, les bactéries sont congelées pendant 1 h à -20°C puis conservées à -80°C.

3.3.3.7 Séquençage

3.3.3.7.1 : Purification des plasmides

Cette purification est effectuée à l'aide d'un kit commercial, Perfectprep plasmid

mini (Eppendorf), en respectant le protocole du fabricant.

Un mL de culture de bactéries contenant l'insert est centrifugé 20 s à 12000g, puis le

surnageant est éliminé et 1 mL de cette même culture bactérien_ne est ajouté au culot. Une

nouvelle centrifugation est réalisée dans les mêmes conditions. Le culot est resuspendu dans

100 llL de solution 1*, puis 100 llL de solution 11* sont ajoutés pour lyser les bactéries. Cette

solution est neutralisée par ajout de 100 llL de solution lII*, qui permet également de

précipiter les débris cellulaires. Après agitation vigoureuse et centrifugation 30 s à 12000g, le

surnageant est transféré sur une colonne, et 450 llL de DNA binding matrice* sont ajoutés. La

colonne est incubée 5 min à température ambiante, avant d'être centrifugée 30 s à 12000g. La

résine est remise en suspension dans 400 llL de solution DPS*, et une centrifugation 1 min à

12000 g est effectuée. La colonne est ensuite fixée sur un nouveau tube de 1,5 mL, 70 llL

d'eau ultrapure sont ajoutés, et la colonne est incubée 30 min à 37°C avant d'être centrifugée

1 min à 12000 g. Les plasmides sont contenus dans l'éluat.

Pour vérifier la qualité des plasmides, 5 llL d'éluat sont mélangés à 1 llL de tampon

de charge 6x et subissent une électrophorèse sur gel d'agarose à 1%, comme décrit plus haut.

La mesure de l'absorbance à 260 et 280 nm permet de doser l'ADN et d'estimer la

contamination par des protéines.

3.3.3.7.2 : Réaction de séquençage

La réaction de séquençage a été effectuée à l'aide d'un kit commercial (ABI

PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin Elmer), en suivant

les recommandations du fabricant mis à part pour la purification des produits de séquençage.

Cette réaction de séquençage utilise des dideoxynucléotides triphosphates marqués avec des

fluorochromes différents: Rox Gaune) pour le ddATP, FAM (vert) pour les ddCTP, JOE

(rouge) pour les ddGTP et TAMRA (bleu) pour les ddTTP. La position des amorces utilisées

pour le séquençage des fragments de RACE PCR ou des ADN de la banque d'ADNc de

testicule de renard sont présentées dans la figure 13.

Page 74



Matériel et méthodes Séquence de l'ADNe codant les antigènes

Pour le séquençage, 250 à 500 ng d'ADN plasmidique et 3,2 pmole d'amorce

(tableau 6) sont ajoutés au milieu réactionnel* (dNTP, ddNTP; tris-HCl pH 9,0; MgClz ;

thermal stable pyrophosphatase, ampliTaq DNA Polyrnerase). Le mélange est placé dans le

thermocycleur et soumis à 25 cycles de lOs à 96°C, 5 s à 56°C, 4 min à 60°C.

Le produit de cette réaction est purifié sur une colonne DyeEx (Qiagen), par

centrifugation. Le culot est séché à température ambiante.

Amorces utilisées pour le séquençage de P3, P4, P5 et P7.
Vecteur

UCI81SIl1al

x

Clone P81111

Vecleur
UCI81SIl1al

Clone P131111

c

Amorce PI)!)

Clone P132111!
i

) Sens

3b ns/A 1Sens

Figure 13 : position des différentes amorces utilisées pour le séquençage des fragments de

RACE PCR ou des clones isolés à partir de la banque d'ADNc de testicule de renard.
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Tableau 6 : Nom et séquence des amorces utilisées pour le séquençage des fragments de

RACE PCR et des clones issus de la banque d'ADNc de testicule de renard.

Nom de l'amorce Sé uence
T3 sens AAT TAA CCC TCA CTA AAg gg
T 7 antisens gTA ATA CgA CTC ACT ATA ggg C
P8bq sens/A TTC CgC ggA TCT TCC CCA gAA A
P8bqAntisens/A TgT TCg CCT gCT CgT CAT CAg TA
P131sens TgC TTA TgA TCA AgC TCC TgA g
P13bqSens/A CAA gAA CCT ACA Cgg Atg
P132sens CAA CTC CTg gAT gCA gAA gg
P13bqAntisens/A CgA CAT AAg TTA CTC CTT C
M13sens AgC ggA TAA CAA TTT CAC ACA gg
M13antisens CCC AgT CAC gAC gTT gTA AM Cg

3.3.3.7.3 : Lecture des séquences

Les échantillons sont transmis au Service Commun de Biologie Moléculaire du

CHRU de Nancy.

Les culots sont remis en suspension dans 6 ilL de loading bufJer (5 volumes de

formamide pour 1 volume de 25 mM EDTA pH 8,0 ; 50 mg/mL bleu dextran), chauffés 2 min

à 90°C, puis 1,5 ilL de ce mélange est déposé sur le séquenceur ABI PRISM 377 (Perkin

Elmer). La migration et la lecture sont effectuées en accord avec les recommandations du

fabricant.

3.3.3.7.4 : Analyse des séquences

Les séquences obtenues sont analysées à l'aide des logiciels suivants:

pour l'alignement des séquences: GeneDoc 2.6.002 (Nicholas et Nicholas,

distribué par les auteurs) ;

pour la conversion des séquences ADN en séquences en acides aminés: DNA

Club (Chen, distribué par l'auteur);

pour la prédiction des structures secondaires (modèle de Garnier, 1990), la

recherche des régions transmembranaires (Von Heijne, 1992) et des régions

antigéniques (modèle de Parker et al., 1985), les séquences ainsi converties sont

analysées par le logiciel Antheprot 2000, V5.2, disponible sur internet (Deleage,

distribué par l'auteur).

3.3.4 Réalisation et Criblage d'une banque d'ADNe de testicule de renard

3.3.4.1 Prélèvement des tissus et extraction des ARN

Les organes sont prélevés comme décrit précédemment. Des fragments de testicules

provenant de 2 renards fertiles sont utilisés pour la réalisation de la banque d'ADNc. Les

ARNm sont extraits, purifiés et dosés.
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3.3.4.2 Réalisation de la banque d'ADNe
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3.3.4.2.1 : Principe

La banque d'ADNc est réalisée à l'aide d'un kit commercial (ZAP Express cDNA

gigapack III gold cloning kit, Stratagene). Ce kit utilise une amorce hybride oligo-dT-amorce,

contenant un site de restriction Xho. Les ARNm s'hybrident avec cette amorce pennettant la

synthèse du premier brin d'ADNc, à l'aide de l'enzyme M-MLV RT et de nucléotides, dont le

dCTP méthylé. Cette méthylation des brins néofonnés les protége contre les enzymes de

restriction, dont l'endonucléase Xho. Les ADN hémi-méthylés sont introduits dans des

vecteurs phagiques qui servent à infecter des cellules XLI, ce qui pennet leur réplication.

3.3.4.2.2 : Synthèse des premiers brins d'ADNc

Cinq Ilg d'ARNm, chauffés 5 min à 65°C pour dénaturer les structures secondaires,

sont ajoutés à un milieu réactionnel comprenant du tampon Ix*, 0,6 mM des nucléotides

dATP, dTTP, dGTP, 0,3 mM de 5-méthyl dCTP, 56 ng d'amorce hybride oligo-dT, 40 unités

d'inhibiteur de RNase, dans un volume final de 48,5 ilL. Après incubation 10 min à

température ambiante pour pennettre l'hybridation de l'amorce, 75 unités d'enzyme M-MLV

RT sont ajoutées, et le milieu réactionnel est incubé 1h à 37°C, puis refroidi sur glace.

3.3.4.2.3 : Synthèse des seconds brins d'ADNc

Après ajout de tampon Ix*, des nucléotides (0,4 mM de dATP, dTTP, dGTP, et 1,0

mM de dCTP), de 3 ilL de RNAse H et 100 unités de DNA polymérase l, dans un volume

final de 200 ilL, le milieu réactionnel est incubé 2h30 à 16°C, puis refroidi sur glace.

3.3.4.2.4 : Emoussage des extrémités de l'ADNc et précipitation

L'émoussage (ou blunting) est réalisé par ajout de 5 unités de Pfu DNA polymerase

et du mélange d'oligonucléotides (0,25 mM de chaque oligonucléotide) suivie d'une

incubation 30 min à 72°e. A ce moment, 200 ilL de phénol-chlorofonne (1 :1) pH 8 sont

ajoutés, et après centrifugation 2 min à 12000 g le surnageant est récupéré.

Après un lavage du surnageant avec un volume égal de chlorofonne, l'ADNc est

précipité par addition de 20 III d'acétate de sodium 3M et d'un volume d'éthanol absolu et

incubation une nuit à -20°e. Après une centrifugation 1h à 12000g à 4°C, le surnageant est

éliminé, le culot est lavé avec 500 ilL d'éthanol à 70°, puis séché.

3.3.4.2.5 : Ligation des adaptateurs EeoR 1

Le culot est resuspendu dans 2,8 Ilg d'adaptateur EeoR 1 (dans un volume de 7 ilL) et

incubé 30 min à 4°e. Le tampon de ligation*, 1 mM de nucléotide rATP et 4 unités de T4

DNA ligase sont alors ajoutés, dans un volume final de 10 ilL. La ligation est effectuée par

incubation 2 jours à 4°C. La ligase est ensuite inactivée par incubation 30 min à 70°e.
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3.3.4.2.6 Phosphorilation des extrémités de EcoR 1

Les réactifs suivants sont ajoutés au milieu réactionnel: tampon de ligation lx*, 1

mM rATP, et 10 unités de T4 polynucléotide kinase dans un volume final de 20 ilL. La

phosphorilation est effectuée pendant 30 min à 37°C, et la kinase est inactivée 30 min à 70°C.

3.3.4.2.7 : Digestion avec Xho 1

Les ADN sont digérés par ajout du tampon de digestion lx et de 120 unités de

l'enzyme de restriction Xho l, dans un volume final de 51 ilL, et incubation 90 min à 37°C.

3.3.4.2.8 : Purification de l'ADN

Cette purification constitue la modification majeure que nous avons apportée au kit

Stratagène. Plutôt que d'utiliser les colonnes conseillées par le fabriquant, nous avons purifié

l'ADN à l'aide d'une colonne QIAquick (Qiagen).

Pour cela, 5 volumes de tampon PB* sont ajoutés à l'ADN, et ce mélange, déposé

sur une colonne de purification QIAquick, subit une centrifugation rapide (1 min à 14000 g).

La colonne est ensuite lavée par addition de 750 ilL de tampon PB et centrifugation (1 min à

14000 g). L'ADN est ensuite élué par addition de 50 ilL d'eau distillée à 37°C puis

centrifugation dans les mêmes conditions. Cette élution est répétée 2 fois, et les éluats sont

regroupés.

L'ADN est ensuite précipité 16h comme décrit plus haut. Après centrifugation 1h à

12000 g à 4°C, le culot est lavé par addition de 200 ilL d'éthanol à 70° puis centrifugation 2

min à 12000 g.

L'ADN est quantifié par mesure de la densité optique à 260 et 280 nm.

3.3.4.2.9: Ligation de l'ADNc au vecteur ZAP Express

Cent ng d'ADN sont ajoutés au milieu réactionnel contenant du tampon de ligation

lx, 1 mM de rATP, 1 Ilg de ZAP Express vector, 2 unités de T4 DNA ligase, dans un volume

final de 4,5 ilL. La ligation est effectuée pendant une nuit à 4°C.

3.3.4.2.10 : Encapsidation

Quatre ilL de plasmides ZAP Express sont ajoutés au Packaging extract*

immédiatement après décongélation, et le mélange est incubé 2h à 22°C. Cinq cent ilL de

tampon SM (100 mM NaCl; 10 mM MgS04 ; 50 mM tris-HCl pH7,5) sont ensuite ajoutés

ainsi que 20 ilL de chloroforme. Le surnageant est récupéré après une courte centrifugation

pour éliminer les débris.

3.3.4.2.11 : Titrage de la banque

Des bactéries XLI-Blue MRF' sélectionnées sur une gélose LB-tétracycline

(tryptone lOg/L, NaCl10 g/L, extrait de levure 5 g/L, agar 20g/L, tétracycline15 mg/L; Life

Technologies), sont mises en culture pendant 5h à 37°C sous agitation dans 50 mL milieu LB

supplémenté en 0,2% (Plv) maltose et 10 mM MgS04• Après une centrifugation 10 min à 500

Page 78



Matériel et méthodes Séquence de l'ADNe codant les antigènes

g, le surnageant est éliminé, et les bactéries sont reprises dans une solution de 10 mM MgS04,

de telle façon que la D0600 soit égale à 0,5.

Pour titrer la banque, 1 /-lL de phages est incubé pendant 15 min à 37°C avec 200 /-lL

de bactéries hôtes à une D0600 de 0,5 dans une solution de 10 mM MgS04. Après addition de

15 /-lL d'IPTG (0,5M), 45 /-lL de XGal (250 mg/ml) et 3 mL de NZY Top Agar (10g/L Peptone

140, 5 g/L extrait de levure, 5g/L chlorure de sodium, 0,94 g/L MgCh, 0,7% agarose; Life

Technologies) chauffé à 48°C, ce milieu est coulé sur des boîtes de Pétri de 82 mm de

diamètre contenant de la gélose NZY. Après une incubation de 1°min à température

ambiante, les boîtes sont incubées une nuit à 37°C. Le nombre de plages de lyse bleues,

correspondant aux phages sans insert, doit être inférieur à 105 PFU//-lg de phages, et le nombre

de plages de lyses non colorées doit être de 10 à 100 fois supérieur à ce nombre.

3.3.4.3 Amplification de la banque d'ADNe

3.3.4.3.1 : Préparation des bactéries

Les bactéries XLI-Blue MRF' sont préparées comme décrit plus haut. Leur

concentration est ajustée à 0,5 unité de D0600 dans une solution de 10 mM de MgS04' Deux

mL de ces bactéries sont utilisées par boîte de Pétri de 245 x 245 mm.

3.3.4.3.2 Amplification de la banque

Les bactériophages sont ajoutés aux bactéries hôtes (1,5 x106 bactériophages pour 2

mL de bactéries hôtes), et incubés 15 min à 37°C. Ce mélange est ensuite ajouté à 30 mL de

milieu NZY Agar refroidi à 48°C, et coulé sur une boîte de Pétri contenant du milieu NZY

Agar. Après solidification, les boîtes sont incubées de 6 à 8h à 37°C. Les plages de lyse

apparaissent. Pour récupérer les phages, les boîtes de Pétri sont ensuite recouvertes de 40 mL

de tampon SM et incubées une nuit à 4°C, sous agitation douce.

Les surnageants sont ensuite récupérés. Cinq % de chloroforme sont ajoutés, et le

mélange est incubé 15 min à température ambiante. Après une centrifugation de 10 min à 500

g, le surnageant est récupéré, et 0,3% de chloroforme sont ajoutés. La banque est conservée à

4°C. Le titre de la banque est vérifié.

3.3.4.4 Criblage de la banque par Southern blot

3.3.4.4.1 : Principe

Pour rechercher l'ADNc des protéines sélectionnés, nous avons criblé la banque

d'ADNc par Southem blot, en utilisant comme sonde les fragments de PCR obtenus (marqués

après digestion enzymatique des plasmides cibles). Les bactériophages contenant l'ADNe

recherché sont clonés, jusqu'à ce que 100% des plages de lyse soient positives. Les Southern

blot sont réalisés à l'aide d'un kit commercial, D1G High prime DNA labelling and detection

starter kit II (Roche) en suivant les recommandations du fabricant. Ce kit utilise la
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digoxigenine (DIG) pour marquer les sondes qui sont hybridées avec les plages de lyse et

révélées avec un système chemiluminescent.

3.3.4.4.2 : Transfert

Les boîtes de Pétri contenant les bactériophages et les membranes sont incubées à

4°C pour faciliter le transfert. Une membrane de Nylon chargée positivement (Hybon N+,

Pharmacia) est appliqué pendant 2 min contre la gélose. A l'aide d'une aiguille trempée dans

de l'encre de Chine, des repères sont effectués sur la membrane et sur la gélose, afin de

pouvoir situer après le Southem blot les clones positifs. Pour libérer l'ADN contenu dans les

bactériophages, la membrane est placée 5 min dans la solution de dénaturation (1,5 M NaCI ;

2 M NaOH), puis 3 min dans la solution de neutralisation (1,5 M NaCI ; 0,5 M Trizmabase

pH 7,5). Elle est ensuite lavée la min dans du SSC2x (30 mM C6Hs07Na3 ; 300 mM NaCI;

pH 7-8) pour éliminer les débris protéiques.

Les ADN sont fixés sur la membrane par transillumination aux UV à 254 nm dans un

four à UV (Fisher Bioblock Scientific, France).

Les boîtes de Pétri et la membrane sont ensuite conservées 1h à 4°C, puis pour

chaque criblage de la banque, un deuxième transfert de la min est réalisé, afin d'éliminer les

artefacts.

3.3.4.4.3 : Marquage des sondes

Les fragments de PCR ou de RT-PCR, contenus dans des plasmides sont utilisés

comme sonde.

Les plasmides sont digérés par addition de 4 unités d'enzyme Sst 1 et 4 unités de Xba

1 dans un milieu réactionnel contenant 50 mM tris-HCl pH 8,0 ; la mM MgClz ; 50 mM NaCI

dans un volume final de 20 !J.L, puis incubation 1h à 37°C. Après migration sur gel d'agarose,

les fragments d'ADN sont prélevés avec un scalpel et purifiés comme décrits plus haut.

L'ADN est quantifié et 1 !J.g d'ADN (dans un volume de 16 !J.L) est dénaturé 10 min

à 95°C. Quatre !J.L du réactif DIG-High Prime* sont ajoutés, et le mélange réactionnel est

incubé toute la nuit à 37°C. La réaction est stoppée par chauffage la min à 65°C.

Pour la quantification des sondes, des dilutions de 1 ng/!J.L à 0,01 pg/!J.L sont

réalisées dans le tampon de dilution *contenu dans le kit. Un !J.L de chaque dilution est déposé

sur la membrane de Nylon N+, fixé aux UV, et révélé comme décrit plus bas.

3.3.4.4.4 : Hybridation

La température d'hybridation est calculée de la façon suivante (Sambrook et al.,

1989) :

Tm = 49,82 + 0,41 (%G+C) - (600/taille sonde) - (20 à 25) ; ce Tm doit être compris

entre 37 et 42°C.

Les Tm ainsi calculés sont de 49°C pour P8 et 42°C pour P13. Afin de rester dans

l'intervalle de Tm conseillé, le Tm utilisé pour la sonde P8 est ramené à 42°C. Les

membranes sont pré-hybridées 30 min à la température d'hybridation dans une solution
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fournie par le fabriquant (Dig Easy Hyb *) pour saturer les sites de liaison non-spécifiques.

Elles sont ensuite hybridées avec les sondes marquées (87,5 ng de sonde marquée pour 100

cm2 de membrane) toute la nuit à la température d'hybridation, sous agitation douce dans le

four à hybridation (Hybaid).

3.3.4.4.5 : Lavages

La membrane est lavée 2 fois 5 min à température ambiante dans une solution de

SSC2x ; 0,1% SDS puis 2 fois 5 min à 65°C dans une solution de SSC 0,5x ; 0,1% SDS .

3.3.4.4.6 : Révélation

La membrane est incubée 1 min dans la solution de lavage (0,1 M acide maléique;

0,15 M NaCI ; 0.3% Tween20 ; pH 7,5) puis les sites de liaison non-spécifiques sont saturés

par incubation 30 min dans la solution de blocage* fournie avec le kit. La membrane est

ensuite incubée 30 min avec les anticorps anti-DIG marqués à la phosphatase alcaline (1/105

dans la solution de blocage). Après 2 lavages de 15 min dans la solution de lavage, la

membrane est équilibrée 2 min dans la solution de détection (0,1 M tris-HCI ; 0,1 M NaCI ;

pH 9,5), et placée sur une feuille de cellophane. L'excès de liquide est éliminé, et le substrat

de la phosphatase alcaline contenu dans la solution du kit CSPD-ready-to-use*, est ajouté.

Après une incubation de 5 min à température ambiante, l'excès de liquide est de nouveau

éliminé. La membrane est recouverte par une seconde feuille de cellophane et incubée 10 min

à 37°C. Elle est ensuite mise en contact avec un film photo (Kodak BioMax) pendant un

temps pouvant varier de 15 à 30 min suivant l'intensité du signal. Ce film est révélé après une

incubation de 5 min dans une solution de développement* et 1°min dans une solution de

fzxation photo* .

3.3.4.4.7 : Sous-criblage et interprétation

Les clones positifs apparaissant sous forme de spots noirs visibles sur les 2 Southern

blots réalisés sont prélevés sur la boîte et remis en culture (sous-clonage) comme décrit plus

haut. Ces boîtes seront de nouveau criblées par Southern blot jusqu'à ce que tous les clones en

culture soient positifs. A ce moment, un clone est prélevé et transformé, puis un séquençage

est réalisé.

3.3.5 Analyse de la protéine P13 en spectrométrie de masse

Vingt-quatre spots de la protéine P13 sont purifiés sur gels d'électrophorèse en 2

dimensions colorés au bleu de Coomassie, et transmis pour analyse au Laboratoire de

Biochimie des peptides de l'Université de Szeged (Hongrie). Les protéines subissent une

digestion trypsique, puis les fragments obtenus sont analysés par un appareil de type MALDI­

TüFF.

Page 81



Matériel et méthodes Caractérisation partielle des antigènes

3.4 :

sélectionnés

Caractérisation partielle des antigènes

3.4.1 Principe

Afin de d'évaluer l'intérêt des protéines sélectionnées comme antigène pour un

vaccin contraceptif, nous les avons purifiées par électrophorèse en 2 dimensions, avant de les

utiliser:

1/ pour des analyses biochimiques: études de glycosylations

2/ pour produire chez la souris des sérums monospécifiques (dirigés contre une seule

protéine). Ces sérums sont utilisés pour établir la localisation des antigènes sur les

spermatozoïdes, pour étudier par Western blot la spécificité d'espèce et d'organe, et enfin

pour évaluer l'effet d'anticorps dirigés contre un antigène spermatique sur la mobilité des

spermatozoïdes et sur la liaison spermatozoïdes - zone pellucide.

3.4.2 Caractérisation biochimique

3.4.2.1 Digestion enzymatique des groupements glycosylés

Quatorze spots de PlI et P13, et 22 spots de P3, P4, P5 et P7, sont découpés sur des

gels d'électrophorèse en 2D colorés au bleu de Coomassie. Après électroélution et

lyophilisation, les protéines sont déglycosylées à l'aide d'un kit commercial (Enzymatic

deglycosylation kit, BioRad). Pour cela, les protéines sont incubées 1h à 37°C avec 0,1 unité

d'enzyme NANase II et 0,01 unité d'enzyme O-glycosylase, dans un tampon 187,5 mM de

phosphate de sodium pH 6,0, dans un volume final de 16 ~L. La combinaison de ces deux

enzymes élimine tous les sucres Gal(pl-3)GaINAc(a1) liés à des sérines ou thréonine, ainsi

que tous les acides sialiques substitués GaIWl-3)LGaINAc(al). Après cette incubation, 0,05

unité d'enzyme PNGase F sont ajoutés ainsi que 20 ~L de 0,25 M phosphate de sodium, et les

protéines sont incubées 24h à 37°C. Cette dernière enzyme élimine tous les oligosaccharides

Asn-liés. Le poids moléculaire des protéines déglycosylées est déterminé par migration sur un

gel à 10% d'acrylamide (P13) ou un gel Tris-trycine (pour les autres protéines) coloré à

l'argent, et comparé avec le poids moléculaire des protéines non déglycosylées.

3.4.2.2 Marquage des sucres par des lectines

Huit spots de chacune des protéines sélectionnées sont découpés sur des gels

d'électrophorèse en 2D colorés au bleu de Coomassie. Après une nouvelle électrophorèse, ces

protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose qui est colorée au rouge

Ponceau. La protéine apparaît sous forme d'une bande rouge unique, qui est découpée en

plusieurs bandelettes qui sont traitées individuellement. Elles sont d'abord saturées 1h dans

du TBS-BSA 10% (Plv), puis lavées 5 min dans du TBS (0,15 M NaCI; 0,05 M Tris-Hel; pH

7,5), avant d'être incubées 16h avec différentes lectines (voir tableau 7) à une concentration
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finale de 50 ~g/mL dans du TBS-BSA. Après 3 lavages de 5 min dans du TBS-O,05%

Tween20, la présence des lectines est révélée grâce à un kit commercial (Pierce), en suivant

les recommandations du fabricant. Pour cela, les bandelettes sont incubées 1 h dans une

solution de révélation avidine-péroxydase biotinylée, lavées 3 fois dans du TBS-Tween, et ces

complexes sont révélés grâce à une solution de DAB-Zinc (Pierce).

Tableau 7 : Lectines utilisés.

Lectine Sucres reconnus

Concanavalin A A-man, a-glc

Dolichos biflorus a-galNAc

Phaseolus vulgaris PHA-E oligosaccharide

Phytolacca americana (glcNAc)3

Pisum sativum a-man

Tetragonolobus purpureas a-L-fuc

Ulex europaeus UEA l (glcNAc)z

Wisteria floribunda GalNAc

3.4.3 Caractérisation biologique

3.4.3.1 Production de sérum de souris monospécifiques

3.4.3.1.1 : Préparation des antigènes

3.4.3.1.1.1 Electroélution des protéines

Les protéines isolées sur gels en 2D colorés au bleu de Coomassie, sont éluées du gel

avec un appareil BioRad, en suivant les recommandations du fournisseur.

Les morceaux de gel contenant les protéines sont hachés en petits morceaux et

déposés dans un tube en verre, au-dessus d'une chambre délimitée par un support de verre

frité et une membrane de dialyse, retenant les protéines. Ce dispositif est maintenu en place

par un adaptateur en silicone. Le dispositif est recouvert de tampon d'élution filtré (50 mM

bicarbonate d'ammonium; 0,1 % SDS), et la migration a lieu pendant 5h, sous un courant

constant de lamA par tube, sous agitation rapide.

Les protéines sont récupérées dans la chambre délimitée par le verre frité et la

membrane de dialyse.

3.4.3.1.1.2 Lyophilisation

Des aliquots de protéines électroéluées sont lyophilisés, toute une nuit à -50oe sous

vide, dans un Freeze dryer (Edwards), afin d'en réduire le volume pour le rendre compatible

avec une purification en HPLC.
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3.4.3.1.1..3 Purification des protéines en HPLC

Cette purification est effectuée au Service Commun de Séquençage des Protéines de

l'Université Henri Poincaré (Nancy 1). Les échantillons sont déposés sur une cartouche

RP300 (CS), de 100x2,1 mm (Applied Biosystems), et purifiés par passage d'un gradient eau

TFA-acétonitrile variant en SO min de 2 à 90% d'acétonitrile. La détection est effectuée à 215

mu.

Les fractions correspondant aux différents pics sont récoltées. Afin de déterminer

quelle fraction contient les protéines, 5 JlL de chacune des fractions récoltées est mélangée à S

JlL de tampon échantillon, chauffée 5 min à 9SoC, puis subit une électrophorèse sur un gel

d'acrylamide qui est coloré à l'argent, suivant les protocoles décrits plus haut.

Les fractions protéiques ainsi identifiées sont totalement lyophilisées afin d'éliminer

les traces d'acétonitrile et reprises dans du PBS stérile.

3.4.3.1.2 : Immunisation des souris

Pour la production d'anticorps polyc1onaux monospécifiques, 6 souns Swiss

femelles et des souris balb/c (19 femelles, 6 mâles) sont utilisées (Iffa Credo, France). Ces

animaux sont âgés de 4 semaines au début de l'expérience. Ils sont élevés en accord avec les

recommandations du Conseil Canadien de Protection des Animaux.

Trois protocoles sont utilisés pour obtenir des sérums de souris contenant des

anticorps dirigés contre des protéines de spermatozoïde de renard isolées en électrophorèse en

2D.

Protocole 1 : pour chaque protéine, 20 spots purifiés par électrophorèse en 2 dimensions, sont

broyés, chauffés 20 min à 9SoC, avant de migrer sur un gel de polyacrylamide. Ils sont ensuite

transférés sur une membrane de PVDF humidifiée au méthanol qui est colorée au bleu de

Coomassie. Des souris Swiss anesthésiées avec du tribromoéthanol (lg dans 1ml d'alcool

amylique tertiaire, dilué à 1 :SO dans du sérum physiologique; 1 ml de cette préparation par

souris) sont immunisées directement avec cette membrane par voie intra-splénique. Un rappel

est effectué 4 semaines plus tard de la même manière, et le sang est récolté 10 jours plus tard

par ponction cardiaque, puis le sérum est testé par Western blot.

Protocole 2 : pour chaque protéine, 20 spots purifiés par électrophorèse en 2 dimensions sont

électroélués du gel dans du tampon volatile. Le volume de l'éluat est ensuite réduit par

lyophilisation. Les protéines sont purifiées par HPLC puis, après émulsion dans de l'adjuvant

complet de Freund, la fraction protéique est injectée par voie intra-péritonéale à des souris

balb/c femelles. Deux rappels avec la même préparation protéique, émulsifiée dans de

l'adjuvant incomplet de Freund, sont réalisés à 3 semaines d'intervalle. Le sang est récolté par

ponction cardiaque 10 jours après le dernier rappel puis le sérum est testé par Western blot.
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Protocole 3 : pour chaque protéine, 20 spots purifiés par électrophorèse en 2 dimensions sont

électroélués du gel dans du tampon volatile. Le volume de l'éluat est ensuite réduit par

lyophilisation. Les protéines sont purifiées par HPLC, et après émulsion dans un adjuvant

Qiagen (lmmunEasyTMMouse Adjuvant), la fraction protéique est injectée par voie intra­

musculaire à des souris balb/c femelles. Deux rappels avec la même préparation protéique,

émulsifiée avec le même adjuvant, sont réalisés à 2 semaines d'intervalle. Le sang est récolté

par ponction cardiaque 10 jours après le dernier rappel, puis le sérum est testé par Western

blot.

3.4.3.2 Immunolocalisation

3.4.3.2.1 : En FITC

Les spermatozoïdes éjaculés de renard sont récoltés et fixés au méthanol. Les lames

sont saturées 40 min sous atmosphère humide avec un anticorps de lapin anti IgG de chien

non marqué, dilué à 1/500 dans du PBS-BSA, avant d'être incubées 1 h avec les sérums des

souris dilués au 11200 dans du PBS. Après 3 lavages de 5 min dans du PBS, elles sont

incubées 1 h avec un anticorps de chèvre anti-souris marqué au FITC dilué au 1/200. Après 3

lavages dans le PBS, les lames sont montées par une solution de Glycérol-PBS, mises sous

lamelle, et observées à l'aide d'un microscope à fluorescence (grossissement x400). Les

images sont acquises à l'aide d'une caméra numérique (DP50, Olympus).

Pour chaque observation, un témoin négatif est réalisé à l'aide d'un sérum naïf

(sérum d'une souris de la même souche non immunisée).

3.4.3.2.2 En microscopie électronique

Deux protocoles de fixation sont utilisés : le premier pour une étude standard des

spermatozoïdes en microscopie électronique en transmission, et le second pour une étude en

llnmuno-marquage.

Des spermatozoïdes éjaculés et épididymaires sont récoltés, lavés dans du PBS par

centrifugation 5 min à 1000 g et fixés dans la solution de flXation standard (2,5%

Glutaraldhéhyde dans du tampon 0,1 M Cacodylate pH 7,2) ou dans la solution de flXation

immuno-marquage (2% paraformaldéhyde; 0,5% glutaraldéhyde dans du tampon 0,1 M

phosphate pH 7,4). Les échantillons sont ensuite transmis au Laboratoire de Microscopie

électronique de la Faculté de Médecine de Nancy.

Pour les standards, les spermatozoïdes fixés sont rincés 2 fois dans le tampon

Cacodylate, sur une durée de 3h. Ils sont ensuite incubés Ih à 4°C dans une solution d'acide

osmique à 1% dans le tampon cacodylate. Après un rinçage avec du tampon cacodylate, les

spermatozoïdes sont déshydratés par immersion dans des bains d'alcool à 30°, 50°, 70°, 80°,

90°, (5 min par bain), puis par 3 bains de 20 min dans des solutions de 100° d'alcool et par 3

bains d'oxyde de propylène. Après chaque bain, les spermatozoïdes sont centrifugés et remis

en suspension. Les prélèvements sont placés pendant 1 h à température ambiante dans un bain

EPON-oxyde de propylène Cl :1) avant d'être immergés toute la nuit avec de l'EPON pur
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dans des tubes en verre fermés, afin de permettre l'imprégnation des échantillons. Ils sont

ensuite placés dans des capsules et recouverts d'EPüN frais. Ils sont mis à polymériser à

56°C dans une étuve pendant au moins 48 h. Des coupes de 70 nm sont réalisées d'un Ultra­

cut (Reichert-Jung) et déposées sur des grilles de cuivre. Les grilles sont polymérisées à

l'acétate d'uranyle à 3% à 37° pendant 30 min, puis rincées à l'eau et mises dans le colorant

de Reynolds. Après rinçage à l'eau distillée et séchage, elles sont observées.

Pour les techniques d'immuno-marquage, les spermatozoïdes sont rincés 2 fois sur

une durée de 3 h dans du tampon phosphate. Ils sont ensuite déshydratés par immersions

successives dans des bains d'alcool à 70° (10 min), 90° (10 min) et 100° (20 min). Les

prélèvements sont ensuite placés dans 2 bains successifs d'Unicryl* à température ambiante

(l h), sous agitation douce, puis ils sont imprégnés à l'Unicryl toute la nuit. Après cela, les

échantillons sont placés dans des capsules Beem et recouverts d'Unicryl frais. Ils sont mis à

polymériser sous UV, à 4°C, pendant 72 h.

Des coupes de 70 nm sont ensuite réalisées et placées sur une grille en Nickel avec

un film carbonné. Elles sont incubées avec du triton X100 à 0,025% dans du PBS pendant 30

min, avant d'être rincées à l'eau bidistillée 5 fois 5 min puis 2 fois 10 min. Une incubation est

réalisée pendant 30 min dans du PBS à 0,1% de BSA, 0,1% de Gélatine de poisson et 0,05%

de Tween 20, puis les coupes sont incubées dans le premier anticorps (sérum de souris à

11500) dilué dans du PBS, en chambre humide à 4°C pendant la nuit. Après rinçages dans du

PBS (5 fois 5 min puis 2 fois 1°min), les coupes sont déposées sur des gouttes contenant le

i me anticorps (anti-souris couplé à des billes d'or de 10 nm, Sigma, dilué à 1150 dans du

PBS), pendant 1 h à température ambiante. Elles sont ensuite rincées de la même façon, fixées

5 min dans du Glutaraldéhyde 1% dans du PBS et de nouveau rincées. Pour le améliorer le

contraste, les coupes sont incubées 30 min à l'acétate d'uranyle à saturation dans de l'eau

bidistillée puis 5 min avec du colorant de Reynolds. Elles sont observées de la même façon

que les standards.

3.4.3.3 Evaluation de la spécificité d'organe

Les tissus (spermatozoïde, testicule, épididyme, OVaIre, cerveau, foie, muscle,

poumon et rein) sont prélevés sur deux renards adultes (1 mâle, 1 femelle) de notre station

d'élevage. Ils sont broyés sur glace, dans 200 ilL de solution d'extraction (2,5% triton; 2,5%

NP40, 4% doxylate; 0,2 mM PMSF; 0,14 M NaCI; 0,01 M azide de sodium; 0,1 M tris-HeI

pH 7,4). Après une centrifugation 5 min à 12000 g et à 4°C, le surnageant est conservé à­

20°C.

Ces extraits d'organes sont ensuite utilisés pour des Western blot, réalisés comme

décrits plus haut.

3.4.3.4 Evaluation de la spécificité d'espèce

Pour l'étude de la spécificité d'espèce, des spermatozoïdes de différentes espèces

sont récoltés (tableau 8).
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Tableau 8 : Animaux utilisés pour la récolte de spermatozoïdes.

Espèce
Campagnol (Microtus arvalis)
Chat (Fellix catus)
Cheval (Equus caballus)
Chevreuil (Capreolus capreolus)
Chien (Canis familiaris)
Fouine (Martes foina)
Hamster (Cricetus cricetus)
Humain (Homo sapiens)
Lapin (Oryctolagus cuniculus)
Ragondin (Myocastor coypus)
Rat (Rattus rattus)
Rat musqué (Ondatra zibethicus)
Sanglier (Sus scrofa)
Souris (Mus musculus)
Taureau (Bos taurus)

Nombre
3
1
2
4
2
1
1
1
3
4
7
6
1

11
1

Origine
Animaux sauvages, EIDLCR, 08
Animal de propriétaire, Dr Kientz, 54
Haras nationaux de Rosière aux salines, 54
Animaux sauvages, Fédération de Chasse, 54
Animal de propriétaire, Dr Garreaux, 54
Animal sauvage, 54
Animal de laboratoire, IFFA Credo
CECOS Paris
Animaux d'élevage, 54
Animaux sauvages, ACTA, 85
INSERM U308, 54
Animaux sauvages, ACTA, 85
Animal sauvage, Ph. Vuillaume, 54
Animaux d'élevage, IFFA Credo
Animal d'élevage, Abattoirs, 57

Les spermatozoïdes épididymaires sont récoltés par rétroperfusion pour les espèces

suivantes: campagnol, chat, chevreuil, chien, fouine, hamster, ragondin, rat, rat musqué,

sanglier, souris et taureau.

Pour le cheval et le lapin, des éj aculats sont fournis par des éleveurs, lavés au PBS et

conservés à -80°C. Les spermatozoïdes humains proviennent de paillettes de sperme congelé.

Ces spermatozoïdes sont ensuite utilisés pour des Westem blot, réalisés comme

décrit plus haut.

3.4.3.5 Test de liaison spermatozoïdes - Zone Pellucide chez le renard

3.4.3.5.1 : Préparation des spermatozoïdes

Du sperme est prélevé par manipulation digitale et les spermatozoïdes sont lavés par

centrifugation 5 min à 600 g avec du milieu M199-BSA 1% (Invitrogen). Ils sont ensuite repris

dans 2 mL de milieu M199-BSA1%, et comptés à l'aide d'une cellule de Malassez.

3.4.3.5.2 : Préparation des ovocytes

Les ovaires sont prélevés chez des femelles dont le pourcentage de kératinisation des

cellules vaginales varie entre 20 et 30%, ce qui correspond au début des chaleurs (Boué et al.,

2000). Ils sont ensuite disséqués sur un tamis posé sur une grande boîte de Pétri, et le broyat

est lavé avec du milieu M199. Le filtrat est alors prélevé et déposé sur un filtre dont le seuil de

coupure est de 40 llM (qui va donc retenir les ovocytes, qui ont entre 50 et 100 llM de

diamètre). Le filtre est retourné sur une boîte de Pétri et lavé avec 5 mL de milieu M199 afin

de récupérer les ovocytes, qui sont déposés dans une cupule contenant 0,4 mL de milieu

M199-BSA 1% (20 ovocytes/cupule).
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3.4.3.5.3 : Test de liaison spermatozoïdes-ovocytes

Les spermatozoïdes sont ajoutés à 20 ovocytes dans un volume final de 600 ilL de

milieu M199-BSA 1%, à une concentration finale de 106 /mL, et incubés toute la nuit à 37°C

sous 5% de CO2• Pour évaluer l'action des anticorps de souris dirigés contre une protéine de

spermatozoïdes de renard sur la liaison des spermatozoïdes à la ZP, les sérums S5/1 et S13/1

sont ajoutés en même temps que les spermatozoïdes à la dilution del/100.

Les ovocytes et les spermatozoïdes liés à la ZP sont fixés par incubation 15 min dans

une solution de paraformaldéhyde 4%, puis lavés 2 fois 15 min dans une solution de PBS

filtré.

Les spermatozoïdes sont ensuite visualisés par coloration avec du réactif de Hoechst

(bis benzimide).

Les ovocytes sont photographiés, et les images numérisées. La surface des ovocytes

est divisée en unités arbitraires de surface, et le nombre de spermatozoïdes présent dans

chaque unité de surface est compté.

Le nombre de spermatozoïdes fixés sur les zones pellucides est exprimé en moyenne

± erreur standard. Les comparaisons sont effectuées en utilisant le test ANOVA suivi de

Fisher PLSD. Le seuil de significativité est donné à p<0,05.

3.4.3.6 Etude de la mobilité des spermatozoïdes

Toutes ces procédures sont réalisées avec du matériel et des milieux préchauffés à

38°C. Les spermatozoïdes sont récoltés par manipulation digitale et purifiés par centrifugation

20 min à 600 g sur un gradient de Percoll (45 - 90% dans du PBS). Les spermatozoïdes sont

récupérés dans la fraction 90%. Ils sont ensuite lavés dans du milieu M-199 puis repris dans

du milieu M-199. Une numération est réalisée à l'aide d'une cellule de Malassez. Des aliquots

de 300 ilL, contenant de 30 à 60 millions de spermatozoïdes/mL de milieu M-199 sont réalisés

puis incubés soit avec les sérums de souris dirigés contre les protéines spermatiques à la

dilution de 1/1 00, soit avec un sérum de souris naïve dilué à 1/100. Les spermatozoïdes sont

transportés rapidement à la Maternité Régionale, où l'analyse de leur mobilité est réalisée

moins de 2h après le prélèvement.

Pour l'analyse de la mobilité, nous utilisons un système d'analyse de trajectoires

(caméra reliée à un microscope et à un ordinateur). Dix ilL des échantillons sont observés au

grossissement x150, sur une plaque maintenue à 37°C, et les paramètres de mobilité sont

enregistrés (pourcentage de mobilité, VCL, VSL, ALH, VAP et linéarité).
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4.1 : Sélection des antigènes

Sélection des antigènes

4.1.1/Principe

Pour obtenir des sérums reconnaissant des antigènes spermatiques de renard, nous

avons utilisé deux types de stratégies: immunisation de lapins et de renards avec des

protéines extraites de spermatozoïdes de renards, et vasectomie de renards. Nous avons

récolté les sérums et vérifié qu'ils contenaient des anticorps dirigés contre des protéines de

surface. Enfin, nous avons établi par Western blot le catalogue des antigènes reconnus.

Afin d'identifier ces antigènes, nous avons purifié les protéines spermatiques par

électrophorèse en 2 dimensions et nous avons déterminé par Western blot les aires (PM-PI)

contenant des antigènes reconnus fréquemment. Nous avons ensuite testé individuellement 14

protéines contenues dans 2 de ces aires pour sélectionner les plus antigéniques (Figure 14).
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Figure 14 : Démarche expérimentale suivie pour la sélection des antigènes spermatiques (WB

: Western blot).

4.1.2/Production de sérums polyclonaux anti-spermatozoïdes

4.1.2.1 Réaction humorale anti-spermatozoïdes après l'immunisation de lapins

Trois lapins femelles (L1-L3) sont immunisées avec des protéines de spermatozoïdes

de renard, et leur sérum est prélevé le 42ème jour.

4.1.2.1.1 : Irnrnunolocalisation d'antigènes reconnus en surface du spermatozoïde

Les anticorps produits chez les lapines sont incubés avec les spermatozoïdes de

renard, puis avec des anticorps anti-Iapins marqués au FITC. Les spermatozoïdes sont ensuite

observés au microscope (Figure 15). Une comparaison avec les images en contraste de phase

indique que plus de 90% des spermatozoïdes sont marqués.

Le marquage des spermatozoïdes est homogène pour chaque sérum utilisé. Nous

observons deux types de marquage:
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un signal intense de la tête et de la pièce principale du flagelle, mais de plus

faible intensité pour la pièce intermédiaire (L1) ;

un marquage intense de la tête, de la pièce intermédiaire et de la pièce principale

du flagelle (L2, L3).

1

,

Negative conlto!

:-.

L2

Figure 15 : Immunolocalisation des antigènes reconnus par les sérums des lapins sur des

spermatozoïdes éjaculés de renard.

Les sérums de lapins reconnaissent donc des antigènes situés en surface ou près de la

surface du spermatozoïde, sans qu'il nous soit possible à ce point du travail, d'identifier ces

antigènes. La diversité des marquages obtenus suggère que plusieurs antigènes sont reconnus.

4.1.2.1.2 : Poids Moléculaire des antigènes reconnus

L'analyse en Western blot des sérums de lapins montre que chaque lapin réagit à

l'immunisation en produisant des anticorps dirigés contre les protéines spermatiques. En

utilisant cette technique, les sérums de lapins permettent le marquage en moyenne de 12,0

±2,6 bandes protéiques. En tout, 23 bandes sont reconnues entre 10 et >110 kDa (Figure 16).

L2 L3

PM ~ ~>1l0 f- >110

97 - 97
_ 97
- 95

66 -77
- 58

45 ...,.,J-46 ~ -46 44 - 46

-40 39 __ -40
- 37 36' =.N.. 36 - 36. .-33 - 35

31 'l"

21 _ 19
- 18
- 17

.J...... -15 - 16
14 - - -13 ~-15

.-- -<10
- 12 11 .-11, -<10 - <10

>,ul/

Figure 16 : Western blot d'extraits protéiques de spermatozoïdes de renard révélés avec les

sérums des lapins immunisés Ll-3. Les poids moléculaires standards sont indiqués en kDa à

gauche, et les poids moléculaires des antigènes reconnus sont indiqués à droite de chaque blot

(kDa).
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Parmi ces 23 bandes, Il sont reconnues par au moins 2 sérums de lapins, et S sont

reconnues par les 3 sérums de lapins (à> Il 0, 97,46, 36 et 10 kDa).

4.1.2.2 Réaction humorale anti-spermatozoïdes après l'immunisation de renards

Six renards, 3 mâles et 3 femelles (R1-R6) sont immunisés avec des protéines

spermatiques de renards extraites avec différents détergents, et leur sérum est prélevé à

différents temps.

4.1.2.2.1 : Immunolocalisation d'antigènes reconnus en surface du spem1atozoïde

Les anticorps produits chez les renards sont incubés avec les spermatozoïdes de

renard, puis avec des anticorps anti-chiens produit chez le lapin, et enfin avec des anticorps

anti-Iapin marqués au FITC. Les spermatozoïdes sont observés au microscope (Figure 17).

Une comparaison avec les images en contraste de phase indique plus de 90% de marquage des

spermatozoïdes, ces marquages étant homogènes pour chaque sérum utilisé. Un témoin

négatif (sérum de renard non immunisé) ne montre aucun marquage significatif.

Nous observons quatre types de marquage:

signal à la fois sur la tête et sur la pièce intermédiaire (RI, R3),

signal sur la tête, la pièce intermédiaire et la pièce principale (R2, R6),

signal uniquement sur la tête (R4)

intense signal sur la tête et signal de plus faible intensité sur la pièce

intermédiaire et la pièce principale (RS).

Negative control

Figure 17 : Immunolocalisation d'antigènes reconnus par les sérums des renards immunisés

R1-6 sur des spermatozoïdes éj aculés de renard.

Comme les sérums de lapins, les sérums de renard reconnaissent des antigènes situés

en surface ou près de la surface du spermatozoïde, sans qu'il nous soit possible, à ce point du

travail, d'identifier ces antigènes. La diversité des marquages obtenus suggère que plusieurs

antigènes sont reconnus.
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4.1.2.2.2 : Cinétique d'apparition des anticorps

L'analyse en Western blot des sérums des renards immunisés montre que chaque

animal réagit à l'immunisation en produisant des anticorps anti-spermatozoïdes.

Le nombre de bandes reconnues par les sérums augmente après chaque injection,

avec un maximum à 175 pour les renards R4-5, à J90 pour les renards Rl-2 et R6, et à 1120

pour le renard R3 (Figure 18). Aucune différence significative n'est observée entre les mâles

et les femelles, quel que soit le jour considéré.

Le nombre maximal de bandes protéiques reconnues en Western blot par les sérums

des mâles et des femelles est respectivement de 8,6 ±3.0 et 6,6 ±2.1.
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Figure 18 : Cinétique d'apparition des anticorps anti-spermatozoïdes révélés par Western blot

chez les renards immunisés.... : immunisation.

4.1.2.2.3 : Poids Moléculaire des antigènes reconnus

La Figure 19 représente l'analyse en Western blot des sérums de renards immunisés,

au moment où ils reconnaissent le maximum de bandes. En tout, 25 bandes sont reconnues

entre 10 et >110 kDa. Le profil des bandes reconnues varie suivant les animaux, cependant

certaines bandes, en particulier à 97 kDa et à des PM inférieurs à 20 kDa, sont reconnues par

la plupart des renards.
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Figure 19 : Western blot d'extraits protéiques de spennatozoïdes de renard révélés avec les

sérums des renards immunisés Rl-6 prélevés à JO et au moment où ces sérums reconnaissent

le maximum de bandes. Les poids moléculaires standards sont indiqués en kDa à gauche, et

les poids moléculaires des antigènes reconnus sont indiqués à droite de chaque blot (kDa).

4.1.2.3 Réaction humorale anti-spermatozoïde après la vasectomie de renards

La réponse immunitaire humorale anti-spennatozoïde de 6 renards vasectomisés est

suivie dans le sérum de ces animaux.

4.1.2.3.1 : Immunolocalisation d'antigènes reconnus en surface du spennatozoïde

Les anticorps produits chez les renards vasectomisés sont incubés avec les

spennatozoïdes éjaculés de renard étalés sur lame, puis avec des anticorps anti-chien produits

chez le lapin, et enfin avec des anticorps anti-Iapin marqués au FITC, avant d'être observés au

microscope (Figure 20 pour le sérum des renards vasectomisés R7 à Rll prélevés à J120).

Avec les sérums Rl1 et R12, aucun marquage significatif n'est observé. La comparaison avec

les images en contraste de phase indique que plus de 90% des spennatozoïdes sont marqués

avec les sérums des autres renards (R7-10). Ce marquage est homogène pour chaque sérum

utilisé.

Nous observons 2 types de marquage:

un marquage intense de la tête (R9, RIO)

un marquage intense de l'acrosome et de la pièce principale, mais pas de la pièce

intennédiaire (R7, R8).
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Figure 20 : Immunolocalisation sur des spermatozoïdes de renard des antigènes reconnus par

les sérums des renards vasectomisés R7-11, prélevés à JO et à J120.

Des antigènes situés en surface ou près de la surface du spermatozoïde sont reconnus

par le sérum des renards R7-10 prélevé à J120. La diversité des marquages suggère que

différents antigènes sont reconnus sans qu'il soit possible, à ce point du travail, de les

identifier.

4.1.2.3.2 : Cinétique d'apparition et de maintien des anticorps

L'analyse en Western blot des sérums des renards vasectomisés montre que chaque

animal produit des anticorps anti-spermatozoïdes, à l'exception du renard R12.

Le nombre de bandes reconnues par les sérums ainsi que l'intensité du marquage

augmentent progressivement, pour être au maximum entre les jours 120 et 150 (Figure 21). A

ce moment, le nombre de bandes reconnues varie entre 1 (Rll) et 26 (R?) (Figure 22).
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Figure 21 : Western blot d'extraits protéiques de spennatozoïdes de renard révélés avec le

sérum du renard vasectomisé R7 prélevé à JO, 130, J60, J90, 1120 et 1150. Les poids

moléculaires standards sont indiqués en kDa à gauche, et les poids moléculaires des antigènes

reconnus sont indiqués à droite. * ;bande marquée à JO.
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Figure 22 : Cinétique d'apparition des anticorps anti-spennatozoïdes produits par les renards

vasectomisés révélés par Western blot.

Le sérum du renard R8 est prélevé chaque semame pendant la saison de

reproduction, 2 ans après la vasectomie, et étudié en Western blot (Figure 23). Le poids
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moléculaire des bandes spécifiques est constant pendant toute la saison de reproduction.

Cependant l'intensité du marquage des antigènes de 17-15 et 100-95 kDa, augmente à la fin

de celle-ci.
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Figure 23 : Western blot d'extraits protéiques de spermatozoïdes de renard révélés avec le

sérum du renard vasectomisé R8 prélevé toutes les deux semaines, deux ans après la

vasectomie. Les poids moléculaires standards sont indiqués en kDa à gauche, et les poids

moléculaires des antigènes reconnus sont indiqués à droite. * :bande marquée à JO.

4.1.2.3.3 : Poids Moléculaire des antigènes reconnus

Le sérum des renards vasectomisés est étudié par Western blot au moment où il

reconnaît le maximum de bandes, et le poids moléculaire des bandes est déterminé. Le PM

des 30 bandes reconnues entre 10 et >110 kDa est présenté dans le tableau 9. Selon les

renards, de 1 (R11) à 26 (R7) bandes sont reconnues, dont 10 par au moins 2 sérums (>150;

105-98 ; 97 ; 95 ; 85-80 ; 45 ; 42 ; 16; 15 et <10 kDa).

Ces expéliences nous ont permis d'obtenir des sérums reconnaissant des antigènes du

spelmatozoïde de renard, dont certains sont situés en surface ou près de la surface du

spermatozoïde. Les expériences de Western blot suggèrent que certains des nombreux

antigènes identifiés sont reconnus par des sérums provenant des différents protocoles. Il s'agit

en particulier des antigènes de faible poids moléculaire (>20 kDa) et d'un antigène d'un PM

de 97 kDa. Ce sont ces antigènes que nous chercherons à identifier dans la suite de ce travail.

Page 97



Résultats Sélection des antigènes

Tableau 9 : Poids moléculaire des antigènes spermatiques de renard reconnus par les sérums

des renards vasectomisés.

Renard R7 R8 R9 RIO Rll R12

Jour J150 J150 J150 J150 J120 BO-J150

>150 >150 >150 >150
110-105
105-100

100-98
97 100-95 97
96

95 95
85-77 85-80

73
70-67

66
63
57

Poids 54
Moléculaire 53 Pas de

en 45 47-45 protéine
kDa 42 42 détectée

41
40
39
38
37
31
29
23
16 17-15 17-15

15 15
14
12

<10 <10

4.1.3/ Localisation sur gel en 2 dimensions d'aires contenant des antigènes

fréquemment reconnus

4.1.3.1 Séparation des protéines spermatiques par électrophorèse en 2 dimensions

L'électrophorèse en 2D permet la séparation des protéines en fonction de leur poids

moléculaire et de leur point isoélectrique (PI). Le profil des gels est reproductible entre

différentes migrations. La Figure 24 représente des protéines spermatiques colorées à l'argent

après séparation sur un gel d'électrophorèse en 2D. Plusieurs centaines de protéines,

représentées par des petits spots, sont séparées. Leur PM varie de >150 à <10 kDa, et leur PI

est compris entre 6,7 et 4,3.
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Figure 24: Protéines du spermatozoïde de renard séparées par électrophorèse en deux

dimensions, sur un gel à 12% d'acrylamide coloré à l'argent.

4.1.3.2 Antigènes fréquemment reconnus par les sérums de lapins immunisés

Les sérums des lapins immunisés avec des protéines de renard sont utilisés pour

définir par Western blot après électrophorèse en 2D, le PM et le PI des antigènes reconnus le

plus fréquemment. Trois zones sont définies (Figure 25) comme contenant des antigènes

fréquemment reconnus par ces sérums de lapins :

la zone A contient une protéine d'un PM de 97 kDa et d'un PI compris entre 4,3

et 4,6 ;

la zone B contient 12 protéines de faible poids moléculaire dont le PM est

compris entre 10 et 20 kDa, et le PI entre 4,8 et 6,5 ;

la zone C contient un triplet d'antigènes à identifier parmi de nombreuses

protéines, dont le PM est de 46 kDa et le PI compris entre 5,3 et 5,7.

Page 99



Résultats Sélection des antigènes
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Figure 25 : Localisation des 3 zones sélectionnées sur gel d'électrophorèse en 2D coloré au

bleu de Coomassie et identification de 13 protéines contenues dans 2 aires principales.

Immunoréactivité de ces aires après Western blot réalisés avec le sérum des lapins immunisés

prélevé à J42 (révélation BCL).

4.1.3.3 Antigènes fréquemment reconnus par les sérums de renards immunisés

Le PM et le PI des antigènes reconnus le plus fréquemment par le sérums des renards

immunisés est représenté sur la Figure 26. Deux zones principales, contenant des antigènes

reconnus préférentiellement, sont définies :

la zone A contient une protéine d'un PM de 97 kDa et d'un PI compris entre 4,3

et 4,6;

la zone B contient 12 protéines de faible poids moléculaire dont le PM est

compris entre 10 et 20 kDa, et le PI entre 4,8 et 6,5 ;

Ces zones correspondent à celles sélectionnées avec les sérums des lapins immunisés.
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Figure 26 : Localisation des 2 zones sélectionnées sur gel d'électrophorèse en 2D coloré au

bleu de Coomassie, et identification de 13 protéines contenues dans 2 aires principales.

Immunoréactivité de ces aires après Westem blot réalisés avec les sérums de renards

immunisés prélevés à J90 (révélation ECL).

4.1.3.4 Antigènes fréquemment reconnus par les sérums des renards vasectomisés

La Figure 27 représente les Westem blot réalisés avec les sérums des renards

vasectomisés prélevés à 1120 (R7, R9) ou à 1150 (R8, RIO).

Avec le sérum du renard RII (1150), aucun antigène n'est visualisé. La Figure 28

représente la localisation des 8 aires contenant des antigènes reconnus par au moins 2 sérums

des renards vasectomisés. Le PM et le PI de ces aires sont précisés dans le Tableau 10.
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Figure 27: Western blot d'extraits protéiques de spermatozoïdes de renard séparés par

électrophorèse en 2D révélés avec les sérums des renards vasectomisés R7, J120 (A) ; R8,

J150 (B) ; R9 , J120 (C) et RIO, J150 (D). Les antigènes reconnus par plus d'un sérum sont

entourés d'un cercle et nommés de a à g. Les poids moléculaires standards sont indiqués en

kDa à gauche, et les PI en haut de chaque blot.
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Figure 28 : Localisation des 8 zones sélectionnées sur gel d'électrophorèse en 2D révélées en

Western blot réalisés avec les sérums des renards vasectomisés.
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Tableau 10: Poids Moléculaire et Point Isoélectrique des 8 aires (a-g), contenant des

antigènes reconnus par au moins deux sérums de renards vasectomisés.

Zones PM CkDa) PI sérums
a >150 6,6 - 6,0 R7, RIO
b 105-98 6,0 - 5,5 R7,R8

c (A) 97 4,6 - 4,3 R7, R8, R9
d 95 5,0 R9, RIO
e 85-80 5,4 - 5,1 R7, RIO
f 42 5,0 - 4,8 R7,R8

g (B) 17-15 5,5 -4,8 R7, R8, RIO
h (B) 17-15 6,5 - 5,9 R8, RIO

Il faut noter que la zone c correspond à la zone A décrite pour les protocoles

d'immunisation des lapins et des renards, et que les zones g et h correspondent à la zone B. Il

n'est pas possible à ce stade du travail, de déterminer quelles sont les protéines contenues

dans ces aires qui sont antigéniques, en raison de la résolution des Western blots.

4.1.4/ Identification de sept antigènes reconnus

Afin d'identifier les antigènes reconnus, nous avons purifié par électrophorèse en 2D

les protéines spermatiques, avant de les tester individuellement par Western blot.

4.1.4.1 Antigène de la zone A

Cette zone contient une seule protéine, que nous avons testée par Western blot avec

les sérums provenant des 3 protocoles (Figure 29). La protéine contenue dans cette zone est

bien réactive avec les sérums sélectionnés, puisqu'elle réagit avec les sérums des lapins LI,

L2 et L3, des renards R2, et R5 (immunisés) et R7, R8, R9 (vasectomisés). Différentes bandes

réagissent sous la bande située à 97 kDa. La protéine étant isolée et purifiée, ce résultat

suggère que les sérums ont réagi avec des formes dégradées de la protéine.

P13 (97 kOa) -.

Figure 29: Western blot de la protéine P13 purifiée révélé avec le sérum des lapins

immunisés LI et L3, des renards immunisés R2 et R3 et des renards vasectomisés R7-9.
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4.1.4.2 Antigènes de la zone B

Cette zone contient 12 protéines visibles après coloration des gels au Bleu de

Coomassie. Ces protéines sont isolées puis testées individuellement par Western blot. Les

résultats sont présentés dans le tableau Il.

Tableau 11 : Antigénicité des protéines purifiées par électrophorèse en 2 dimensions évaluée

par Western blots avec les sérums des lapins et des renards immunisés (nt: non testé en raison

de trop faibles quantités)

Protéines

Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 PlO Pli P12
L1 nt nt ++ nt
L2 + +

L3 + ++ +

Ri + + +++ nt + nt
R2 nt ++ nt ++ nt ++ nt
R3 nt
R4 ++ + nt + nt
R5 + +++ + + +++ +++

R6 + ++ + +++

Parmi ces 12 protéines, 5 ne sont reconnues par aucun sérum: Pl, P2, P9, PlO et

P12, tandis que P6 n'est reconnue que par un sérum (lapin L2). Trois autres protéines sont

reconnues par plusieurs sérums (P3, P5 et P7) et trois autres ont réagi avec la plupart des

sérums testés (P4, P8 et PlI). L'intensité de la réaction est forte pour ces trois protéines

(Figure 30).

L2 L3 R1 R2 R3 R4 R5 R6

1 1

1 .1 [] Il
1

1

nt 1 1

1

. 1

1

Pl -I_----..:....--------.:..~~--=---~~

P4 _1'----'--------'--_---'-

P7 -IL-_'_'_----'--_--'----_--'-----'--':.....-__----'--_-'--'--__-----J

P8 -IL----'---------'--'-------'---'----'--'----'----'-------""""'"--------'~_

L1

Figure 30 : Western blot des protéines Pl, P4, P7 et P8 purifiées révélé avec le sérum des

lapins (Ll-3, J42) et renards (Rl-6, J90) immunisés. nt : non testé
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4.1.5/PM et PI des antigènes sélectionnés

Les protocoles d'immunisation et de vasectomie de renards nous ont permIS

d'obtenir des sérums reconnaissant des antigènes spermatiques.

Parmi ceux-ci, certains semblent fortement antigéniques, puisqu'ils réagissent avec

un grand nombre de sérums provenant des 3 protocoles. Après électrophorèse en 2D, nous

avons identifié 7 spots protéiques particulièrement antigéniques. Leur PM, déterminé sur gel

Tris-Trycine pour les protéines de faible poids moléculaire, et leur PI sont présentés dans le

tableau 12. Ce sont ces antigènes que nous avons étudiés dans la suite de ce travail afin d'en

déterminer la séquence et d'en évaluer l'intérêt pour un vaccin contraceptif.

Tableau 12 : Poids Moléculaire (PM) et Point Isoélectrique (PI) des antigènes spermatiques

sélectionnés.

Protéine PM PI

PB 97 4,3-4,6

P3 16.8 5,3
P4 16.4 5,5
P5 16.9 5,8
P7 16.4 6,2
P8 14.7 6,0
PlI 11.4 6,0

Zone A

ZoneB

4.2 : Détermination de la séquence des ADNc codant

les antigènes sélectionnés

4.2.1/Microséquençage N-terminal des antigènes sélectionnés

Les 7 antigènes sélectionnés sont purifiés par électrophorèse en 2D, puis sont

transmis au Service Commun de Séquençage des Protéines de l'Université de Nancy 1. Afin

d'identifier ces protéines, les séquences obtenues sont utilisées pour interroger la banque de

données SwissProt disponible sur Internet (tableau 13).

Tableau 13 : Séquences N-terminale obtenues et principales homologies trouvées

(entre parenthèse, le numéro d'accession EMBL des homologues).

Séquence Homologies princ!I>ales
P3 KVYSRXELAKVLQDFGRE • ~66 % avec EPI (G254390)

AY P3 : 1 .;~ILlV. 15
EP1 : 1 DEL 15

P4 XXYQTDELARVLSPT Pas d'homologue identifié
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Sé uence
P5 APIKVGDAIPXVXVFE

Homolo ies rinci ales
• 'è.87 % avec thioredoxine peroxydase PMP20

(AF197951)
P5 : 1 _:~1>~116
PMP20 : 50 • sl~ 65

• 'è.73 % avec EP3 (Q9TRPO)

~~3: i..~~rl;6

P7 XDYENSSLWGELEXEL Pas d'homologue identifié

14
14

GGGVPTDDEQAT
GGGVPTDEEQAT

• 'è. 85% avec cytochrome oxydase (sous-unité VI)
(P00428)

~~B ~ i I~

P8 AXGGGVPTDDEQAT

PIl Pas de séquence obtenue

PPAYDQAPEVTLQA
PPAYDQAPEVTLÇJA

• 100 % avec Fibrousheatin II (AF088868)
P13 1 14
FS2: 270 283

P13 PPAYDQAPEVTLQA

• 100 % aveiiiiCBP86fra ent VI) (AY007205)
P13: 1 14
CBP86 : 69 82

Sur les 7 protéines sélectionnées, seule PlI n'a pas donné de résultat lors du

séquençage NH2-terminal réalisé selon la technique d'Edman.

La protéine P3 possède une homologie avec la protéine EPI: il s'agit d'une protéine

décrite sur le spermatozoïde de porc, dont l'origine serait épididymaire (Parry et al., 1992).

De même, l'un des homologues de la protéine P5 est décrit dans la même publication, il s'agit

également d'une protéine épididymaire de porc (EP3). Cependant, P5 présente aussi de

nombreuses homologies avec différentes péroxydases identifiées dans différentes espèces

(homme, babouin, porc, souris, drosophile ... ). Il faut noter que seule la séquence NH2­

terminale de EPI et EP3 a été décrite.

La protéine P8 présente une forte homologie avec le cytochrome-C oxydase. Cette

protéine existe dans de nombreux tissus (foie, cerveau, muscle, ... ) de différentes espèces

(homme, taureau, rat, souris, ... ). Elle est associée aux membranes, notamment celles des

mitochondries, et a un rôle dans le transfert des électrons. Son ARNm est connu (500 pb).

L'extrémité NH2-terminale de la protéine PB présente une homologie de 100% avec

des segments internes des protéines Fibrousheatin II (FS2) et de la Calcium Binding Protein

(CBP86-VI). Ces deux protéines ont été décrites récemment chez l'homme. Il s'agit de

protéines spermatiques spécifiques du testicule, qui sont phosphorylées pendant la

capacitation. La partie peptidique de FS2 a un poids moléculaire de 53 kDa, et possède 493

acides aminés. Chez l'homme, la protéine CBP86 semble être une forme de la protéine FS2

tronquée dans son extrémité NH2-terminale.
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Il Extraction et purification des ARNm

Enfin, les deux protéines P4 et P7 ne présentent pas d'homologies significatives avec

des protéines déjà décrites.

4.2.2/Amplification et séquençage d'un fragment d'ADNe codant ces antigènes

4.2.2.1 Amplification d'un fragment d'ADNe à partir des ARNm

Cette méthode se déroule en deux étapes: extraction et purification des ARNm à

partir de testicule ou d'épididyme de renard, et synthèse d'un brin d'ADNc suivi d'une

amplification génique par réaction de polymérisation en chaîne (PCR).
A~clï6Îx:-<le'hln'Qrce spécinqülj"(lu''jtène : exëtnple'dc':p'31

KVYSRXELAKVLQDFGREAY
séqucnce NH,-tenninale de la protéinc

AArGTnTAywsnmGnnnnGAryTnGCn 1\ Al'GTnyTnCArGAyTTyGG nmGnGArGCnTAy
séquence cn acidcs nucléiqucs corrcspondant. Ccttc séquence est dégénéréc : plusicurs codons pcuvent

cxistcr. En rouge, amorce choisic pour la PCR, cn raison dc la proportion de nucléotidcs sans ambiguilé

B- Priri'éipe:de la'S' 'MeE i>CR 1

1
21 Hybridation des ARNm avec une amorce adaptatrive

3'ARNm
5..:..'------------- AAAAAAAn

TTTTTTTT'-/l11!II!!!18m".1 5 '

3 '31 Transcription reverse de l'ARNm en ADNe

5 L'------------- AAAAAAAn
---------------- TTTTTTTTT 1 4th

~
1 5 .

....__UAP

TTTTTTTTT 1 81" 1 5 '

41 Dégradation du brin d'ARNm par la ribonucléase H 3 '
5.:-------------------------- --- - ------ - AAAAAAAn
---------.,---------- TTTT'j-TTTT ~11!!!!!141$iIlŒ.11 5 .

~
51 Amplification de l'ADNe par peR, en utilisant une amorce complémentaire de l'amorce AP et une amorce
spécifique du gène

Amorce spécifique du gène

IIn'cst pas possiblc dc détcnnincr la Tm théorique, puisque nous
utilisons un cockail d'amorces, Nous avons donc tcsté ici dcs Tm

_ compriscs entre 52 et 70°(1-\0; \\ : témoin négatif), D'après ces
résultats, nous avons choisi une Tm dc 70°, Nous avous alors fait
varier la concentration de MgCI,. avant de repréciscr la Tm optimale
à la conccntration choisie (1 mM), ellc était alors de 65°C.

Figure 31 : Principe de la 5' RACE PCR : choix des amorces (A), démarche expérimentale

(B) et ajustement des conditions de PCR (C).
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L'amplification est réalisée à partir d'ARN extrait à l'aide d'une solution

commerciale, le Trizol (Life technologies). La qualité des ARN est vérifiée par migration sur

gel d'agarose (formes dégradées) et mesure de l'absorbance à 260 et à 280 nm (pureté). Les

ARNm sont ensuite purifiés grâce au kit commercial Oligotex mRNA purification kit

(Qiagen).

Pour la RACE-PCR, dont le principe est représenté sur la Figure 31, les ARNm sont

transcrits en ADNc à partir d'une amorce adaptatrice. Après destruction du brin ARN des

hétéro-duplex ADN-ARN, une PCR est réalisée entre cette amorce adaptatrice et une amorce

spécifique des gènes étudiés. La séquence de cette amorce est déduite de la séquence NH2­

terminale des protéines séquencées : le code génétique étant dégénéré, un cocktail d'amorces

est utilisé, ce qui impose une mise au point importante des conditions expérimentales de la

PCR: température d'hybridation, concentration en amorces, concentration en MgCh.

(F) amorces correspondants à
P13 à partir d'ARN extraits de
testicule de renard: une bande
de 370 pb est obtenue.

(0) amorce dégénérée
correspondant à P7 à parti r
d' ARNm extraits de testicule
de renard: 1 bande d'environ
330 pb est obtenue.

'$
§"'-~

.(</; '</;05S
<::'

(E) amorce dégénérée
correspondant à PB à partir
d' ARNm extraits de
testicule de renard: 2
bandes d'environ 350 et
450 pb sont obtenues.

(A) amorce dégénérée
correspondant à P3 à partir
d'ARNm extraits
d'épididyme de renard: 1
bande d'environ 300 pb est
obtenue.

(B) amorce dégénérée
correspondant à P4 à
partir d'ARNm extraits de
testicule de renard: 2
bandes d'environ 250 pb
sont obtenues.

(C) amorce dégénérée
correspondant à PS à
partir d' ARNm extraits
d'épididyme de renard:
2 bandes d'environ 300
et 500 pb sont obtenues.

Figure 32 : Résultats obtenus par 5' RACE PCR (A-E) et par RT-PCR (F).

En utilisant les amorces dégénérées déduites de la séquence NH2-terminale des

antigènes sélectionnés, nous avons obtenu un produit de RACE-PCR migrant sous forme

d'une ou deux bandes simples en gel d'agarose (Figure 32). Dans le cas de P13, nous n'avons

pas utilisé la RACE-PCR, mais une RT-PCR en utilisant des amorces déduites de la séquence

de l'homologue humain FS2. Les ARN utilisés sont extraits de testicule de renard. La

synthèse du brin d'ADNc se fait à partir d'une amorce oligo dT, c'est à dire à partir de
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l'extrémité 3' des ARNm, et la PCR avec les amorces spécifiques de FS2. Cette stratégie nous

a permis d'amplifier un fragment de 369 pb.

4.2.2.2 Clonage et séquençage des ADN

Les amplicons obtenus sont purifiés à partir des gels d'agarose et insérés dans le

plasmide pUCI8/SmAI. Ces plasmides sont ensuite transfectés dans des bactéries DH5a, qui

sont mises en culture. En raison de la présence dans le vecteur d'un gène de résistance à

l'ampicilline, seules les bactéries les ayant incorporés vont être en croissance. Le site

d'insertion cible de ces vecteurs est situé dans le gène de LacZ. Pour les bactéries ayant

incorporé les vecteurs, l'expression du gène de LacZ est inhibée, et les colonies sont blanches.

A l'inverse, sans l'insert, la séquence du gène de LacZ est exprimée et les colonies sont

bleues. Afin de confirmer que les colonies blanches ont bien incorporé le plasmide, une PCR

de criblage est réalisée avec des amorces correspondant aux bras du vecteur pUCI8/SmAI.

Les clones n'ayant pas incorporé les produits de ligation ont une taille de 137 pb.

Les plasmides ayant incorporé les produits de PCR sont purifiés puis séquencés. Les

séquences obtenues sont comparées à la séquence NH2-terminale déterminée par le

microséquençage d'Edman afin de valider ces résultats. En raison des d'amorces utilisé pour

la RACE PCR, il arrive que l'on amplifie des fragments correspondant à des gènes de

protéines non-cibles. Par exemple, en cherchant à amplifier le gène de P5, nous avons

amplifié un gène correspondant à une autre protéine déj à identifiée chez le chien, Rabi]

(Tableau 14), en raison de la fixation non spécifique de l'amorce AP sur les deux extrémités

de ce gène. Seul le séquençage permet de mettre en évidence que le fragment d'ADN amplifié

correspond au gène de la protéine recherchée.

Tableau 14: Séquence de la protéine vulpine Rab]] déterminée par séquençage d'un

fragment de RACE PCR.

• Méthode: RACE PCR
• Organisme: renard (Vulpes vulpes)
• Tissu : testicule
Séquence de RabIl :

1 ACTATCTCTT CAAANTTGTC CTTATTGGAG ATTCTGGTGT TGGAAANAGT
51 AATCTCTTGT CTCGATTTAC TCGAAATGAG TTTAATCTCG AAAGTAANAG
101 CACCATTGGA NTANAGTTTG CAACAAGAAN CATCCAGGTT GATGGGAAAA
151 CAATANAGGC NCAGATATGG GACACAGCAG GGCAGGAGCG ATACCGAGCT
201 ATGGACATCA GCATATTATC GTGGAGCTGT AGGTGCCTTA CTGGTGTATG
251 ACATTGCTAA GCATCTCNCG TATGAAAATG TANAACGATG GCTGAAAGAA
301 CTGAGAGGTC ATGCTGATAG TAACATTGTT ATCATGCTTG TGGGCAATAA
351 GAATGATTTG CGTCCTCTCC GGGCAGTTCC NACAGATGAA CCCAGAACGT
401 TTGCCCAAAA AATGGTTGTC GGTCATGAGA CTCCCTCCAA CACACTATNT
451 AAACNGCTGN AAAAA
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Par cette méthode, nous avons amplifié et séquencé des fragments d'ADN ayant de

fortes homologies avec les séquences correspondant à la séquence d'Edman établie pour les 6

protéines sélectionnées. Pour les protéines P8 et PB, ces fragments sont utilisés pour cribler

une banque d'ADNc de testicule de renard que nous avons réalisée. Pour les autres protéines,

pour lesquelles le criblage de la banque est en cours de réalisation, les séquences d'ADNc

sont transcrites en acides aminés puis analysées.

4.2.2.3 Réalisation et criblage d'une banque d'ADNe de testicule de renard

Une banque d'ADNc est réalisée à partir d'ARNm de testicule de deux renards

fertiles, à l'aide d'un kit commercial (ZAP Express cDNA gigapack III gold cloning kit,

Stratagene). Cette banque est titrée et amplifiée. Après amplification, nous disposons de 40

mL de banque dont le titre est de 60000 phages/)J.L.

Des sondes correspondant aux fragments de PCR de P8 et PB sont marquées à la

DIO, et utilisées pour cribler la banque d'ADNc par Southem blot. Pour chacune des sondes,

trois sous-criblages sont nécessaires pour isoler des bactériophages contenant l'ADNc cible.

Par cette technique, nous avons isolé les plages de lyse contenant des séquences

complémentaires des deux sondes utilisées. Après vérification par PCR de la taille des inserts,

ces colonies sont séquençées par la technique de Gene Wal1dng, nous permettant d'obtenir des

séquences complètes de P8 et PB.

4.2.3/Séquences des protéines sélectionnées

4.2.3.1 Protéine P3

4.2.3.1.1 Séquence obtenue

Par RACE PCR réalisée à partir d'ARNm d'épididyme de renard, des amplicons

d'une taille d'environ 300 pb sont obtenus. Ces amplicons sont incorporés à un plasmide puis

séquençés (tableau 15).

Tableau 15 : Séquence de l'ADNc obtenue par RACE PCR réalisée avec l'amorce dégénérée

correspondant à P3, et acides aminés (AA) correspondant. Les acides aminés soulignés

correspondent à ceux donnés par la séquence d'Edman. Les AA déterminés par le séquençage

d'Edman mais non confirmés à partir de la séquence de l'ADNc sont entre parenthèses.

• Méthode: RACE PCR
• AC SwissProt : P83198
• Organisme: renard (Vulpes vulpes)
• Tissu: épididyme
Séquence de P3 :

1 AAG GTT TTG CAG GAT TTC GGG GCT CGG GCT CTT GGA TTC AGG GTA 45
KVYSRXELA K V L Q D F G A R A L G F R V 24

(R) (E) (Y)
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46 CTT TTA TTG TTC TTG TTA CTG TTG CTT ATA AGA AGC AAA TAT CAA 90
25 L L L F L L L L L l R S K y Q 39

91 AAG ACT TTC TTC AGT GGA ATA GAA TAT TGA GTA TTT TCA GCC AAT 135
40 K T F F S G l E Y * V F S A N 54

136 GAT ACT TTC AAA GTG GGT GGT GTG AAA GGA GAG AGG AGA TAT GCC 180
55 D T F K V G G V K G E R R Y A 69

181 AAG AGC CAT TTT ATT TGG AGG TCC CTA TTT TTA TAG CCT ATT TTA 225
70 K S H F l W R S L F L * P l L 84

226 CTT ACA TCT AGA AAA GCA GAC TCA CTT CTG AAT AAA ATC GAC ATT 270
85 L T S R K A D S L L N K l D l 99

271 TAT CGT AAA AAA AAA AAA AAA 291
100 Y R K K K K K 106

4.2.3.1.2 Analyse de la séquence

4.2.3.1.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de P3

en acides aminés n'a pas montré d'homologie significative, en plus de celle déjà déterminée

(EPI, tableau 13).

4.2.3.1.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine P3

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P3 sont présentées dans

le tableau 16. Celles-ci sont à considérer avec précaution, la séquence de P3 obtenue par

RACE-PCR devant être confirmée par criblage d'une banque d'ADNc d'épididyme de renard.

Tableau 16 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P3 obtenue par RACE-PCR.

P3 Prédictions Sites
PM II,8 kDa (16,8 kDa sur gel)
PI 11,4 (5,3 sur gel)
Sites particuliers ~ N-glycosylation ~ NDTF : 54-57

~ Phosphorylation par ~ [ST] X[RK] : 56-58 ; 86-88 ; 87-89
protéine kinase C
~ Phosphorylation par casein ~ [ST] xx [DE) : 44-47 ; 52-55
kinase II

Sites antigéniques 4 sites 31-40 ; 48-68 ; 82-94 ; 97-101

Région trans- I région déterminant une zone 23-30
membranaire extracellulaire
Structure secondaire Hélice a majoritaire Hélice : 1-39 ; 75-79 ; 81-115

Feuillet : 40-44 ; 46-52 ; 58-61
Coude : 52-55 ; 61-65
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4.2.3.2 Protéine P4

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

4.2.3.2.1 Séquence obtenue

Par RACE PCR réalisée à partir d'ARNm de testicule de renard, deux amplicons

d'une taille de 230 et 250 pb sont obtenus. Ces fragments sont incorporés à un plasmide puis

séquencés. Seule une de ces bandes présente une homologie avec la séquence établie selon la

technique d'Edman (tableau 17).

Tableau 17 : Séquence de l'ADNc obtenue par RACE PCR réalisée avec l'amorce dégénérée

correspondant à P4 et acides aminés correspondant (en bleu).

• Méthode: RACE PCR
• AC SwissProt: P83199
• Organisme: renard (Vulpes vulpes)
• Tissu : testicule
Séquence de P4 :

1 TAT CAG ACT GAC GAG TTG GCC CAG GAG TTC CGC AAG TTC GAC CTG 45
XX Y Q T D E L A Q E F R K F D L 17

(R) (V) (L) (8) (P) (T)
46 AAC AGC CCG TGG GAG GCC TTT CCT GCC TAT CGA CAG CCC CCT GAG 90
18 N 8 P W E A F P A Y R Q P P E 32

91 AGT CTC AAG CTT GAA GCC GGA GAC AAG AAA CCT GAA ACC AAG TAG 135
33 8 L K L E A G D K K P E T K Z 47

136 CTT CAG GGA AGG CAT GTG GAT ACT AGA AAG TGT TTA ACC TCT AAC 180
48 L Q G R H V D T R K C L T 8 N 62

181 TGA GCA TCC CTG TAA ATA AAA TCT GTA GAC CAA CAA AAA AAA AAA 225
63 z A 8 L Z l K 8 V D Q Q K K K 77

226 AAA 228
78 K

4.2.3.2.2 Analyse de la séquence

4.2.3.2.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de P4

en acides aminés montre une homologie significative (Figure 33) avec le précurseur

mitochondrial de la NADH ubiquinone oxydoreductase (décrite chez l'humain et chez le

bovin, numéro d'accession P23709).

180 * 200 * 220 *

~1DH ubi: ~;;~~~;~~;;~~;~~~;;~~;;;~~;;~;~~~;~;~~~;~~;~~~~~e~
14

236

LNSPWEAFPAYRQPPESLKLEAGD
LNSPWEAFPAYRQPPESLKLEAGD

P4
NADH ubi:

240 * 260 * 280 *
K~TœZLQGRHVDTRKCLTSNZASLZIKSVDQQK

T~œ-----------------------------

73
266
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1

300 * 320 * 340 *
P4 . KKK--------------------------------------------------------
~ADH ubi; -----------------------------------------------------------

76

Figure 33: Homologie entre la séquence de la protéine P4 et celle du précurseur

mitochondrial de la NADH ubiquinone oxydoreductase.

4.2.3.1.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine P4

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P4 sont présentées dans

le tableau 18. Celles-ci sont à considérer avec précaution, la séquence de P4 obtenue par

RACE-PCR devant être confirmée par criblage d'une banque d'ADNc de testicule de renard.

Tableau 18 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P4 obtenue par RACE-PCR.

P4 Prédictions Sites
PM 8,2 kDa (16,4 kDa sur gel)
PI 9,3 (5,5)
Sites particuliers >- Phosphorylation par >- [ST] x [RK] : 26-28

protéine kinase C
>- Phosphorylation par casein >- [ST] xx [DE] : 12-15
kinase II

Sites antigéniques 3 sites 22-30 i 32-43 i 65-71
Région trans- aucune région transmembranaire
membranaire
Structure secondaire Hélice a majoritaire Hélice : 3-15 i 18-21 i 30-37 i 41-

48 i 65-76
Feuillet : 52-58
Coude : 15-18 i 22-30 i 48-51 i 58-
63

4.2.3.3 Protéine P5

4.2.3.3.1 Séquence obtenue

Par RACE PCR réalisée à partir d'ARNm d'épididyme de renard, deux amplicons

d'une taille d'environ 300 et 450 pb sont obtenus. Ces fragments sont incorporés à un

plasmide puis séquencés. Seule le fragment d'environ 450 présente une homologie avec la

séquence établie selon la technique d'Edman (tableau 19).

Tableau 19 : Séquence de l'ADNc obtenue par RACE peR réalisée avec l'amorce dégénérée

correspondant à P5 et acides aminés correspondant (en bleu).

• Méthode: RACE PCR
• AC SwissProt : P83200
• Organisme: renard (Vulpes vulpes)
• Tissu: épididyme
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Séquence de P5 :

1 AAA GTS GGW GAC GCK ATC CCA ACT ACC TTG GAG ACC TCA TCA TGG CTC
API K V G N A l P T T L E T S S W L 19

(0) (V) (V) (F) (E)
49 TGG CCT GGT CCT TGC CTT GTG GAG TGT CTC ACC TGC TAC CCT ACT TYT
20 W P G P C L V Q C L T C y P T S/F 35

97 ACY TCY TCT ACT TCR CGG CAC TAC TGG TAC ACC GTG AGG CCC GGG ATG
36 T S S T S R H Y W Y T V R P G M 51

145 AGC AGC AGT GCC TGC AGA AGT ATG GCC TGG CCT GGC ATG AAT ACT GTC
52 S S T A C K T M A W P G M N T V 67

193 GGC GTG TGC CTT ACC GAA TCC TGC CCT ACA TCT ACT GAA GCA GCT CCA
68 G V C L T Q S C P T S T Q A A p 83

241 CTC ACC CCA GAC TGG GGC ATG TGC ACT CAG CAC CAG GAG CCT GGA CTC
84 L T P N W G M C T Q H Q E P G L 99

289 CTA CCC TGC TCC AAG CTC CAA CAA GCA GGG GAT GAA CAG CCC GAG AGA
100 L P C S K L Q Q A G R E Q p E R 116

337 GGT GCT CTG GAG CAA GGA GAA ATG AAG CCA GTG CCC AAA AAT GGA GTG
117 G A L E Q G E M K P V P K N G V 131

385 GAG GGG CTG TTC TTT CTC CTT GGA TAA ACA TCT AGA AAC CAA AAA AAA
132 E G L F F L L G * 139

432 AAA

4.2.3.3.2 Analyse de la séquence

4.2.3.3.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de P5

en acides aminés ne montre aucune homologie significative avec des protéines déjà décrites,

en plus de celles déjà obtenues avec la séquence d'Edman (péroxydase, EP3).

4.2.3.3.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine P5

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P5 sont présentées dans

le tableau 20. Celles-ci sont à considérer avec précaution, la séquence de P5 obtenue par

RACE-PCR devant être confirmée par criblage d'une banque d'ADNc d'épididyme de renard.

Tableau 20 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P5 obtenue par RACE-PCR.

PS Prédictions Sites
PM 15,0 kDa (16,9 sur gel)
PI 7,8 (5,8 sur gel)
Sites particuliers ~ Phosphorylation par ~ [ST] X[RK] : 39-41 ; 46-48

protéine kinase C
~ Phosphorylation par casein ~ [ST] XX [DE] : 11-14
kinase II
~ Attachement des lipides sur ~ NTVGVCLTQSC : 65-75
les lipoprotéines membranaires

Sites antigéniques 6 sites 9-14 ; 29-44 ; 47-53 ; 69-78 ; 88-
94 ; 102-128
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Résultats

Régions trans­
membranaues

Struchrresecondaue

2 régions trans-membranaues
déterminant 1 région
extracellulaue et 2 régions
intracellulaues
Majorité de coudes

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

~ Trans-membrane : 22-32 i 71-74
~ Extracellulaire 32-70
~ Intracellulaire : 1-21 i 75-128

Hélice : 101-106 i 116-122 i 131-139
Feuillet: 11-15 i 38-48 i 66-73
Coude : 5-10 i 19-25 i 31-37 i 48­
54 i 61-66 i 73-79 i 81-89 i 93-
101 i 106-112 i 123-130

4.2.3.4 Protéine Pl

4.2.304.1 Séquence obtenue

Par RACE PCR réalisée à partir d'ARNm de testicule de renard, un amp1icon d'une

taille d'environ 330 pb est obtenu. Ce fragment est incorporé à un plasmide puis séquencé. Ce

fragment de 350 pb présente une homologie avec la séquence établie selon la technique

d'Edman (tableau 21).

Tableau 21 : Séquence de l'ADNc obtenue par RACE-PCR réalisée avec la sonde synthétisée

à partir de l'amorce dégénérée correspondant à P7 et acides aminés correspondant (en bleu).

• Méthode: RACE PCR

• AC SwissProt : P8320]

• Organisme: renard (Vulpes vulpes)

• Tissu: épididyme
Séquence de P7 :

1 TGG GGG GAG CTT GAG GTC ACC GAG CAG CCA AGG CCG AGC ACC AGC AAG
DYENSSL W G E L E V T E Q p R P S T S K 23

(E) (L)

49 GGG GAT GAC TTG CTG GCC ATG ATG GAT GAG TTA TAG CTG TGC CGG CCG
24 G 0 0 L L A M M 0 E L Z L C R P 39

97 AGC ACC CCC ACC CCG CGG CCC CTG TGG GGT GGG CCG CCC CAT AAG GAC
40 S T P T P R P L W G G P P H K 0 55

151 CCC GGG GAT GCC CCA GGC AGC AAA CCG AGG CTG ATG TTA GTT TTC TAC
56 P G 0 A P G S K P R L M L V F Y 71

192 TGA GTG AGT GGT TAC CTC CCA TTC CTG TTT GTG TTG TAA AGA ACC ACG
72 Z v S G y L P F L F V L Z R T T 87

241 CAA GGC TCC TTC CAG TCT GGA AGG CGC ACA CAT ATA CAT GTT TTC AGC
88 Q G S F Q s G R R T H l H V F S 113

291 TTT TAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA A
114 F *

4.2.304.2 Analyse de la séquence

4.2.3.4.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de P7

en acides aminés montre de faibles homologies avec différentes protéines. Parmi celles-ci, il

existe une faible homologie avec la proacrosine de porc (P08001 ; Figure 34).
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P7
proacro

P7
proacro

240 * 260 * 280 *
--------------------------------DYENSSLWGELEVTEQPRPSTSKGDD
TCQGDSGGPLMCRDRAENTFVVVGITSWGVGCARAKRPGVYTSTWPYLNWIASKIGSN

300 * 320 * 340
LLAMMDELZLCIIIIITI-----------.GGPPHKDIGDA!IIKIILMLVFYZV
ALQMVQLGTPPlllllAlpVRPPSVQTPV YFQRPPG SQQIIIRllpPAPPPPP

26
290

74
348

P7
proacro

* 360 * 380 * 400
SGYLPFLFVLZRTTQGSFQSGRRTHIHVFSF---------------------- : 104
PPPPPPPPPPPPPPPPPPQQVSAKPPQALSFAKRLQQLIEALKGTAFSSGRSYYETET : 406

Figure 34 : Homologie entre la protéine P7 et la proacrosine de porc (POS001).

4.2.3.4.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine Pl

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P7 sont présentées dans

le tableau 22. Celles-ci sont à considérer avec précaution, la séquence de P7 obtenue par

RACE-PCR devant être confirmée par criblage d'une banque d'ADNc de testicule de renard.

Tableau 22 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P7 obtenue par RACE-PCR.

P7 Prédictions Sites
PM 11,7 kDa (16, 4 kDa sur gel)
PI 6,3 (6,2 sur gel)
Sites particuliers ~ Phosphorylation par ~ [ST] X[RK] : 21-23 ; 43-45 ; 93-95

protéine kinase C
~ Phosphorylation par casein ~ [ST] XX [DE] : 22-25
kinase II
~ N glycosylation ~ NSSL : 4-7
~ arnidation ~ SGRR : 93-96

Sites antigéniques 4 sites 10-24 ; 35-43 ; 45-62 ; 82-94

Région trans- I région trans-membranaire Trans-membrane : 71-79
membranaire déterminant une partie Extracellulaire : 79-93

extracellulaire
Structure secondaire Majorité de coudes Hélice : 26-36

Feuillet : 9-15 ; 66-72 ; 78-84 ;
96-104
Coude : 15-25 ; 37-46 ; 48-64 ; 72-
78

4.2.3.5 Protéine P8

4.2.3.5.1 Séquence obtenue

Par RACE PCR réalisée à partir d'ARNm de testicule de renard, deux amplicons

d'une taille d'environ 350 et 450 pb sont obtenus. Ces fragments sont incorporés à un

plasmide puis séquencés. Seul le fragment de 350 pb présente une homologie avec la

séquence de PS établie selon la technique d'Edman (tableau 23). L'insert correspondant est

Page 116



Résultats Séquence de l'ADNe codant les antigènes

excisé, et marqué à la DIG pour servir de sonde pour le criblage de la banque d'ADNc de

testicule de renard.

Après un criblage primaire de la banque, 6 clones sont sélectionnés, et 2 d'entre eux,

sont remis en culture. Chaque culture est criblée une seconde fois, permettant d'isoler de

nouveau un clone par culture, qui est de nouveau remis en culture. Un troisième criblage

permet d'isoler 5 clones par culture. Les 10 clones ont la même taille. Deux inserts contenus

dans ces clones sont séquencés.

Tableau 23 : Séquence de l'ADNc obtenue par criblage de la banque de testicule de renard

réalisé avec la sonde synthétisée à partir de l'amorce dégénérée correspondant à P8 et acides

aminés correspondant (en bleu).

• Méthode: criblage d'une banque d'ADNe de testicule de renard
• AC EMBI: AJ421970

• Organisme: renard (Vulpes vulpes)

• Tissu : testicule
Séquence de P8 :

1 AAT TCG CAC GAG GCC TCG TGC CGA ATT CGG CAC GAG GGG TGG GCG 45
46 GCG CTC CCA GCG GGG AAG GTT CCC CGG CTG CGC TGT GTC ATC TCC 90
91 GGG AGC TGT TGA CCC GCG CCC GCT GCC CAC TTA ACG CGC AGT AAG 135
136 TGG CGG GCT CCT CAC CTG GGG ACC GGG CTT CCA CAC AGA TGA GGA 180
181 CGG TGA GGC CCC CAG GGA AAG GGC CGT TTG CCA CGG CAC GCC GAC 225
226 AGA AGG GGA CGG CGG CCA GGT TCG AAC CGG GGC GCG CTG TGG CCT 270
271 CGC CAC CGT CAG GCC CCT TCC GCG GAT CTT CCC CAG AAA GAA AAG 315
316 AAA ACT GAG GCA AAA AGA GAC TAA AGA GCT TGC TTG AGT GGC TAA 360
361 ACC TGG CAG TTC ACA ACA CAG GGA AAT GCA AAT GGC CTT ATG AAG 405

M K 2

406 AGA GGC TCA GCT GCC TTG GAG GTC AGA GAA CTG AAA ATG CAA ACA 450
3 R G S A A L E V R E L K M Q T 17

451 CCA ACA GCA TCT TGT GTT TTA TCC ACT CAG CGG GCA AAC TTT GCA 495
18 p T A S C V L S T Q R A N F A 32

(A) (X)

496 AAA GGT GGT GTT CCT ACT GAT GAC GAG CAG GCG ACA GGG CTG GAG 540
33 K G G V P T D D E Q A T G L E 47

(G)
541 AGG GAG GTC ATG ATG GCT GCA CGG AAG GGA CTG GAC CCA TAC AAT 585
48 R E V M M A A R K G L D P Y N 62

586 ATT CTA GCC CCA AAG GCA GCT GCA GGC ACC AAA GAA GAC CCT AAT 630
63 l L A P K A A A G T K E D P N 77

631 TTA GTC CCA TCT ATC ACC AAC AAG CGA ATA GTG GGC TGC ATC TGT 675
78 L v P S l T N K R l V G C l C 92

676 GAA GAA GAC AAT AGT ACC GTC ATC TGG TTT TGG CTG CAC AAA GGC 720
93 E E D N S T V l W F W L H K G 107

721 GAG GCC CAG CGA TGC CCT AGC TGT GGA ACC CAT TAC AAG CTG GTG 765
108 E A Q R C P S C G T H Y K L v 122

766 CCC CAC CAG TTG GCC CAC TGA GCC TTT GCA CTA ATT TAC TCA AAA 810
123 p H Q L A H *

811 TGT GCT GTG AAG TTT TTT TTT TCC AAT AAA GAA TAG CCA TTG CAT 855
856 TGG TTC CTT TTC CCA TAA AAA AAA 879
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Résultats

4.2.3.5.2 Analyse de la séquence

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

4.2.3.5.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de P8

en acides aminés montre une forte homologie avec le polypeptide Yb de la cytochrome-C

oxydase bovine (PÜÜ428; Figure 35), du même fragment murin (P19536) et humain

(Plü6ü6).

EQATGLEREVMMAARKG
E:QATGLEREVMLAARKG

P8
cytC

* 20 * 40
MKRGSAALEVRELKMQTPTASCVLSTQRANFAK.ID
------------------------------ASG • lE

* 80 * 100 *

* 60LIQ •
120

61
31

NILAPKA""GTKEDPNLVPSITNKRIVGCICEEDNSTVIWFWLHKGEAQRCPSCGTHYKLV
NILAPKA GTI<EDPNLVPSITNIŒIVGCICEEDNSTVIWFWLIlKGEAQRCPSCGTIIYKLV

P8
cytC

* 140 *

122
92

P8
cytC

------------------------------ : 128
------------------------------ 98

Figure 35 : Homologie entre la protéine P8 et le polypeptide Yb de la cytochrome-C oxydase

bovine (Püü428).

4.2.3.5.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine P8

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P8 sont présentées dans

le tableau 24.

Tableau 24 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P8 obtenue par criblage d'une

banque d'ADNc de testicule de renard.

P8 Prédictions Sites
PM 14,1 kDa (14,7 kDa sur gel)
PI 8,1 (6,0 sur gel)
Sites particuliers ~ Phosphorylation par ~ [ST] X [RK] : 26-28 ; 83-85

protéine kinase C
~ Phosphorylation par ~ KRGS : 2-5
protéine kinase AMPc ou GMPc
dépendant

~ [ST] XX [DE] : 38-41 ; 44-47 ; 72-75
~ Phosphorylation par casein
kinase II ~ NSTV : 96-99
~ N glycosylation ~ VIWFWLHKGEAQRCPSCGTHYKL : 99-121
~ Région de liaison au Zinc
de la sous-unité Yb de la
cytochrome-C oxydase

Sites antigéniques 8 sites 10-17 ; 22-28 ; 30-44 ; 53-57 ; 65-
75 ; 77-83 ; 88-95 ; 103-113

Région trans- Aucune région trans-
membranaire membranaire
Structure secondaire Majorité de coudes et d'hélice Hélice : 6-14 ; 45-56 ; 60-70 ; 101-

105 ; 123-128
Feuillet : 21-25 ; 86-92
Coude : 15-21 ; 32-40 ; 56-60 ; 70-
86 ; 92-98 ; 105-120
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Résultats

4.2.3.6 Protéine P13

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

4.2.3 .6.1 Séquence obtenue

Par RT PCR réalisée à partir d'ARNm de testicule de renard, un amplicon d'une taille

d'environ 370 pb est obtenu. Ce fragment est incorporé à un plasmide puis séquencé.

L'analyse de la séquence obtenue confirme qu'il s'agit bien du gène de P13. L'insert est

excisé puis marqué à la DIO pour servir de sonde pour le criblage de la banque d'ADNc de

testicule de renard. Après un criblage primaire de la banque, 23 clones sont sélectionnés, et 2

d'entre eux, P13.1 et P13.2, sont remis en culture. Chaque culture est criblée une seconde fois,

permettant d'isoler de nouveau 1 clone (par culture), qui est encore une fois remis en culture.

Un troisième criblage permet d'isoler 5 clones par culture. Les 5 clones dérivés de P13.1 ont

une taille légèrement différente de celle des clones provenant du clone P13.2. Deux clones de

chacune de ces cultures sont séquencés. Les séquences obtenues sont alignées pour obtenir

une séquence consensus (Tableau 25).

Tableau 25 : Séquence de l'ADNc obtenue par criblage de la banque de testicule de renard

réalisée avec la sonde synthétisée à partir des amorces correspondant à P13, et acides aminés

correspondant (en bleu).

• Méthode: criblage d'une banque d'ADNc de testicule de renard

• AC EMBl: AJ421969

• Organisme: renard (Vulpes vulpes)

• Tissu : testicule
Séquence de P13 :

1 AAT TCG GCA CGA GGC AAC GGG GCA ACG AGG AAG CTC TTG GGA GCG 45
46 TAG CCG GAA AGG AGA AGT TGA GAT TAC AGA CAT CCT GCC AAA ATG 90

M 1

91 ATT TCT TCA AAG CCC AGA CTT GTC GTA CCT TAT GGC CTC AAG ACT 135
2 l S S K P R L V V P Y G L K T 16

136 CTG CTC GAG GGA GTC AGC AGA GCC ATT CTT AAA ATT AAT CCA CCA 180
17 L L E G V S R A l L K l N P P 31

181 AAC ATC ACC CAG TTC GCA GCA GTT TAT TTT AAA GAA CTT ATT GTA 225
32 N l T Q F A A V Y F K E L l v 46

226 TTT AGA GAA GGG AAT ACT TCT CTG GAT ATA AAA GAT CTT GTT AAA 270
47 F R E G N T S L D l K D L V K 61

271 CAA TTT CAT CAG ATT AAA GTA GAG AAG TGG TCA GAA GGA ACG ACA 315
62 Q F H Q l K V E K W S E G T T 76

316 CAA GAG AAG GAA CCA GAA TGT ATG GAA GAA CAG GTA GAA ACA TCT 360
77 Q E K E P E C M E E Q v E T S 91

361 GTA GTT TCC CAA GAA CCT ACA CGG ATG GAG AAA TCT ACG GAC ACA 405
92 v v s Q E P T R M E K S T D T 106

406 GAG GAG GAC AAT ATA GCT GGA CCA CTG TTT ATG AAC AAA ACC ACT 450
107 E E D N l A G P L F M N K T T 121
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451 CAG TTC CCA TCA GTT CAC GCA GAG GTG CTC CTG GAG CCC GAG GAG 495
122 Q F P S V H A E V L LEP E E 136

496 ACC CCC GAA GCA GCC TGC GGT GGC AGC CCG AAA CCA TCT ACC CCT 540
137 T P E A A C G G S P K PST P 151

541 AAG GCT GTC ACC CCA CCC TCC TCA CCA TCT CCA GCA GCT GTC TCA 585
152 K A V T P P S S P SPA A V S 166

586 CAA GAG TTT GCT TAT GTG CCA GCT GAC CCA GCT CAG TTT GCT GCT 630
167 Q E F A Y V P A D P A Q F A A 181

631 CAG ATG TTA GGT AAT GTT TCA TCT ATT CAT TCT GAT CAG TCT GAC 675
182 Q M L G N V S S l H S D Q S D 196

676 GTT TTA ATG GTG GAT GTG GCA ACA AGT ATG CCT GTT TTT TCT GAG 720
197 v L M V D V A T S M P V F S E 211

721 GAG GTG CTG AGC TCA GAG GCT GCC GAA GAT GCC AGG GTG GCC ATT 765
212 E v L S S E A A E DAR V A l 226

766 CCC TCT GTG TAT TCC GCA GAG GTT GTA GCC CTG CAG GTT CTG AGC 810
227 P S v y S A E V V A L Q v L S 241

811 CAA ACA TCT GTC CAT GTA GAT TTG GGT CCT AAA CCT AAA GAC GAC 855
242 Q T S V H V D L G P K P K D D 256

856 GAA GCT GAA CCA ACA ACG GCT TCC TCC TTC CCC TTG CAG GAT GAA 900
257 E A E PTT A S S F P L Q D E 271

901 CAA GAC CCT CCT GCT TAC GAT CAA GCT CCC GAG GTC CCT TTG CAG 945
272 Q D P P A Y D Q A P E V P L Q 286

946 GCT GAT ATT GAG GTC ACA TCA TTC GTT CAT GTT TCA TCC ATC TAT 990
287 A DIE V TSF V H V S S l y 301

991 AAC AAT GAG CCT GTG ATT GAA GGA GTT ACT TAT GTC GAG CAA ATA 1035
302 N NEP VIE G V T Y V E Q l 316

1036 CCA GAA CAC ATA GTT ATC CCT TTT ACC GAT CAC GTT GCT TCC CTT 1080
317 P E H l VIP F T D H V A S L 331

1081 AAA GAC AAT GAG CCA CCA GAT AGT CCC ATA CCT GTA GCA TGC GAC 1125
332 K D NEP P D SPI P V A C D 346

1126 ACA GGC ATG TCT GAA AAA ACC GTA GGT TCC GTA AGT CTT GCA CAG 1170
347 T G M S E K T V G S V S L A Q 361

1171 TTG GAG GTG GAA TCA CAC TAT TCC TCA GTA CAT ATG GAG GCA GAA 1215
362 LEV E S H y S S V H M E A E 376

1216 GCA TCA GTT CTG TTC TCT GAC ACC TCT TTG AAA GGT CAG CCT GCA 1260
377 A S V L F S D T S L K G Q P A 391

1261 CAA TTC CCG GAT GCA GGG GGT TCC ACC AAA GCA GTC GGT TCT GAA 1305
392 Q F P D A G G S T K A V G S E 406

1306 AAA CCG CTG CAT CTT GAA GTG GAG TTC ACT GCC CTA GTT CCT GGC 1350
407 K P L H LEV E F T A L V P G 421

1351 AAC TCG GGG CAG GAG GAG TCC CAG GGA AGC TCT GCA GCC CAG GAG 1395
422 N S G Q E E S Q G S S A A Q E 436

1396 ATG GAG GTC AAA CTC GTG CTC TCT GGG GAA GCT GCT ACA GCA GTG 1440
437 MEV K L V L S G E A A T A v 451

1441 CTC TCA GCT GCA TCT GTA AGG GCA GCT GGT GGT AGC CCC ACT CCT 1485
452 L S A A S V R A A G G S P T P 466
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1486 GTT CCA GAA GGT CTT ACT GAA CCT GAG CTC GAA CCA GAA CTG GAA 1530
467 V P E G L T E P E L E P E L E 481

1531 GCA GCA CTT GAA CAA GGT TTG ATG AAG CCA GAT GCT GAA ACC ACC 1575
482 A A L E Q G L M K P D A E T T 496

1576 ACC GTC TGA GCC AAC GTT CAA GGT GGA GTC TGC CAC CCG AAC GTA 1620
497 T V *

1621 CTT TGT CAA TAA ACT TCA TGC AAG CAT AAA AAA AAA AAA AAA 1662

4.2.3.6.2 Analyse de la séquence

4.2.3.6.2.1 Homologues

Une interrogation des banques de données SwissProt réalisée avec la séquence de

P13 en acides aminés montre une forte homologie avec deux protéines

spermatiques humaines (Figure 36) : 60% avec la fibrousheatin 2 (075952) et 54% avec la

calcium binding protein 86 (fragment 6) spécifique du testicule (Q9HCY9). D'autre part, la

protéine P13 présente une homologie avec la famille des protéines SP17 décrites chez

l'opossum (062771 ; Figure 37), la souris, le rat et l'humain.

P13:
FS2:
CBP:

* 20 * * 60
Ki!-1VFREœSL".•
Q~TFTMY~TMD t 0

62
63

P13:
FS2:
CBP:

* 80 * 100
QE~EP~E~QVE~V~QEI
PQ~KL~L~PG~E~KV·Q .

* 120
--6E~1AGPLFMN.
FT6D~TRTEYSD •

123
126

* 140 * 160 * 180
P13: IH~EVLLEP~E6P~ciG~P~S~AV..·S~--Q ~.,~t~.~'~'F."
FS2: • yl--VPGTI!\lQi;-œ!VGiLlSIs~TT·· ·pIETIi]PFT .... , eL'"
CBP: ---------------------------------------------------------------

184
186

245
249

40

*

: 304
DV : 310

DV : 101
360 * 3

P~~~~~~Ii~;;;~i~~I~~~I;~III~;~ ~ ~;î
SKENE~--RV~K~VE~T~S 162

* 420 * 440

• -----IPt'G ST~VE: 409
'OEVPFT LLt'E l -1 S: 431

°EVP--' LLt' E l -1 S: 222

220 * 240

~~~I~III,:t~~II~;~i~I~I~~I~I~1
V1K P "tVM~--ILlc~K E' N

280 * 300 *
D
E

** 200
P13: ijN
FS2: ~
CBP:

260 *
P13: II-PKID ' °T '
FS2: -SQ EN'
CBP: FTSQo EN

320 *

~~~~ I~I= ~ ~ .~o H
CBP: 0 T FT VIL

80 *

~~~ ~ I~I~=·~~~~
CBP: lE KF~ENAK

P13:
FS2:
CBP:

* 460 * 480 *
: 468

o : 492
o : 283
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Résultats

P13:
FS2:
CBP:

*

Séquence de l'ADNe codant les antigènes

* 540 * 560
QGLMKpDAETTTvZ------------------------------ : 499
-------------------------------------------- : 509
-------------------------------------------- : 302

Figure 36: Homologie entre la protéine P13 et les protéines spermatiques humaines

fibrousheatin 2 (075952) et calcium binding protein 86 (fragment 6) spécifique du testicule

(Q9HCY9).

P13:
RSA:

Pl3:
RSA:

Pl3
RSA

Pl3
RSA

* 20 * 40 * 60
--MIS~KPRLVVmyiLKT.ImAIKINlpIITQlllvaœKElv~NDsLœ-------
MSIP~NTHYRIlPiFGN LaiE REQlo PA~aœEN EKœŒ-KDNFlpAEWGAK

* 80 * 100 * 120
IKœLVKQFlQIœviKWSEGTDlEKE~MEEQViTSVVSIœPTRMlsDOTEEDNIAGPLFMNK
VDŒRFYNNŒAFlOipPEKSEDiKIQœ!--KVAIœKETMPIœTVK- EOQVSFVEEPTEEPQKE

* 140 * 160 * 180 *
TTQFPSVHAEVLLEPEETPEAACGGSPKPSTPKAVTPPSSPSPAAVSQEFAYVPADPAQFAAQM
EEEEEDEEDLEGLLVREGMQDAAVKIQAVFRGHKTRKEYLKKRDSTDETADENNE---------

200 * 220 * 240 *
LGNVSSIHSDQSDVLMVDVATSMPVFSEEVLSSEAAEDARVAIPSVYSAEVVALQVLSQTSVHV

55
63

119
124

183
179

247

P13
RSA

Pl3
RSA

P13
RSA

P13
RSA

260 * 280 * 300 * 320
DLGPKPKDOEAEPTTASSFPLQDEQDPPAYDQAPEVPLQADIEVTSFVHVSSIYNNEPVIEGVT

* 340 * 360 * 380
YVEQIPEHIVIPFTDHVASLKDNEPPDSPIPVACDTGMSEKTVGSVSLAQLEVESHYSSVHMEA

* 400 * 420 * 440
EASVLFSDTSLKGQPAQFPDAGGSTKAVGSEKPLHLEVEFTALVPGNSGQEESQGSSAAQEMEV

* 460 * 480 * 500
KLVLSGEAATAVLSAASVRAAGGSPTPVPEGLTEPELEPELEAALEQGLMKPDAETTTVz----

311

375

439

499

Figure 37: homologie entre la protéine P13 et la RSA (ou SPI7) décrite chez l'opossum

(062771).

4.2.3.6.2.2 Prédiction de propriétés de la protéine P13

Les prédictions réalisées à partir de la séquence primaire de P13 sont présentées dans

le tableau 26.

Tableau 26 : Prédictions réalisées à partir de la séquence de P13 obtenue par criblage d'une

banque d'ADNc de testicule de renard.

P13 Prédictions Sites
PM 53,2 kDa (97 kDa sur gel)
PI 4,1 (4,3-4,6 sur gel)
Sites particuliers ~ Phosphorylation par ~ [ST] X[RK] : 3-5 i 145-147 i 150-

protéine kinase C 152 i 330-332 i 350-352 i 385-387 i
399-401 i 405-407 i 456-458

~ Phosphorylation par casein ~ [ST] XX [DE] : 16-19 i 52-55 i 75-
kinase II 78 i 98-101 i 104-107 i 106-109 i

311-314 i 330-333 i 423-426 i 472-
475
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P13 Prédictions Sites
~ N glycosylation ~ N{P} [ST] {p} : 32-35 ; 51-54 ;

118-121 ; 186-189
Sites antigéniques 17 sites 44-50 ; 66-82 ; 91-109 ; 130-137 ;

140-149 ; 152-160 ; 187-193 ; 214-
219 ; 247-260 ; 266-279 i 329-338 ;
344-352 i 381-391 i 393-406 i 417-
432 i 457-475 i 489-494

Région trans- Aucune région trans-
membranaire membranaire
Structure secondaire Majorité d'hélice et de coude Hélice : 17-26 i 33-44 i 54-69 ;

107-113 i 125-132 i 166-185 ; 211-
226 i 281-291 i 365-387 ; 408-417 ;
432-457 i 475-490
Feuillet : 45-48 i 196-202 ; 291-
299 ; 305-314
Coude : 3-8 i 28-33 i 72-83 i 93-
106 i 131-139 ; 141-164 ; 248-259 ;
264-284 i 298-306 i 330-352 ; 386-
399 ; 419-427 ; 460-473

4.2.3.6.2.3 Analyse de la séquence de la protéine P13 par spectrométrie de masse

Afin de confinner la séquence obtenue pour Pl3, nous avons réalisé la digestion à la

trypsine de cette protéine et analysé par spectrométrie de masse les fragments obtenus. Les

valeurs obtenues expérimentalement sont comparées aux valeurs théoriques calculées par

rapport à la séquence de Pl3 (Tableau 27). Sur 18 pics de forte intensité obtenus

expérimentalement (m/z >1000), 15 sont prédits par l'analyse de la séquence de Pl3.

Tableau 27: Séquences peptidiques obtenues par une digestion trypsique de P13 réalisée

dans le gel détenninées par spectrométrie de masse, et valeurs théoriques correspondant à ces

peptides. * pyroGlu ; **Met-Oxydation

Peptides et position
16 (K)TLLEGVSR(A) 23

8 (K)LVVPYGLK(T) 15

62 (K)QFHQIKVEK(W)70*
62 (K)QFHQIKVEK(W)70

441 (K)LVLSGEAATAVLSAASVR(A) 458
28 (K)INPPNITQFAAVYFK(E) 42

8 (K)LVVPYGLKTLLEGVSR(A) 23

103 (K)STDTEEDNIAGPLFMNK(T) 119**
24 (K)AILKINPPNITQFAAVYFK(E) 42
8 (R)LVVPYGLKTLLEGVSRAILK(I) 27
62 (K)QFHQIKVEKWSEGTTQEK(E) 79*
100 (R)MEKSTDTEEDNIAGPLFMNK(T) 119
100 (R)MEKSTDTEEDNIAGPLFMNK(T) 119**
80 (K)EPECMEEQVETSVVSQEPTR(M) 99
80 (K)EPECMEEQVETSVVSQEPTRMEK(S)102

(m/z) calculé
875
889

1140
1157

1716
1724
1746

1897
2149
2169
2186
2271
2287
2379
2768

(m/z) mesuré
877
888
893

1139
1156
1638
1715
1726
1747
1801
1897
2155
2163
2186
2273
2289
2377
2766
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4.3 :

sélectionnés

Caractérisation partielle des antigènes

4.3.1/ Caractérisation biochimique

4.3.1.1 Digestion enzymatique des résidus glucidiques

Afin de déterminer la présence de glycosylation, les protéines purifiées ont été

incubées avec des N- et O-glycosylases. Afin de déterminer le PM de la partie peptidique,

celle-ci est colorée à l'argent après migration sur un gel Tris-trycine (excepté pour PB, testée

sur un gel à 10% d'acrylamide). Le PM des protéines est présenté dans le tableau 29.

4.3.1.2 Identification de certains sucres par marquage avec des lectines

Afin d'avoir une indication de la nature des groupements glycosylés, les protéines

ont été incubées avec différentes lectines marquées à la biotine. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 28.

Tableau 28 : Etude des glycosylations des 7 antigènes sélectionnés à l'aide de différentes

lectines: résultats des marquages réalisés.

lectine P3 P4 P5 P7 P8 Pll P13
Concanavalin A - - - + - - +

Dolichos biflorus - - - - - - -
Phaseolus vulgaris PHA-E - - - - - - -

Phytolacca americana + + + + - - -
Pisum sativum + + + + - - -

Tetragonolobus purpureas + + + + - - -
Ulex europaeus UEA 1 + - + - - - -

Wisteria floribunda - - - - - - -
Les sucres récapItulés dans le Tableau 29 sont donc potentIellement présents sur les

antigènes sélectionnés.

Tableau 29 : Etude des glycosylations des 7 antigènes sélectionnés: prédiction des sites de

liaison aux groupement glycosylés, PM avant et après digestion enzymatique et sucres

reconnus par les lectines marquant les antigènes.

Prédiction PM avant PM (kDa) PM (kDa) Sucres reconnus par les lectines
digestion après 0- après N- marquant cette protéine

(kDa) digestion digestion
P3 1 site N- 16,8 14,9 16,3 ~ Tetramère de N-acétyl-p-D- glucosamine

glycosyl. ~ a-D-mannose terminal
~ a-L-fucose (a-6-désoxy-L-galactose)
terminal
~ L-fucose a-lié

P4 - 16,4 15,4 15,9 ~ Tetramère de N-acétyl-p-D- glucosamine
~ a-D-mannose terminal

Page 124



Résultats Caractérisation partielle des antigènes

Prédiction PM avant PM (kDa) PM (kDa) Sucres reconnus par les lectines
digestion après 0- après N- marquant cette protéine

(kDa) digestion digestion
~ Terminal a-L-fucose (a-6-désoxy-L-
galactose)

PS - 16,9 16,9 16,9 ~ Tetramère de N-acétyl-~-D- glucosamine
~ a-D-mannose terminal (a-D-glucose 7)
~ a-L-fucose (a-6-désoxy-L-galactose)
terminal
~ L-fucose a-lié

P7 1 site N- 16,4 16,4 16,4 ~ a-D-mannose terminal

glycosyl. ~ a-D-glucose terminal
~ Tetramère de N-acétyl-~-D- glucosamine
~ a-D-mannose terminal
~ a-L-fucose (a-6-désoxy-L-galactose)
terminal

P8 1 site N- 14,7 14,7 14,7 -
glycosyl.

PlI ? 11,4 11,4 Il,4 -
P13 4 sites N- 97 66 ~ a-D-mannose terminal

glycosyl. ~ a-D-glucose terminal

4.3.2/ Caractérisation biologique

4.3.2.1 Production de sérums monospéciÛques chez la souris

Afin d'évaluer l'intérêt des antigènes sélectionnés pour un vaccin contraceptif, nous

avons immunisé des souris de différentes manières et étudié leur sérum par Western blot. Le

résultat de ces expériences est présenté dans le tableau 30.

Tableau 30: Résultats obtenus par Western blot avec les sérums polyclonaux de souris

immunisées contre des protéines spermatiques, et dénomination des sérums positifs obtenus

(IM: intra musculaire, NT : non testé, + : faible réaction positive, ++ : forte réaction positive).

Pour le détail des protocoles d'immunisation, voir la partie Matériels et méthodes. Le sexe des

souris ayant réagi est précisé dans le tableau.

P3 P4 PS P7 P8 PlI P13
Protocole 1 : - - - - - NT +
surPVDF, S1311
Voie intrasplénique, femelle
souris Swiss
Protocole 2 : - - ++ - - NT -
Purification par HPLC, S511
Voie IM, adjuvant de mâle
Freunds, souris balb/c
Protocole 3 : + - ++ - ++ NT -
Purification par HPLC, S311 S512 S8/1
Voie IM, adjuvant Qiagen , femelle femelle femelle
souris balb/c
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Ces expenences ont permis d'obtenir des sérums polyclonaux monospécifiques

(dirigés contre une seule protéine) reconnaissant P13, PS, P8 et P3. Par contre, nous n'avons

jamais pu obtenir de sérum dirigé contre P4 et P7, et nous n'avons pas pu immuniser des

souris avec PlI, en raison de la faible concentration de cette protéine. D'autre part, des

problèmes de volume, de conservation et de délais ont fait que nous n'avons pas pu utiliser

tous ces sérums pour chacune des études menées ultérieurement.

4.3.2.2 Immunolocalisation des antigènes

Les sérums dirigés contre PB (S13I1) et PS (SSI1) ont été utilisés pour localiser ces

protéines sur des spermatozoïdes épididymaires et éjaculés de renard. Pour cela, un immuno­

marquage de spermatozoïdes fixés sur lames est réalisé à l'aide d'anticorps marqués au FITC.

La Figure 38 présente les résultats obtenus: avec le sérum SB/l, nous observons un

faible marquage du flagelle, tandis que le sérum SSI1 marque fortement l'acrosome. Un sérum

négatif (souris non immunisée) ne marque pas significativement les spermatozoïdes. Les

résultats sont identiques pour les spermatozoïdes épididymaires et éjaculés. En raison de

difficultés techniques liées à l'anticorps secondaire, ces expériences devront être confirmées.

Figure 38 : immunofluorescence de spermatozoïdes épididymaires de renards incubés avec

des sérums d'une souris naïve (A), d'une souris immunisée contre PS (B) et d'une souris

immunisée contre PB (C).

Les sérums dirigés contre PS (SSI1 et SS/2) ont été utilisés pour localiser la protéine

PS sur des spermatozoïdes de renard, par immuno-marquage puis observation en microscopie

électronique à transmission. Ces expériences sont réalisées au Laboratoire de Microscopie

Electronique de la Faculté de Médecine de Nancy (Pl'. Foliguet).

Les expériences menées avec un témoin négatif (sérum de souris non immunisée) ne

montrent pas de marquage spécifique. Les observations réalisées après marquage dirigé contre

la protéine PS suggèrent fortement une localisation dans le noyau et sur la gaine fibreuse, et,

d'une façon moins forte, sur les fibres denses et l'acrosome (Figure 39). Cette localisation est

identique pour les spermatozoïdes épididymaires et éjaculés.
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} noyau

Figure 39 : Immunolocalisation de la protéine PS sur des spermatozoïdes éjaculés de renard

observés en microscopie électronique à transmission (X40000). On observe un marquage dans

le noyau (a) et sur la gaine fibreuse (b), et d'une façon moins forte sur les fibres denses (c) et

dans l'acrosome (d).

4.3.2.3 Evaluation de la spécificité d'organe

Pour évaluer la spécificité d'organe des protéines, les anticorps mono-spécifiques

dirigés contre les protéines P3 (S3/1), PS (SS/2) et PS (SS/l) ont été testés par Western blot

sur des extraits protéiques d'organes de renards. Les organes de renard suivant sont utilisés:

testicule, épididyme, ovaire, cerveau, foie, muscle, poumon et rein. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 31.

Tableau 31 : Résultats obtenus par Western blot réalisé avec les sérums de souris dirigés

contre les protéines P3, PS et PS sur des protéines extraites de différents organes de renard.

Organes
Spermatozoïdes
Testicules
Epididyme
Ovaire
Cerveau
Foie
Muscle
Poumon
Rein

P3
+

+

+
+

PS
+++
++

+++
+++
+++
+++
+
+

+++

P8
+++

+
+

++
+
+

Le sérum dirigé contre P3 reconnaît des extraits de foie, de poumon et de rein. Les

bandes obtenues en Western blot pour ces trois tissus sont de faible intensité, et apparaissent

sous forme de doublets, qui migrent à un PM inférieur à celui de P3 (Figure 40). Le sérum

dirigé contre PS croise avec les extraits protéiques provenant de tous les organes testés
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(Figure 40). Il faut noter cependant que les bandes observées en Western blot n'apparaissent

pas toutes à la même hauteur, ce qui ne semble pas être lié à la migration, cette expérience

ayant été répétée de nombreuses fois avec ce même résultat. Le sérum dirigé contre P8 croise

avec les protéines musculaires et, pour les révélations très poussées, avec des extraits de

cerveau, foie, poumon, rein et épididyme (Figure 40). Là encore, il faut noter que ces bandes

apparaissent à des PM différents, parfois sous forme de doublets.

P8 --
P5

31

21

P3

66

45

Figure 40: Evaluation de la spécificité d'organe par Western blot d'extraits protéiques

provenant de différents organes de renard révélés avec les sérums de souris iinmunisées

contre P3 (à gauche), P5 (au centre) et P8 (à droite). Les PM standards sont indiqué en kDa à

droite.

4.3.2.4 Evaluation de la spécificité d'espèce

Pour évaluer la spécificité d'espèce des protéines, les anticorps mono-spécifiques

dirigés contre les protéines P5 (8512) et P8 (88/1) sont testés par Western blot sur des extraits

protéiques de spermatozoïdes provenant de différentes espèces. Des spelmatozoïdes des

espèces suivantes sont utilisés: chien, chat, fouine, hamster, souris, rat, rat musqué, ragondin,

campagnol, lapin, cheval, taureau, sanglier, chevreuil et humain. Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 32.

Tableau 32 : Résultats obtenus par Western blot réalisés avec les sérums de souris dirigés

contre les protéines P5 et P8 sur des protéines extraites de spermatozoïdes de différentes

espèces (nt: non testé; ns : non spécifié).

Espèce Race Nature spermatozoïdes P5 P8
chien Boxer épididymaires +++ +
chat ns épididymaires + -

fouine ns épididymaires + -
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Espèce Race Nature spermatozoïdes P5 P8
hamster ns épididymaires - nt
souris Swiss épididymaires - +

rat Fa/fa épididymaires - -
rat ns épididymaires - ++
rat Brattleboros épididymaires - -

rat Musqué ns épididymaires +++ -
ragondin ns épididymaires +++ -

campagnol ns épididymaires +++ -
lapin Zika éjaculés +++ -

cheval ns éjaculés - -
taureau ns épididymaires ++ -
sanglier ns épididymaires +++ -

chevreuil ns épididymaires + -
humain ns éjaculés - -

Le sérum dirigé contre P5 reconnaît des protéines provenant de spermatozoïdes de

différentes espèces: chien, chat, fouine, rat musqué, ragondin, campagnol, lapin, taureau et

sanglier. Il faut noter cependant que les bandes observées en Western blot (Figure 41)

apparaissent à différentes hauteurs, ce qui suggère qu'il pourrait exister différentes isoformes

de cette protéine en fonction des espèces.

P5 - --

Figure 41 : Evaluation de la spécificité d'espèce par Western blot d'extraits protéiques

provenant de spermatozoïdes de différents espèces révélés avec le sérum de la souris

immunisée contre P5. Les PM standards sont indiqués à gauche (kDa).
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Le sérum dirigé contre P8 reconnaît uniquement des extraits protéiques provenant de

spermatozoïdes de chien de souris et d'une souche de rat (Figure 42).

97 ­
66 -

45 -

31 -

21 -

Figure 42: Evaluation de la spécificité d'espèce par Western blot d'extraits protéiques

provenant de spermatozoïdes de différents espèces révélés avec le sérum de la souris

immunisée contre P8. Les PM standards sont indiqués à gauche (kDa).

4.3.2.5 Evaluation de l'effet des anticorps sur la liaison spermatozoïdes-zone

pellucide

Afin d'évaluer l'efficacité des protéines sélectionnées comme antigène pour un

vaccin contraceptif, les anticorps monospécifiques dirigés contre PS (SS/l) et P13 (S13/l) ont

été ajoutés à un milieu de culture contenant des ovocytes et des spermatozoïdes de renards.

Après l6h d'incubation à 37°C, les cellules sont fixées, et les spermatozoïdes liés à la zone

pellucide sont visualisés au colorant de Hoecht. Ce nombre rapporté à l'unité de surface est

comparé à celui d'un témoin négatif (incubation de cellules avec un milieu contenant un

sérum de souris naïve) à l'aide d'un test ANOVA. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau 33.

Le sérum dirigé contre P5 diminue de façon très significative la liaison des

spelmatozoïdes à la zone pellucide (P<O,Ol) (Figure 43). Le sérum dirigé contre P13 diminue

également de façon significative la liaison des spelmatozoïdes à la zone pellucide (P<O,OS)

(Figure 44).
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Tableau 33 : Nombre d'ovocytes utilisés, taille de ces ovocytes (unités de surface) et nombre

de spermatozoïdes fixés à la zone pellucide par unité de surface (± écart à la moyenne) pour

des milieux de culture enrichis en sérum d'une souris naïve, d'une souris immunisée contre

PS (SSI1) ou d'une souris immunisée contre PB (S13/1).

Spermatozoïdes Spermatozoïdes Spermatozoïdes
+ sérum naïf + S5/1 +S1311

N ovocytes 6 9 20
N unités de surface 141 318 727
N spermatozoïdes 441 132 1224
N spermatozoïdes lunité de surface 3,13 ±0,94 0,46 ±0,46 1,68 ±1,14

o -t----'-------~--,--_'-------'I______,

A 5

4

3

2

Témoin

**

P5

B

Figure 43 : Test de liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide. En présence d'anticorps

anti-PS, le nombre de spermatozoïdes se fixant sur l'ovocyte (colorés en bleu; A) diminue de

façon significative (p<0,01) par rapport au témoin (sérum de souris non immunisée).

A 5

Témoin P13

B

Figure 44 : Test de liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide. En présence d'anticorps

anti-P13, le nombre de spermatozoïdes se fixant sur l'ovocyte (colorés en bleu; A) diminue

de façon significative (p<O,OS) par rapport au témoin (sérum de souris non immunisée).

4.3.2.6 Evaluation de l'effet des anticorps sur la mobilité des spermatozoïdes

Afin d'évaluer l'action des anticorps monospécifiques sur la mobilité des

spermatozoïdes, une analyse des différents paramètres de la mobilité est réalisée. Pour cela,
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des spennatozoïdes éjaculés sont lavés et incubés dans un milieu contenant un antisérum

dirigé contre P5 (S5/1) ou contre PB (S13/2), puis l'analyse des trajectoires est réalisée à la

Maternité Régionale de Nancy (Pr. Foliguet) (Tableau 34). Ces résultats restent cependant à

confinner, ce que nous n'avons pas pu réaliser en raison de la fin de la saison de reproduction

des renards.

Tableau 34 : Paramètres de la mobilité de spennatozoïdes de renards incubés dans un milieu

de culture nonnal, enrichi avec du sérum d'une souris naïve ou avec du sérum des souris

immunisées contre P5 (S5/1) ou PB (S13/1).

spermatozoïdes spermatozoïdes spermatozoïdes spermatozoïdes
milieu de + sérum naïf + S511 +81311
culture

Numération 34 37 66 33
(millions/mL)
N spennatozoïdes 316 340 784 414
analysés
N trajectoires 169 187 162 174
analysées
Mobilité 60% 55% 23% 43%
VCL (!lm/s) 58 ±31 49 ±31 48 ±27 51 ±34
VSL (!lm/s) 50 ±33 40 ±32 35 ±27 43 ±35
LIN (%) 80 ±21 75 ±19 71 ±21 76 ±19
ALH (!lm) 1,2 ±0,7 1,2 ±0,9 1,4 ±0,9 1,3 ±0,7
ALH max (!lm) 2,0 ±1,1 2,1 ±1,5 2,3 ±1,5 2,1 ±1,1
VAP (!lm/s) 54 ±31 43 ±31 40 ±26 46 ±35

En raison du manque de références sur les paramètres nonnaux de la mobilité des

spennatozoïdes de renard, l'analyse des résultats des spennatozoïdes témoins est à considérer

avec précaution. Cependant, le pourcentage de mobilité obtenu 2h après le prélèvement (60%)

semble indiquer que le prélèvement est dans un état de conservation satisfaisant au moment

de l'analyse.

Le sérum naïf n'a pas d'effet sur la mobilité des spennatozoïdes, quel que soit le

paramètre considéré. Que ce soit avec le sérum S5/1 ou S1311, nous n'observons pas de

différence par rapport aux spetmatozoïdes incubés avec le sérum naïf pour tous les paramètres

VCL, VSL, LIN, ALH, ALHmax et VAP. Cependant, nous observons une légère baisse du

pourcentage de mobilité avec le sérum S1311 (de 55% à 43%) et une forte diminution de ce

pourcentage avec le sérum S511 (de 55% à 23%).
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Le but de ce travail était d'identifier des antigènes spermatiques pouvant être utilisés

dans un vaccin contraceptif ciblant le renard (Vulpes vulpes). En effet, les antigènes

spermatiques déjà décrits pour cette espèce, LDH-C4, SP-10, PH-20 et PH-30, ne peuvent

actuellement pas être utilisés dans un vaccin contraceptif, soit en raison d'un manque de

spécificité, soit en raison d'un manque d'efficacité (Bradley et al., 1997 ; Xu, 1998 ; de Jersey

et al., 1999). Nous avons utilisé une stratégie basée sur la sélection des protéines spermatiques

les plus antigéniques, leur identification et leur caractérisation. Une des particularités de cette

stratégie est l'utilisation de spermatozoïdes de renard, afin d'augmenter nos chances

d'identifier des protéines antigéniques pour cet animal, ce qui nous a apporté certaines

contraintes en raison de leur production saisonnière. Cette stratégie nous a permis de

sélectionner 7 antigènes, et de caractériser certains d'entre eux. De plus, les résultats obtenus

permettent d'envisager l'utilisation de cette stratégie, voire de certains de ces antigènes, pour

le développement de vaccins contraceptifs dirigés contre d'autres espèces.

*
* *

* * *

Différents critères ont été proposés pour l'évaluation des antigènes spermatiques

utilisables dans un vaccin contraceptif, dont les plus importants sont la spécificité d'espèce, la

spécificité d'organe, l'implication dans l'interaction gamétique, la localisation en surface du

spermatozoïde et l'antigénicité (Primakoff, 1994). D'autres propriétés peuvent être

recherchées, comme la stabilité biochimique des antigènes, la facilité à les purifier ou à

construire des formes recombinantes, mais ces propriétés sont généralement considérées

comme étant secondaires.

Afin d'éviter des problèmes d'auto-immunité chez la femelle et de les restreindre au

tractus génital chez le mâle, il est important que les antigènes utilisés soient spécifiques du

spermatozoïde (Tung, 1998). L'existence de protéines spécifiques de ces cellules est liée à

leurs propriétés particulières. Il existe toutefois en surface et à l'intérieur du spermatozoïde de

nombreux antigènes communs avec d'autres cellules somatiques, ce qui rend inenvisageable

leur utilisation per se pour un vaccin et rend indispensable la recherche d'antigènes ou

d'épitopes spécifiques (Naz, 1999). Plusieurs épitopes spécifiques d'organes ont ainsi été

décrits, comme la partie glycosylée de la glycoprotéine CD52 (Diekman et al., 1999) ou

l'antigène recombinant FA-1 (Naz et Zhu, 1998).

Pour s'assurer de cette spécificité de tissu, certains auteurs ont interrogé les banques

de données existantes avec la séquence des antigènes identifiés (par exemple, Naz 1999).

Cette approche n'est pas pertinente pour le renard, en raison du peu de protéines décrites dans

cette espèce. Une interrogation des banques de données SwissProt et EMBL en janvier 2002
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ne pennettait de recencer que 14 protéines séquencées chez Vulpes vulpe/. De plus, des

modifications post-transcriptionelles, telles que les glycosylations, peuvent conférer une

spécificité de tissu aux antigènes. Nous avons donc cherché à l'évaluer au niveau protéique

(Anderson et Alexander, 1983), par Western blot sur des protéines extraites d'organes de

renard choisis en fonction de leur importance physiologique.

A la différence des vaccins étudiés chez l'humain, pour lesquels la similitude avec

des animaux représente un avantage indéniable puisqu'elle pennet l'utilisation de modèles

expérimentaux (Primakoff, 1994), un vaccin utilisable sur le terrain pour une vaccination par

voie orale doit être spécifique du renard, pour ne pas affecter des espèces non-cibles, selon

les recommandations de l'OMS (StOhr et Meslin, 1997). L'exemple de la vaccination

antirabique a montré que de nombreuses espèces peuvent accéder aux appâts vaccinaux:

chien, chat, chat sauvage, fouine, blaireau, putois, martre, cerf, chevreuil, sanglier,

musaraigne, mulot, campagnol, corneille... (Ruette, 1993). Si ce manque de spécificité ne

pose pas de grave problème en ce qui concerne la vaccination antirabique, elle serait plus

problématique pour un vaccin contraceptif (Williams, 1997).

Schématiquement, un vaccin distribué par voie orale se compose de trois parties:

l'antigène, le vecteur et l'appât. Il est théoriquement possible de jouer sur chacun de ces trois

composants pour s'assurer d'une bonne spécificité d'espèce, sans oublier, le cas échéant, le

choix de la méthode d'appâtage (Bradley et al., 1999). Ce travail concernant uniquement le

choix de l'antigène, c'est uniquement à ce niveau que nous évaluerons la spécificité d'espèce.

Des différences interspécifiques apparaissent dans la morphologie des spennatozoïdes,

et sont prouvées par l'inefficacité des fécondations hétéro-spécifiques et par l'analyse

moléculaire des protéines spennatiques ayant la même fonction. Ces différences rendent

réalisable la recherche d'un antigène spécifique d'espèce. Plusieurs études ont pennis de

confinner cette hypothèse, ainsi Lea et al. (1998-a) ont pu provoquer chez la souris une

infertilité après une vaccination contre la protéine Sp17. Cet effet in vivo est non seulement

spécifique de l'espèce souris, mais aussi spécifique de la souche utilisée.

Pour s'assurer expérimentalement de la spécificité de l'antigène, deux stratégies

peuvent être utilisées: étude au niveau acides nucléiques (Southern ou Northem blot, PCR)

ou au niveau protéique (Western blot). Cette dernière approche nous a semblé préférable. En

effet, une forte homologie au niveau acide nucléique peut masquer des divergences au niveau

protéique, et réciproquement des séquences nucléiques différentes peuvent converger vers des

séquences peptidiques semblables. De plus, l'analyse au niveau acides nucléiques ne prend

pas en compte les modifications post-transcriptionnelles, qui peuvent être essentielles pour la

fonnation des épitopes. Pour toutes ces raisons, nous avons préféré évaluer la spécificité

1 Il s'agit des protéines spennatiques FSA, LDHC4, PH-2ü et kinectine ; du cytochrome b, des sous­

unités 1 et II de la cytochrome c oxydase, du fibrinogène ~, des chaînes a. et ~ de l'hémoglobine, d'un inhibiteur

de protéases, du récepteur de l'hormone stimulant les mélanocytes , de la protéine Agouti et de l'apolipoprotéine

B.
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d'espèce des antigènes par Western blot, en utilisant des sérums polyclonaux

monospécifiques produits chez la souris. L'utilisation de sérums polyclonaux pour cette étude

était particulièrement intéressant, puisque ceux-ci reconnaissant différents épitopes, les

chances d'avoir un résultat faussement négatif sont a priori plus faibles qu'avec des anticorps

monoclonaux. Cependant, dans le cas où ces anticorps reconnaitraient des spermatozoïdes

d'autres espèces, il ne faudrait pas éliminer ces antigènes mais rechercher s'il n'existe pas des

épitopes spécifiques d'espèces. Les espèces utilisées pour cette étude ont été choisies en

fonction de différents critères: espèces de la faune sauvage de nos régions (chevreuil,

sanglier, ... ), espèces connues pour consommer des appâts vaccinaux antirabiques (rongeurs

par exemple), proximité phylogénique avec les renards (chien, fouine, chat) disponibilité

(hamster), autre intérêt économique (par exemple, lapin et cheval à protéger, ou au contraire

le ragondin qui est considéré comme nuisible) ou, bien sûr, de santé publique (homme).

La fécondation est le résultat d'une suite d'événements complexes faisant intervenir

de nombreuses molécules spermatiques. L'utilisation comme antigène de ces molécules

impliquées dans l'interaction gamétique présente l'avantage de bloquer spécifiquement une

étape de la fécondation. Ainsi, Primakoff et al. (1988 ; 1997) ont pu provoquer une infertilité

chez 100% des cochons d'Inde femelles ou mâles vaccinées contre la protéine PH-20, qui est

impliquée dans la reconnaissance de la zone pellucide. C'est également en inhibant la liaison

spermatozoïdes - zone pellucide, cette fois avec des anticorps dirigés contre l'antigène FA-l,

que Naz et al. (1998) ont provoqué une inhibition de la fécondation in vitro chez la souris.

Cependant, si le choix d'une protéine impliquée dans l'interaction gamétique est

intéressant, ce critère ne semble pas indispensable. En effet, le rôle de nombreuses protéines

spermatiques reste à élucider, mais l'inhibition de leur fonction pourrait perturber l'interaction

gamétique qui dépend d'une cascade d'événements finement régulés. De plus, des effets

contraceptifs ont pu être obtenus sans élimination de la liaison gamétique, ce qui a été montré

après une immunisation de souris contre la glycoprotéine ZP3 (Greenhouse et al., 1999). Ce

résultat a été expliqué par des phénomènes d'encombrements stériques, qui peuvent

également exister sur le spermatozoïde. L'action des anticorps anti-spermatozoïdes se traduit

aussi par une baisse de la mobilité, une lyse des spermatozoïdes, une agglutination et une

augmentation de la phagocytose des spermatozoïdes. Enfin, Tung et al. (1997) ont étudié

certains mécanismes de l'infertilité chez le cochon d'Inde mâle immunisé contre la protéine

PH-20. Cette immunisation a provoqué une absence totale de spermatozoïdes normaux dans

l'épididyme et l'induction d'une orchite auto-immune expérimentale particulière, caractérisée

par la présence d'anticorps sur les cellules germinales à l'intérieur des tubes séminifères et de

la queue de l'épididyme. Ce mécanisme peut être induit par des immunisations avec des

protéines qui ne sont pas impliquées dans l'interaction gamétique.

La localisation des antigènes en surface des spermatozoïdes est absolument

nécessaire pour une contraception chez le mâle, puisque seules les protéines de surface
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peuvent être atteintes par les anticorps. Cette condition est également favorisante chez la

femelle (Primakoff, 1994). Cependant, dans ce cas, des antigènes présents dans le contenu de

l'acrosome ou sur la membrane interne de l'acrosome, et qui seront localisés en surface du

spermatozoïde après la réaction acrosomique, peuvent être efficaces (Primakoff, 1994). Ces

antigènes devront se lier à des anticorps bloquant une fonction essentielle se produisant après

la réaction acrosomique. Dans ce cas, ils disposeront seulement du temps relativement court

entre la réaction acrosomique et la fusion à l'ovocyte pour se fixer sur les antigènes, et une

concentration suffisante d'anticorps devra être obtenue sur le site de la liaison

spermatozoïdes-ovocyte. Cette action est possible, les anticorps pouvant traverser la zone

pellucide (Herr, 1996).

L'avantage reste donc aux antigènes de surface qui peuvent agir chez le mâle et à

deux niveaux chez la femelle: lors de la pénétration du mucus cervical et lors de l'interaction

gamétique, tandis que les antigènes situés dans l'acrosome ou sur la membrane interne de

l'acrosome ne peuvent être atteints que chez la femelle, et seulement au moment de

l'interaction gamétique (Primakoff, 1994). Il faut noter que des protéines dont la localisation

principale est cytoplasmique, mais qui sont également exprimées en surface, peuvent

constituer de bons antigènes. Ainsi, la LDH-C4 est principalement située dans le cytoplasme

des spermatozoïdes, puisque seulement 10% de cette protéine a une localisation membranaire.

Cependant, une immunisation des femelles contre cette protéine peut induire une infertilité

chez la souris, le lapin et le babouin (Primakoff, 1994).

L'antigénicité est également une condition importante, puisque pour obtenir un effet

contraceptif il est indispensable d'être en mesure de provoquer la production d'un haut titre en

anticorps, afin d'atteindre un grand nombre de spermatozoïdes chez le mâle, et d'obtenir une

action rapide chez la femelle.

La production des spermatozoïdes commence à la puberté, ce qui se traduit

notamment par la synthèse et l'incorporation de protéines spécifiques de ces cellules. A ce

moment, le système immunitaire a déjà distingué le Soi du Non-soi (Tung, 1998), ce qui fait

que la plupart de ces protéines ont un fort pouvoir immunogène. Dans les conditions

physiologiques normales, les spermatozoïdes sont séparés du système immunitaire par la

barrière hémato-testiculaire (Pelletier, 1998), ce qui évite des réactions auto-immunes. De

nombreux travaux sont donc basés sur le principe que la production d'anticorps anti­

spermatozoïdes est relativement aisée à obtenir.

Cependant, les résultats obtenus sont souvent décevants (Frayne et Hall, 1999).

D'une part, certains travaux ont montré qu'il n'existe pas toujours de corrélation entre le taux

en anticorps sérique et l'effet contraceptif (Lea et al., 1998-b), et d'autre part certaines

protéines spermatiques se sont révélées être peu immunogènes, notamment chez le renard

(Xu, 1998).
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Différents facteurs, tels que la fonne vaccinale, le vecteur ou les adjuvants, peuvent

permettre d'obtenir un titre efficace en anticorps. Si un antigène contient seulement des

épitopes cellules-B, il devra être conjugué à un transporteur, telles les toxines diphtérique ou

tétanique, ou la choleratoxine B, qui fourniront les épitopes cellules-T pennettant

d'augmenter l'immunogénécité. Si de nombreux vecteurs ont été proposés (liposomes,

microsphères, ...), peu d'entre eux ont pu être testés pour les vaccins anti-spennatozoïdes, en

raison du faible nombre d'antigènes spermatiques disponibles actuellement (Naz, 1999). Dans

notre cas, ces vecteurs doivent également être adaptés à une vaccination par voie orale. Ainsi,

l'utilisation de la salmonelle a induit une production d'IgG dans le tractus génital de renardes

avec des antigènes témoins (entérotoxine d'E.coli), mais s'est révélée beaucoup moins

efficace avec l'antigène spermatique SPI0 (de Jersey et al., 1999).

La sélection de protéines antigéniques et le choix des meilleurs épitopes semblent

donc être indispensables pour permettre la fabrication d'un vaccin efficace.

Parmi les différentes propriétés pennettant à une protéine spermatique d'être un

antigène efficace pour un vaccin contraceptif, l'antégénicité et la localisation sont

particulièrement importantes. Afin d'identifier de nouveaux antigènes utilisables dans un

vaccin contraceptif, nous avons choisi de sélectionner dans un premier temps les protéines les

plus antigéniques en utilisant des sérums reconnaissant des protéines de surface du

spermatozoïde de renard, puis de les identifier et d'en évaluer in vitro la spécificité et

l'efficacité pour un vaccin contraceptif.

*
* *

* * *

La première étape de notre stratégie consistait à sélectionner les protéines

spermatiques de renard les plus antigéniques en utilisant des sérums reconnaissant des

protéines de surface. Pour produire ces sérums, deux approches ont été utilisées:

l'immunisation de lapins et de renards avec des protéines spennatiques, et la vasectomie de

renards.

Les expériences d'immunisation menées nous ont pennis d'obtenir des anticorps

anti-spermatozoïdes.

Pour extraire les protéines spermatiques, nous avons utilisé différents détergents: le

Triton X-100, l'Igepal et le n-Octyl-P-D-Glucoside. Il est établi que des spennatozoïdes dont

la membrane est traitée avec une solution contenant 0,1 % de Triton X-100 peuvent être

réactivés dans différentes conditions de pH (Giroux Wideman et al., 1991), ce qui montre

qu'à cette concentration de détergent, qui est celle que nous avons utilisée, il est possible

Page 138



Discussion

d'extraire des protéines trans-membranaires ou associées à la membrane sans affecter les

structures intracellulaires. Des travaux plus récents confirment que les détergents utilisant du

Triton facilitent l'extraction des protéines spermatiques de surface tout en minimisant le

relargage des protéines internes (Shetty et al., 2001). Les autres détergents ont également été

utilisés pour extraire des antigènes membranaires, tels que la protéine SOB2 avec de l'Igepal

(Lefèvre et al., 1997) ou la protéine P34B avec le n-Octyl-~-D-Glucoside(Boué et al., 1996).

Par ailleurs, afin de réduire les risques d'immuniser les animaux avec des protéines

intracellulaires, nous avons extrait les protéines à partir de spermatozoïdes vivants d'origine

épididymaire.

D'un point de vue méthodologique, il faut noter qu'il s'est avéré nécessaire de

congeler les spermatozoïdes de renard avant de réaliser les Western blot. En effet, les renards

possèdent une seule saison de reproduction par an, et produisent des spermatozoïdes

seulement trois mois par an, de janvier à mars. La congélation des spermatozoïdes avant leur

utilisation a probablement détruit des structures membranaires et des organelles, rendant

possible que les protéines utilisées pour les Western blot soient des protéines de surface ou

des protéines intracellulaires. C'est pourquoi nous avons testé la localisation des antigènes

reconnus par les sérums obtenus par un marquage au FITC sur des spermatozoïdes éjaculés de

renard. Les résultats nous ont permis de mettre en évidence que tous les sérums

reconnaissaient des antigènes situés en surface ou près de la surface des spermatozoïdes - la

fixation des spermatozoïdes pouvant fragiliser la membrane et donc exposer des protéines

intra-cellulaires - sans qu'il nous soit possible, à ce point du travail, de déterminer de quels

antigènes il s'agit. La diversité des marquages obtenus semble indiquer que différents

antigènes de surface sont reconnus. Ces antigènes ayant été purifiés à partir de

spermatozoïdes épididymaires, ils sont d'origine testiculaire ou épididymaire.

Après une immunisation avec des protéines spermatiques de renard, la réponse

humorale des lapins est caractérisée par une rapide production d'anticorps, un nombre

relativement restreint d'antigènes reconnus, et une certaine homogénéité dans le profil des

antigènes reconnus. Après 42 jours, les sérums de lapins reconnaissent en Western blot une

moyenne de 12,0 ±2,6 bandes protéiques. Ce nombre est proche du nombre d'hétéro­

antigènes reconnus par Western blot (14 à 18) après l'immunisation de hamsters dorés avec

des protéines de surface de spermatozoïdes de porc (Baden et al., 2000), et sensiblement

supérieur au nombre de bandes observées (4 à 9) après l'immunisation de lapins avec des

isoantigènes spermatiques extraits avec différents détergents (Naz et al., 1984). Bien que nous

n'ayons pas utilisé les mêmes détergents que ces auteurs, il est cohérent que les hétéro­

antigènes reconnus soient plus nombreux que les isoantigènes. Onze des 20 bandes reconnues

en Western blot sont reconnues par au moins deux sérums de lapins (>110, 97, 95, 77,46,40,

36, 33, 15, 11 et <10 kDa). Ces protéines particulièrement antigéniques pour le lapin sont

donc en nombre relativement faible.
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En comparaison avec les résultats obtenus chez les lapins, la réponse humorale des

renards immunisés avec des isoantigènes spermatiques ne présente pas les mêmes

caractéristiques: la production d'anticorps est moins rapide, moins de protéines sont

reconnues par les sérums, et la réponse humorale est plus hétérogène. Après l'immunisation,

la cinétique de la réponse humorale montre une apparition progressive des anticorps: le

nombre de protéines reconnues augmente après les rappels, et diminue légèrement 1 à 2 mois

après la dernière injection. Ce résultat est cohérent avec ceux obtenus par ELISA après

immunisation de renards contre des antigènes gamétiques de la zone pellucide (Bradley,

1994). Une autre caractéristique de la réponse humorale des renards est sa plus grande

hétérogénéité: seulement 8 des 25 bandes reconnues le sont par trois (ou plus) des six sérums

de renards. Ce résultat est lié en partie à l'origine des renards, qui ne sont pas des animaux

conventionnels de laboratoire, et sont génétiquement plus hétérogènes que la lignée de lapins

New-Zealand. L'hétérogénéité de la réponse humorale a été également observée après

l'immunisation d'élans avec des antigènes gamétiques de la zone pellucide (Garrott et al.,

1998), et semble être une caractéristique des animaux sauvages ou non conventionnels de

laboratoire, comme le renard d'élevage (Bradley, 1994; Bradley et al., 1999).

La différence entre les résultats obtenus chez le renard et chez le lapin souligne

l'intérêt de travailler sur l'espèce cible, après la mise au point des expériences par des

expériences pilotes menées sur un modèle bien connu. Les différences observées au niveau de

la réponse immunitaire de ces deux espèces s'expliquent au moins en partie par des

différences liées à l'espèce, par des différences individuelles et par la proximité phylogénique

des protéines injectées.

L'objectif de ces expériences d'immunisation est l'identification de protéines

spermatiques antigéniques, plus que la caractérisation précise de la réponse immunitaire. Ceci

explique que nous ayons immunisé tous les animaux et que nous n'ayons pas utilisé comme

témoins des animaux immunisés avec l'adjuvant seul. Bien qu'une comparaison avec ces

sérums soit intéressante , nous étions limités par le fait que les renards sont des animaux de

laboratoire qui sont onéreux, et qui doivent être hébergés dans des conditions particulières.

Nous avons donc utilisé comme témoin négatif les sérums prélevés à JO. De la même manière,

il n'est pas possible de comparer les réponses humorales en fonction des différents protocoles

suivis, en raison de la variabilité individuelle. L'utilisation de différents détergents nous a

permi d'augmenter nos chances de produire des sérums reconnaissant des protéines de surface

du spermatozoïde. L'analyse par Western blot en une dimension n'est pas significative pour

comparer les réponses humorales, les bandes reconnues pouvant l'être par différents isotypes

d'anticorps, pouvant correspondre à différents épitopes, ou pouvant naturellement

correspondre à différents antigènes de même poids moléculaire. La seule constatation relative

à la réponse immunitaire que nous pouvons faire est qu'il ne semble pas y avoir de différence

significative entre le nombre de bandes reconnues par les sérums des mâles et des femelles

immunisés.
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Afin d'identifier les protéines correspondant à ces bandes, nous les avons purifiées par

électrophorèse en 2 dimensions. Le principe de cette méthode se base sur une séparation en

deux étapes, selon les propriétés inhérentes aux différentes protéines (D'Farrell, 1975). Dans

un premier temps, elles sont séparées en fonction de leur point isoélectrique - en étant

conduites par un champ électrique à travers un gradient de pH, les protéines se placent à

l'endroit où leur charge électrique nette est égale à zéro-, et dans un second temps en fonction

de la taille moléculaire, sur un gel de polyacrylamide hydrophile. Le gradient de pH

nécessaire pour la première séparation est réalisé par la migration d'ampholines, avant et en

même temps que les échantillons, ce qui pose le problème du déplacement et de la

déformation du gradient de pH, que l'on appelle la déformation cathodique, ce qui influe sur

la reproductibilité de la méthode. Cette technique est délicate, relativement longue à réaliser,

et pose différents problèmes de résolution: protéines qui se chevauchent, masquage des

protéines moins exprimées (comme les récepteurs) par des protéines plus abondantes qui

diffusent, spectre d'analyse relativement limité, de 10 à 100 kDa pour les PM, alors que celui

des protéines varie de 5 kDa (aprotinine) à 1 MDa (titine), et des PI de 4 à 8 alors que celui

des protéines varie de 2 (pepsine) à plus de 12 (protamines) (Rabilloud, 2001). Le manque de

résolution pour les protéines de haut poids moléculaire ne provient paradoxalement pas de la

dimension «taille moléculaire », qui est parfaitement capable d'analyser des protéines jusqu'à

200-300 kDa, mais provient de l'extraction et du maintien en solution des protéines dans des

conditions très particulières (force ionique très faible, détergents non-chargés uniquement)

nécessaires à la réalisation de cette technique. Ce problème de solubilité est aigu pour les

protéines de haut poids moléculaire et pour les protéines intrinsèquement peu solubles dans

l'eau comme les protéines membranaires hydrophobes ou les protéines nucléaires. Cette

difficulté peut être contournée par les approches utilisant du SDS pour la solubilisation

initiale, cependant l'élimination incomplète du SDS influe sur la reproductibilité de la

technique, ce qui s'ajoute aux problèmes liés aux ampholines. C'est pourquoi nous avons

utilisé une technique faisant appel à du p-mercaptoéthanol (O'Farrell, 1975).

Cette technique d'électrophorèse bidimensionnelle a permis la séparation de plusieurs

centaines de protéines spermatiques de renards. Après Western blot, nous avons mIS en

évidence sept protéines antigéniques, reconnues par les sérums de lapins et de renards

immunisés.

La deuxième stratégie que nous avons utilisée pour produire des anticorps anti­

spermatozoïdes consistait à étudier la réponse humorale induite par la vasectomie de

renards. Il est bien établi que la vasectomie augmente la pression intraluminale, en particulier

de la queue de l'épididyme, ce qui induit une distension de l'épididyme et la formation de

granulomes spermatiques. Dans beaucoup d'espèces, ces granulomes constituent un site de

phagocytose des spermatozoïdes par les macrophages, et les produits de dégradation ou les

spermatozoïdes entiers sont absorbés par l'épithélium épididymaire. Ce phénomène pourrait
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modifier l'environnement moléculaires et ioniques, et pourrait perturber les activités

sécrétoires de l'épithélium (Légaré et al., 2001). Cette réaction conduit à une apparition ou

une augmentation des taux d'anticorps anti-spermatozoïdes, et à une modeste activité des

lymphocytes T (McDonald, 2000). L'induction de la production d'anticorps anti­

spermatozoïdes par la vasectomie a été montrée dans différentes espèces, par exemple la

souris (Nakamura et al., 1994), le rat (Flickinger et al., 1994; Verajankorva et al., 1999), le

singe et l'humain (Samuel, 1978; Naz et al., 1989). Mais ce travail est le premier à mettre en

évidence l'apparition de ce type d'anticorps chez le renard.

Là encore, le but de ces expériences est l'identification de protéines hautement auto­

antigéniques, plus que la caractérisation de la réponse immunitaire. Il est établi que certains

rats «pseudo-lésés» (sham) produisent des anticorps anti-spermatozoïdes, mais d'une façon

significativement moins élevée que les animaux vasectomisés (Verajankorva et al., 1999).

C'est pourquoi nous avons décidé d'utiliser uniquement le sérum de renards vasectomisés, et

pas de renards témoins. Bien qu'une comparaison entre ces différents sérums soit intéressante,

nous étions, comme pour les expériences d'immunisation, limités par le nombre de renards

disponibles. De plus, la vasectomie n'induisant l'apparition d'anticorps que dans une

proportion des animaux (Focacci et al., 1997, Aitken et al., 1988), nous avons décidé d'opérer

tous les animaux dont nous disposions, et nous avons utilisé comme témoins les sérums

prélevés à JO.

Nous avons mis en évidence la production d'anticorps anti-spermatozoïdes chez cinq

des six renards que nous avons vasectomisés. Ces anticorps reconnaissent trente bandes

protéiques en Western blot. Parmi celles-ci, dix sont reconnues par au moins deux sérums, ce

qui suggère que ces protéines sont particulièrement antigéniques. Les premiers anticorps

apparaissent trente jours après l'opération, et le nombre de bandes reconnues est maximal

entre 120 et 150 jours après la vasectomie. Cette cinétique d'apparition est comparable à celle

décrite chez le rat (Flickinger et al., 1994). Le maintien de ces anticorps est également

important à étudier, les renards possédant une seule saison de reproduction par an, qui est

suivie par un phénomène de régression testiculaire (Maurel et al., 1984). En étudiant le sérum

du renard R8, nous avons montré que le nombre maximal de bandes reconnues par Western

blot est atteint dans les mois qui suivent la vasectomie, et reste constant deux ans plus tard.

Par cette technique, l'intensité de marquage des bandes de poids moléculaire 15-17 et 95-100

kDa augmente à la fin de la saison de reproduction, ce qui suggère que la régression

testiculaire pourrait favoriser des anticorps anti-spermatozoïdes. Il a été établi que chez le

vison, qui possède également une activité testiculaire saisonnière, la baisse de secrétions de

gonadotropine et la régression testiculaire induisent la production d'anticorps anti­

spermatozoïdes (Tung et al., 1984). Ceci est dû au fait qu'au moment de la régression

testiculaire, la barrière hémato-testiculaire devient perméable, ce qui expose les auto­

antigènes spermatiques intra-cellulaires et de surface aux immunoglobulines et aux

lymphocytes du sang (Pelletier, 1998). La première année, c'est au moment du début de la

production spermatique que les premiers anticorps apparaissent, les renards ayant été opérés
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un mois avant le début de la période d'activité testiculaire. Il est intéressant de noter que dans

notre modèle, bien que le nombre de bandes reconnues ne semble pas être modifié après deux

ans, l'intensité de marquage de quelques bandes semble être modifiée par la production

saisonnière des spermatozoïdes et/ou la régression testiculaire.

Le marquage au FITC confirme la localisation de certains antigènes en surface des

spermatozoïdes. Ces antigènes sont localisés sur différentes parties du spermatozoïde, sur

l'acrosome et le flagelle. Ainsi, les sérums des renards R7 à RIO contiennent des anticorps

reconnaissant des protéines de surface ou situés près de la surface, ce qui ne semble pas être le

cas des sérums des renards R11 et R12. Il est établi que des sérums récoltés après des

vasectomies reconnaissent des protéines intra-cellulaires, comme la protamine nucléaire

(Samuel et al., 1978). De plus, la technique du Western blot réalisée sur des protéines

extraites de spermatozoïdes congelés n'est pas suffisamment sélective pour identifier des

antigènes de surface.

La localisation de ces auto-antigènes par électrophorèse en deux dimensions montre

plus précisément les protéines reconnues. Les résultats obtenus après Western blot sur

protéines séparées par électrophorèse en deux dimensions sont cohérents avec les résultats

obtenus par les études de Western blot en simple dimension, qui nous ont permis d'identifier

dix bandes protéiques reconnues par au moins deux sérums (>150, 100-95,97,95,85-80,45,

42, 17-15, 15 et <9 kDa). Les Western blot en deux dimensions nous ont permis de confirmer

ces résultats pour la plupart des antigènes cités, à l'exception des antigènes de faible poids

moléculaire et de l'antigène de 45 kDa. Nous pouvons donc localiser huit auto-antigènes

majeurs. Parmi ces huit auto-antigènes, certains (ceux de faible PM, et à un PM de 97 kDa)

correspondent à certaines des 7 protéines identifiées par les expériences d'immunisation.

Il est établi que la nature et le développement d'anticorps anti-spermatozoïdes sont liés

au mode d'induction de ces anticorps (Bohring et Krause, 2001). Les deux stratégies utilisées

sont donc complémentaires, et nous ont permis d'identifier des antigènes potentiellement

intéressants pour le développement d'un vaccin contraceptif.

Les auto-antigènes mis en évidence par les sérums des animaux vasectomisés

induisent probablement peu d'effets secondaires pathologiques, puisqu'il a été établi chez

l'homme que le développement d'anticorps anti-spermatozoïdes induits par la vasectomie ne

provoque pas -ou peu- de complication physiologique, en dépit de la persistance de ces

anticorps pendant des années (Massey et al., 1984). Ces anticorps sont capables de maintenir

une infertilité après l'opération inverse (vasovasostomie), ce qui démontre leur intérêt

potentiel pour un vaccin contraceptif (Naz et al., 1989), même si les antigènes reconnus par

des sérums obtenus après vasectomie ne sont pas toujours situés en surface du spermatozoïde

(Samuel et al., 1978 ; Witkin et al., 1978 ; Batova et al., 2000).

Les antigènes identifiés par les expériences d'immunisation sont antigéniques,

puisqu'elles peuvent induire une réponse humorale à la fois chez les lapins et chez les renards

mâles et femelles. De plus, elles ont été mises en évidence avec des sérums reconnaissant des
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antigènes de surface, obtenus chez des animaux ayant été immunisés avec des protéines de

surface du spennatozoïde (extraites avec des détergents en faible concentration sur des

spennatozoïdes non-congelés, même s'il reste possible que certaines de ces protéines ne

soient pas de surface).

La suite de ce travail consistait à identifier et caractériser ces antigènes, qui sont

facilement identifiables sur gels d'électrophorèse en deux dimensions colorés au Bleu de

Coomassie.

*
* *

* * *

Nous avons identifié 7 antigènes que nous avons cherché à identifier et à caractériser,

d'un point de vue biochimique en étudiant les glycosylations, et d'un point de vue plus

biologique.

La protéine PlI est une protéine d'un PM de 11,4 kDa et d'un PI de 6,0. Nous

avons obtenu très peu d'infonnations concernant cet antigène. Nous avons montré qu'il s'agit

d'une protéine spennatique qui présente la particularité d'être fortement antigénique mais qui

est faiblement exprimée. En raison de sa faible concentration, nous avons choisi de l'electro­

éluer du gel pour pennettre son séquençage NH2-tenninal, à la différence des autres protéines

qui ont été transférées sur membrane de PVDF. Ce protocole expérimental ne semble pas

bloquer la chimie d'Edman, comme nous l'avons vérifié sur une autre protéine d'un PM

voisin, la Lysozyme. La protéine PlI n'ayant pas pu être identifiée par notre démarche

expérimentale, il est nécessaire d'envisager d'autres stratégies pour la purifier et/ou en

détenniner la séquence. En raison des faibles quantités de PIl purifiées, nous n'avons pas

produit de sérum dirigé contre cet antigène.

*
* *

Les protéines P4 et P8 sont deux protéines dont le poids moléculaire est

respectivement de 16,4 et 14,7 kDa, et le point isoélectrique de 5,5 et de 6,0. Nous n'avons

pas mis en évidence de glycosylation sur la protéine P8, tandis que les résultats obtenus

suggèrent la présence d'oligosaccharides sur P4. L'ADNc de ces protéines a été amplifié à

partir d'ARNm extrait de testicule de renard.

Le séquençage NH2-tenninal de la protéine P8 a montré une homologie avec une

protéine localisée sur la membrane interne des mitochondries, la sous-unité Yb de la

cytochrome-C oxydase bovine. Nous avons pu obtenir la séquence de l'ADN codant cette
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protéine, par RACE PCR, puis par criblage d'une banque d'ADNc de testicule de renard, ce

qui a confirmé cette homologie. Cette protéine existe dans de nombreux tissus (foie, cerveau,

muscle, ... ) de différentes espèces (homme, taureau, rat, souris, ... ). Elle est associée aux

membranes internes des mitochondries, et a un rôle dans le transfert des électrons (oxydation

terminale dans le transfert des électrons). Cette sous-unité est codée par un gène nucléaire.

Parmi les différentes sous-unités de la cytochrome-C oxydase, deux ont déjà été

décrites chez le renard (Vulpes vulpes), il s'agit de la sous-unité l (AF02S206) et de la sous­

unité II (AF02S230). Ces deux sous-unités codées par des gènes mitochondriaux ont été

séquencées dans le cadre de la construction d'un arbre phylogénique du genre Vulpes, et ne

présentent aucune homologie avec PS, qui est très proche de la sous-unité Yb de la

cytochrome-C oxydase bovine, mais également murine ou humaine.

Le protéine PS n'est a priori pas utilisable comme antigène pour un vaccin

contraceptif, puisque la cytochrome-C oxydase n'est pas accessible pour les anticorps et

qu'elle est indispensable au fonctionnement de toutes les cellules de l'organisme. Cependant,

nous avons utilisé cette homologie avec une protéine bien connue pour valider notre démarche

expérimentale nous permettant de passer de la protéine au gène. Ainsi, à partir de la séquence

NHz-terminale obtenue par le séquençage d'Edman, nous avons décrit une amorce dégénérée

qui nous a permis d'amplifier par RACE PCR l'ADN codant cette protéine. Ce fragment de

PCR a été utilisé pour le criblage de la banque d'ADNc de testicule de renard, ce qui nous a

permis d'obtenir une séquence complète. Ces résultats permettent de mettre en évidence

l'intérêt de la banque d'ADNc. Ainsi, la séquence de la banque permet de «corriger» deux

bases obtenues par RACE PCR. Mais surtout il apparaît que la séquence d'Edman, à partir de

laquelle nous avons défini l'amorce de RACE PCR, ne se situe pas en l'extrémité NH2­

terminale mais qu'elle est plus interne à cette séquence (30ème acide aminé). Ceci est sans

doute lié à un mécanisme d'hydrolyse de PS, peut-être lors du transfert précédant le

séquençage. Pour réaliser ce séquençage, les protéines purifiées par électrophorèse en deux

dimensions sont transférées sur une membrane de PVDF. L'avantage de ces membranes est

qu'elles sont inertes en présence des solvants et détergents utilisés lors du séquençage, comme

l'acétonitrile ou l'acide trifluoroacetique, au contraire des membranes de nylon ou de

nitrocellulose qui se dégradent en présence de ces agents. Cependant, ce transfert peut parfois

être moins performant, notamment en ce qui concerne les protéines de faible poids

moléculaire ou de haut poids moléculaire. Cet exemple met en évidence la nécessité d'utiliser

une banque d'ADNc pour obtenir une séquence fiable, permettant de recouvrir la totalité de la

séquence codant les protéines. D'un point de vue plus technique, il faut remarquer les acides

aminés 30-32 de PS déduits de l'ADNc ne correspondent pas aux trois premiers acides aminés

de la cytochrome-C oxydase, à la différence de ceux obtenus par la chimie d'Edman (tableau

23 ; figure 35). Il est donc possible qu'il existe une ou plusieurs délétion(s) dans les clones

que nous avons séquencés, juste à l'extrémité 5' de l'amorce de RACE-PCR, ce qui pourrait

expliquer la différence de poids moléculaire théorique (14,1 kDa) et observé sur le gel (14,7

kDa). Puisque nous n'avons pas mis en évidence de glycosylation sur PS, ce qui est par
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ailleurs en accord avec les données connues sur la sous-unité Yb de la cytochrome-C oxydase,

la présence de 4 à 5 acides aminés supplémentaires expliquerait cette différence de PM. Le

criblage de clones supplémentaires devrait permettre de tester cette hypothèse.

Nous avons produit un sérum monospécifique dirigé contre P8 pour tester si les 32

acides aminés NH2 terminaux de P8, qui sont différents de la cytochrome-C oxydase, ne

confèrent pas à cette protéine les propriétés lui permettant d'être utilisée comme antigène dans

un vaccin contraceptif.

Différents auteurs ont identifié et caractérisé des antigènes spermatiques, y compris de

renard, grâce à des anticorps monoclonaux (par exemple, Xu, 1998) qui permettent d'obtenir

des anticorps spécifiques d'un seul épitope. Cette spécificité peut être un avantage, mais elle

peut aussi, dans certains cas, être un inconvénient. En effet si le site antigénique est altéré

pour une raison ou une autre, ce qui peut arriver dans beaucoup d'expériences, les antigènes

ne seront plus reconnus par les anticorps monoclonaux. Ce risque est réduit avec les anticorps

polyclonaux, qui regroupent plusieurs clones se liant à de nombreux déterminants

antigéniques. De petits changements de structure des antigènes, dus au polymorphisme

génétique, à l'hétérogénéité des glycosylations ou à de légères dégradations, sont donc

généralement sans conséquence sur l'affinité des sérums polyclonaux, ce qui représente dans

notre cas un avantage certain. De plus, les sérums polyclonaux présentent l'avantage d'être

plus rapides à obtenir (4 à 8 semaines, contre 3 à 6 mois pour les sérums monoclonaux), plus

faciles à produire (ils ne font pas appel à des techniques de culture de cellules), tout en restant

utilisables pour la plupart des applications courantes (ELISA, Western blot, ...).

Cependant, la réussite de la production de sérums polyclonaux n'est pas assurée, et

dépend de nombreux critères tels que le modèle animal utilisé (espèce, sexe, âge), les

conditions de l'immunisation (voie, type et qualité de l'adjuvant) et la nature de l'antigène

utilisé. Le choix du modèle animal a été réalisé en fonction de différents critères. D'un point

de vue pratique, nous avons choisi d'utiliser des souris, en raison de la facilité à prélever le

sang, de la faible quantité de protéine à injecter et du fait que nous possédons déjà des souris

au laboratoire. Nous avons utilisé de préférence des femelles, parce que certaines données

suggèrent que les androgènes peuvent légèrement déprimer la réponse immunitaire, et parce

que nous avons estimé qu'il serait plus facile de produire des anticorps dirigés contre des

protéines spermatiques chez les femelles que chez les mâles. Certains autres facteurs peuvent

intervenir dans la production des anticorps, comme la santé de l'animal et les conditions

d'élevage. Ainsi, l'infection de souris par différents agents, tels que virus de Sendai, peut

avoir un effet immunosuppresseur. Même si nous avons pris toutes les précautions

recommandées, nous avons perdu toute une série d'animaux, en raison sans doute d'une

infection que nous n'avons pas réussi à identifier. Pour les conditions d'immunisation, nous

avons testé deux types d'adjuvants, l'adjuvant de Freund et un adjuvant basé sur les CpG

ADN, qui augmente la réaction immunitaire tout en étant moins toxique que les autres

adjuvants (Weeratna et al., 2000). Les adjuvants ne sont pas toujours nécessaires pour la
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production d'anticorps polyclonaux, mais ils sont souhaitables dans le cas des antigènes

solubles (protéines, peptides, polysaccharides), lorsque peu d'antigènes sont disponibles, ou

lorsque des antigènes sous forme native sont utilisés. De la même manière, l'injection intra­

splénique est recommandée lorsque l'on utilise des antigènes en très faible quantité. Nous

avons effectué deux rappels, pour des raisons de bien-être animal et parce qu'il est établi que

les rappels multiples peuvent produire plus d'anticorps dirigés contre les contaminants, et

donc moins spécifiques. Nous avons utilisé une plus forte quantité d'antigènes lors de la

primo-injection, les faibles quantités d'antigènes n'étant pas suffisantes pour stimuler

efficacement la mémoire immunitaire et pouvant induire une tolérance aux antigènes.

Le sérum dirigé contre P8 ayant été obtenu après la saison de reproduction, nous

n'avons pas pu l'utiliser sur des spermatozoïdes «frais », que ce soit pour les expériences

d'immunolocalisation ou pour évaluer son effet sur la liaison gamétique ou sur la mobilité.

L'étude par Western blot de la spécificité de cette protéine a montré qu'elle est exprimée dans

la plupart des organes testés, et seulement dans quelques espèces. Les données connues sur

l'homologue de P8 suggèrent que certains de ces résultats pourraient être faussement négatifs

(non expression chez les bovins, ni dans l'épididyme ou le testicule de renard), ce qui pourrait

être lié à la mauvaise qualité de ce sérum. Afin de d'évaluer l'intérêt de P8, nous envisageons

de produire un anticorps dirigé contre la séquence de P8 ne présentant pas d'homologie avec

la cytochrome-C oxydase (32 acides aminés NH2-terminaux), après avoir vérifié que cette

séquence est bien présente sur la protéine mature.

Le séquençage NH2-terminal de la protéine P4 n'a pas montré d'homologie

significative avec des protéines connues, mais nous a permis de définir une amorce dégénérée

qui nous a permis d'amplifier par RACE PCR son ADNc. Cette séquence comporte 76

codons, dont 3 codons non-sens. De plus, les 6 acides aminés suivants la séquence

correspondant à l'amorce utilisée pour la RACE PCR ne correspondent pas aux résultats

obtenus par le micro-séquençage d'Edman. En analysant cette séquence au niveau ADN

(tableau 17), il apparaît que certaines erreurs de séquences permettent de décaler le cadre de

lecture, et de se rapprocher de la séquence d'Edman. Par exemple, en supprimant la base C

placée en 12ème position, le cadre de lecture serait déplacé et le nouveau codon coderait pour

une Arginine, comme suggéré dans la séquence d'Edman. De même, la suppression de la

première base du codon suivant ferait que ce codon coderait pour une Valine, ce qui

correspond là encore à la séquence d'Edman. .. Ces extrapolations sont à considérer avec

précaution, mais elles montrent la nécessité d'obtenir la séquence de P4 à partir de la banque

d'ADNc afin de réduire ce risque d'erreur, et d'interpréter fiablement cette séquence. Une

étude en spectrométrie de masse permettra de valider cette séquence en montrant si elle

correspond bien à la protéine P4 sélectionnée. Les prédictions réalisées à partir de la
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séquence de RACE PCR obtenue sont difficilement interprétables, même si ce fragment de

PCR pourra être utilisé pour le criblage de la banque d'ADNe.

L'interrogation des banques de données montre que la séquence de P4 présente de

fortes homologies avec le précurseur mitochondrial de la NADH ubiquinone oxydoreductase.

Cette homologie n'apparaît pas lors des interrogations effectuées avec la séquence NH2­

terminale, les quatre acides aminés NHz-terminaux montrant une divergence avec cette

protéine mitochondriale. Il s'agit d'une protéine complexe, composée de 30 sous-unités,

localisée dans la matrice et le cytoplasme de la membrane interne des mitochondries, et dont

la fonction est le transfert des électrons. L'homologie avec cette protéine s'arrête à partir de

l'acide aminé 45, qui correspond précisément à un codon non-sens. Là encore, l'établissement

d'une séquence fiable à partir d'une banque d'ADNe de testicule de renard permettra de lever

ces ambiguïtés.

Deux des protéines identifiées sont d'origine mitochondriale. Les mitochondries sont

des organelles très exprimées dans les spermatozoïdes, situées d'une façon caractéristique, en

hélice autour de la fibre dense de la pièce intermédiaire du flagelle (Yanagimachi, 1994).

Cette hélice serait stabilisée par une capsule mitochondriale, composée notamment de la

protéine SMCP (Herr et al., 1999). Cette protéine s'est révélée être un auto-antigène reconnu

par des sérums de rats immunisés avec des spermatozoïdes et des sérums d'animaux

vasectomisés. Elle est principalement exprimée après la puberté, dans les spermatides

allongés, ce qui fait qu'elle pourrait être reconnue comme faisant partie du Non-Soi par le

système immunitaire. L'étude de l'intérêt de cette protéine en tant que modèle expérimental

d'orchite auto-immune, ou en tant qu'antigène présent chez des patients présentant une

infertilité liée aux anticorps, est envisagée (Herr et al., 1999). Bien que la localisation et sans

doute l'expression de la protéine SMCP et des deux protéines mitochondriales P4 et P8 soient

sensiblement différentes, nos résultats comme ceux de ces travaux suggèrent que la forte

expression des mitochondries dans les spermatozoïdes est un argument favorisant

l'antigénicité de ses protéines.

*
* *

La protéine P3 est une protéine d'un PM de 16,8 kDa et d'un PI de 5,3. Nous avons

montré par les expériences de marquage avec les lectines et par digestion enzymatique que P3

possède des groupements glycosylés. L'étude des glycosylations avait un double objectif.

D'une part, elle permet d'estimer la taille de la partie peptidique des antigènes sélectionnés,

ce qui est indispensable pour nous assurer que les séquences que nous avons obtenues

correspondent bien aux antigènes sélectionnés. D'autre part, les études menées avec les

lectines permettent d'avoir une idée plus précise de la nature des groupements glucidiques des

glycoprotéines. Les groupements glycosylés confèrent aux protéines des propriétés
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particulières par exemple dans la reconnaissance cellulaire - et particulièrement dans

l'interaction gamétique (Oehninger, 2001), mais également en ce qui concerne l'antigénicité

et les caractéristiques biochimiques (PM, PI). S'ils sont souvent moins antigéniques que les

parties peptidiques, ils peuvent cependant être la cible de vaccins (exemple du vaccin dirigé

contre la glycoprotéine G du virus de la rage, Masson et al., 1999). Différentes lectines, dont

Concanavaline A, Dolichus biflorus et Ulex europaeus ont été utilisées avec succès pour

étudier la partie glucidique de glycoprotéines d'origine épididymaires (Saez et al., 2000) et de

protéines situées en surface du spermatozoïde (Fierro et al., 1996; Fierro et al., 1998). Les

lectines sont des protéines ou des glycoprotéines qui reconnaissent spécifiquement et

marquent différents glucides. Il est établi qu'elles constituent un excellent outil de

caractérisation des glucides formant les chaînes oligosaccharides des glycoprotéines. La

combinaison des lectines avec différentes procédures de déglycosylation permet également la

détermination du type de liaison au squelette peptidique. De nouvelles lectines sont

régulièrement découvertes, cependant celles que nous avons utilisées dans ce travail sont

celles pour lesquelles nous avons le plus d'expérience. Dans ce travail, certaines lectines

marquant les mêmes glucides (par exemple Pisum sativum et Concanavalin A, qui marquent

le mannose) peuvent varier dans les résultats, ce qui est par exemple le cas de P3 qui est

marqué par Pisum sativum mais pas par la Concavalin A. Ceci est dû à des différences

d'affinités entre les lectines en fonction de la nature de l'oligosaccharide sur lequel le sucre

est attaché (Saez et al., 2000).

La glycoprotéine P3 serait d'origine épididymaire. Le séquençage selon la technique

d'Edman de cette protéine nous a permis d'obtenir la séquence de vingt acides aminés NH2­

terminaux, montrant une homologie avec la protéine épididymaire de porc EPI. Cette protéine

a été décrite par Parry et al. (1992) dans le cadre d'un travail visant à identifier des protéines

se liant à la zone pellucide. Afin de distinguer les protéines de bas poids moléculaire présentes

sur des spermatozoïdes éjaculés et épididymaires, et celles du plasma séminal, les auteurs ont

réalisé le séquençage NH2-terminal de différentes protéines. Ils ont ainsi montré que les

protéines épididymaires qu'ils avaient sélectionnées étaient différentes de celles présentes sur

les spermatozoïdes éjaculés. Dans le cadre de ce travail, les protéines épididymaires EPI et

EP3 n'ont pas été plus caractérisées. Les seules informations que nous possédons sur cette

protéine EP l concernent donc sa présence sur les spermatozoïdes de porc et son poids

moléculaire (environ 16 kDa) voisin de celui de la protéine sur laquelle nous travaillons.

L'information la plus importante que nous retirons de cet article est l'origine épididymaire de

cette protéine, ce qui nous a permis d'obtenir une séquence par RACE PCR réalisée à partir

d'ARNm extraits d'épididyme de renard.

L'importance des protéines épididymaires dans l'acquisition du pouvoir fécondant du

spermatozoïde et dans l'expression d'une fertilité normale est bien établie. L'épididyme

intervient de deux manières sur la maturation du spermatozoïde. D'une part, il contribue à

créer un environnement particulier dans lequel se trouve le spermatozoïde pendant le transit
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épididymaire, et d'autre part il sécrète des protéines spécifiques qui se fixent au

spennatozoïde. La plupart de ces protéines spécifiques sont sécrétées dans la tête de

l'épididyme (Fournier-Delpech et Thibault, 1991).

L'analyse de la séquence obtenue pour P3 montre que cette protéine aurait une

localisation membranaire. Il existe différents exemples de protéines épididymaires présentes

en surface du spennatozoïde. Par exemple, la protéine épididymaire AEGL1, l'équivalent

humain de la protéine de rat DE, est associée faiblement à la surface du spennatozoïde, ce qui

suggère que son implication dans la fusion à la membrane vitelline serait moins évidente chez

l'humain que chez le rat (Ellennan et al., 1998). La protéine HE4 est également une protéine

épididymaire associée faiblement à la membrane du spennatozoïde. Elle est éliminée du

spennatozoïde pendant la capacitation (Yeung et al., 1997). Une autre protéine sécrétée par

l'épididyme présente en surface du spennatozoïde, FLB 1, semble être impliquée dans la

liaison à l'ovocyte (Boué et al. 1995), tandis que la protéine P34H est impliquée dans la

reconnaissance de la zone pellucide (Boué et al., 1996). Au contraire de ces protéines, le

produit du gène HE5 exprimé dans l'épididyme, qui fournit la partie peptidique de l'antigène

de surface CD52, est fortement lié à la membrane du spennatozoïde, par l'intennédiaire d'une

liaison à une «ancre» glycosylphosphatidylinositol. Cet antigène CD52 n'est pas spécifique

du spennatozoïde, puisqu'il se retrouve également en surface des lymphocytes (Yeung et al.,

1997). Il est établi que des anticorps dirigés contre cet antigène réduisent significativement la

mobilité des spennatozoïdes, sans doute en raison d'une baisse de l'activité de cette protéine.

La complexation des anticorps avec des antigènes membranaires ne peut affecter les

structures membranaires que si une forte concentration d'anticorps est fixé sur les structures

membranaires, ce qui diminue la fluidité membranaire. En utilisant le pourcentage de mobilité

comme index de la viabilité des spennatozoïdes, Hale et al. (1993) n'ont pas pu mettre en

évidence un effet sur les spennatozoïdes des anticorps dirigés contre CD52 en l'absence du

complément. Des anticorps dirigés contre un autre antigène d'origine épididymaire, GZS-1,

ont également une action inhibitrice de la fécondation, mais par un autre mécanisme d'action,

à savoir une agglutination des spennatozoïdes (Hutter et al., 1996). Il faut noter que cet

antigène se retrouve aussi sur les monocytes humains. Ces différents exemples soulignent

l'importance des protéines épididymaires, qui peuvent donc se révéler être des cibles efficaces

pour un vaccin contraceptif.

La séquence de P3 ne montre pas d 'homologie avec les différents antigènes

épididymaires cités. Tous les antigènes d'origine épididymaire ne sont pas spécifiques

d'organe, ce qui semble être également le cas de P3, d'après les résultats obtenus par Western

blot. Cependant, d'après nos expériences, le sérum dirigé contre la protéine P3 ne réagit

qu'avec des protéines ayant d'autres PM, ce qui pourrait s'expliquer soit par un manque de

spécificité du sérum, soit par la présence de différentes isofonnes de P3. Il serait donc

particulièrement intéressant de vérifier l'effet d'anticorps dirigés contre P3 ou contre certains

épitopes de P3 sur la liaison à la zone pellucide, l'agglutination des spennatozoïdes ou
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l'inhibition de la mobilité, la localisation membranaire probable de P3 rendant cet antigène

particulièrement attractif pour un vaccin contraceptif.

*
**

La protéine P7 est une protéine d'origine testiculaire, dont le poids moléculaire est de

16,4 kDa et le PI de 6,2. Nous n'avons pas pu produire de sérum dirigé contre cette protéine,

ce qui nous a limité dans sa caractérisation.

La séquence NH2-terminale de P7 ne présente pas d'homologie avec des protéines déjà

décrites. A partir de cette séquence, nous avons défini une amorce dégénérée nous permettant

d'amplifier l'ADNc codant cette protéine par RACE PCR. Même si la séquence obtenue ne

semble pas parfaite (présence de codons non-sens), elle est en accord avec la séquence

d'Edman. Comme pour P4, seule la séquence définitive obtenue par criblage de la banque

d'ADNc sera à considérer, cependant l'analyse préliminaire réalisée sur la séquence du

fragment de RACE PCR suggère que P7 a une localisation membranaire, ce qui rendrait cette

protéine accessible pour les anticorps. Elle présente de plus différentes régions

particulièrement antigéniques, en particulier un site (acides aminés 82 à 94) qui serait

extracellulaire. Les résultats obtenus concernant les glycosylations de la protéine P7 sont

contradictoires, puisqu'elle réagit avec certaines lectines (Concanavalin A, Phytolacca

americana, Pisum sativium, Tetragonolobus purpureas), mais que la digestion enzymatique

n'a pas permis de mettre en évidence de différence de poids moléculaire avant et après

digestion.

Un fragment de 32 acides aminés de P7 présente une homologie de 58% avec la

proacrosine de porc. La proacrosine est la forme zymogène de l'acrosine, une sérine protéase

majeure localisée dans la matrice acrosomale des spermatozoïdes de mammifères. L'acrosine

joue un rôle essentiel dans la liaison à la zone pellucide, elle est constituée d'une chaîne

lourde (qui présente l'activité catalytique) et d'une chaîne légère, reliées par deux ponts di­

sulfure (Baba et al., 1989). L'homologie entre P7 et la proacrosine de porc est située à la fin

de la chaîne lourde de l'acrosine. L'acrosine est glycosylée par la présence de sucres GleNAC

N-liés.

L'analyse de la séquence de la protéine P7 montre que cette protéine est

potentiellement intéressante comme antigène contraceptif, en raison de sa localisation

membranaire et de son antigénicité. De plus, son homologie partielle avec la proacrosine de

porc la rend particulièrement attractive. Ces données devront être confirmées par le criblage

d'une banque d'ADNc de testicule de renard. Enfin, la production d'anticorps dirigés

spécifiquement contre cette protéine permettra de mieux appréhender son intérêt pour un

vaccin contraceptif.
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*
* *

La protéine PS est une glycoprotéine d'un PM de 16,9 kDa et d'un PI de 5,8. Comme

P3, elle est exprimée dans l'épididyme.

Par RACE PCR, nous avons obtenu l'ADNc codant cette protéine. Sa séquence

comprend une seule ambiguïté (base 95), et sa traduction ne fait pas apparaître de codon non­

sens. Elle présente une bonne corrélation avec la séquence obtenue par la chimie d'Edman, ce

qui n'était pas le cas d'un des produits de RACE PCR, correspondant au gène de la protéine

RabII. Ceci souligne la difficulté de la technique de RACE PCR, qui utilise un cocktail

d'amorces pouvant s'hybrider avec différents fragments d'ADN. L'analyse de la séquence de

P5 est à considérer avec précaution, tant que nous ne possédons pas la séquence par criblage

de la banque d'ADNc, elle suggère cependant que P5 aurait une localisation membranaire, et

présenterait différents sites antigéniques. La protéine P5 ne présente pas d'homologie

significative avec des protéines déjà décrites. D'un point de vue biochimique, l'antigène P5

est reconnu par différentes lectines, et présente un site d'attachement des lipides sur les

lipoprotéines membranaires.

Nous avons produit un sérum dirigé contre la protéine P5, ce qui nous a permis

d'évaluer la spécificité d'espèce et d'organe de cette protéine. Cet antigène est retrouvé sur les

spermatozoïdes de la plupart des espèces testées, et sur tous les organes de renard testés.

Cependant, nous avons observé que les souris immunisées contre P5, pour produire ce sérum

polyc1onal monospécifique, n'ont pas développé de symptôme visible de maladie auto­

immune (réaction inflammatoire locale). Mais les résultats des Western blot rendent

nécessaires la recherche d'épitopes spécifiques.

En utilisant un sérum polyc1onal de souris dirigé contre P5, nous avons pu déterminer

en microscopie électronique plusieurs localisations possibles pour cette protéine, dont les

principales sont dans le noyau et sur les fibres denses. Par ailleurs, cette protéine aurait la

même localisation sur les spermatozoïdes humains que sur les spermatozoïdes de renard (Pr

Foliguet, communication personnelle).

Différentes protéines nucléaires ont été identifiées comme étant antigéniques, par

exemple la protamine (Samuel et al., 1978), l'ADN polymérase (Witkin et al., 1978) ou la

NASP (Nuc1ear antigenic sperm protein, Batova et al., 2000). Celles-ci étant localisées

uniquement dans le noyau et n'étant pas accessibles pour les anticorps, elles ne peuvent pas

être utilisées comme cible pour un vaccin contraceptif. La localisation de P5 déterminée en

microscopie électronique n'est pas opposée aux résultats obtenus par immunofluorescence
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indirecte (localisation sur la tête), la fixation des spennatozoïdes pouvant pennéabiliser les

membranes et donc rendre accessibles aux anticorps les antigènes nucléaires.

Des protéines situées sur les fibres denses peuvent également être antigéniques,

comme cela a été montré pour les protéines odfl et odf2 (Flickinger et al., 2001). Chez le rat,

l'isolement des fibres denses et leur analyse en SDS-PAGE montre qu'elles sont composées

de différentes protéines, notamment certaines dont la masse moléculaire est de 84, 80, 32,

27,5, 20 et 14,4 kDa (Kim et al., 1999). Les interactions moléculaires complexes entre les

différentes protéines du cytosquelette sont actuellement étudiées, ce qui pennettra de mieux

comprendre le rôle des fibres denses, dont on pense qu'elles jouent par leurs propriétés

élastiques un rôle de protection du spennatozoïde contre les forces de cisaillement (Baltz et

al., 1990). Ce phénomène est particulièrement important pour la mobilité du spennatozoïde.

Même la localisation de P5 sur les fibres denses reste à confinner, il est intéressant de

souligner la proximité des poids moléculaires de P5 et de l'une des protéines constitutives des

fibres denses du rat (14,4 kDa). Il faut également souligner que les anticorps dirigés contre P5

semblent inhiber la mobilité des spennatozoïdes. Par ailleurs, il reste à étudier la vitalité des

spennatozoïdes incubés avec les anticorps dirigés contre P5, pour savoir si cette baisse de

mobilité est due à une baisse du nombre de spennatozoïdes vivants.

Plusieurs hypothèses sont possibles pour expliquer la fréquence avec laquelle les

protéines des fibres denses sont identifiées comme auto-antigène (Flickinger et al., 2001).

Premièrement, ces protéines sont abondantes: elles représenteraient environ 40% des

protéines spennatiques. Deuxièmement, ces protéines sont résistantes à la dégradation: elles

seraient parmi les derniers débris des spennatozoïdes lors de leur dégradation, elles sont

présentes à l'intérieur des granulomes spennatiques et sont encore visibles à l'intérieur des

lysosomes lors de la phagocytose. De plus, il a été montré in vitro que les fibres denses sont

résistantes à la solubilisation, peut-être en raison de la présence de nombreux ponts di-sulfure.

Ces données suggèrent que les fibres denses constituent un important stock d'antigènes, qui

peut être libéré peu à peu, agissant pendant une longue période de temps comme stimulus

pour le système immunitaire. De plus, les fibres denses sont spécifiques du spennatozoïde.

Elles sont produites uniquement à partir de la puberté, dans les spennatides. Elles échappent

donc à la reconnaissance par le système immunitaire en tant que protéines du Soi, et sont donc

capables d'induire une réponse humorale lorsqu'elles ne sont plus séquestrées par la barrière

hémato-testiculaire ou hémato-épididymaire. Ceci peut se produire après une immunisation ou

après une vasectomie, qui provoque souvent une rupture des canaux du tractus génital.

Cependant, l'absence de spécificité d'organe de P5 suggère que cette protéine n'est pas

spécifique des fibres denses.

Puisque nous disposions d'anticorps dirigés contre P5 pendant la saison de

reproduction, nous avons testé leur action sur la liaison à la zone pellucide et sur la mobilité

des spennatozoïdes. La mobilité est une propriété importante des spennatozoïdes, qui pennet

la pénétration dans le mucus cervical, la remontée utérine et tubaire jusqu'au lieu de la
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fécondation, et enfin la traversée des enveloppes périovocytaires. Cette caractéristique est

donc fondamentale pour assurer le pouvoir fécondant des spermatozoïdes. Il est bien établi

que certains anticorps anti-spermatozoïdes peuvent altérer certaines de ces caractéristiques,

telles que la VSL et l'ALH (De Almédia et al., 1991), allant jusqu'à l'immobilisation.

D'autres anticorps peuvent au contraire augmenter cette mobilité, sans que le mécanisme mis

enjeu ne soit clairement identifié (Aitken et al., 1988). D'un point de vue méthodologique, il

faut souligner l'importance, dans ce genre d'étude, de nombreux paramètres pouvant affecter

la mobilité des spermatozoïdes, tels que la température, le milieu d'incubation, le délai entre

le prélèvement et l'analyse,... Ces conditions pré-analytiques (par exemple, récolte des

spermatozoïdes, purification sur un gradient de Percoll, transport) et analytiques (par

exemple, champs d'acquisition, nombre de trajectoires étudiées...) ont été déterminées

pendant ce travail. En particulier, si la centrifugation sur gradient de Percoll peut modifier la

glycosylation de protéines spermatiques, cette méthode a été largement employée pour

enrichir en spermatozoïdes mobiles les prélèvements utilisés pour les fécondations in vitro

(De Maistre et al., 1996). Ce type de préparation est donc adaptée à l'étude de la mobilité.

Cependant, en raison de la fin de la saison de production des spermatozoïdes de renard, nous

n'avons pas pu tester suffisamment d'échantillons pour évaluer l'action des anticorps que

nous avons produits (courbe effet-dose, effet de chacun des anticorps sélectionnés, ... ). En ce

qui concerne P5, il semble que les anticorps dirigés contre cette protéine aient un effet

immobilisant sur les spermatozoïdes. Chez l'humain, différents anticorps immobilisants ont

été identifiés, certains inhibent également la capacitation des spermatozoïdes (Myogo et al.,

2001) ou la liaison à la zone pellucide (Kamada et al., 1999).

La liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide est une étape clé parmi les processus

menant à la fécondation. Cette étape implique souvent des molécules spécifiques d'espèce,

qui sont donc particulièrement attractives pour un vaccin contraceptif. Il est important de

vérifier si les anticorps dirigés contre P5 inhibent la liaison des spermatozoïdes à la zone

pellucide par un test in vitro, ce qui présente l'avantage d'économiser des animaux, de mettre

en évidence et d'expliquer en partie un effet contraceptif (cet effet peut être la résultante de

différents mécanismes: masquage des récepteurs, agglutination des spermatozoïdes,

immobilisation, ... ). Ce type d'explication est important pour un vaccin contraceptif, la

compréhension du niveau d'action des antigènes pouvant permettre d'adapter la formule

vaccinale. Enfin, il faut noter que certains anticorps peuvent avoir un effet sur la fécondation

sans que celui-ci soit mis en évidence par ce test de liaison à la zone pellucide, ce qui pourrait

par exemple être le cas d'anticorps provoquant la baisse de la production de spermatozoïdes

normaux (Tung et al., 1997), ou inhibant certains paramètres de la mobilité (De Almedia et

al., 1991).

Les anticorps dirigés contre P5 inhibent significativement la liaison à la zone

pellucide, sans que la localisation principale de cette protéine, déterminée expérimentalement,

nous permette d'expliquer cette action. Par contre, la possible localisation membranaire
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déduite de la séquence primaire de cette protéine pourrait expliquer ces effets. Des études

complémentaires, faisant par exemple appel à des sérums plus efficaces ou à la microscopie

confocale, pourront permettre de confirmer la localisation de P5.

Les anticorps dirigés contre P5 permettent de diminuer significativement la liaison des

spermatozoïdes à la zone pellucide, et semble réduire la mobilité des spermatozoïdes. A ces

deux résultats obtenus in vitro, il faut ajouter la forte antigénicité de P5 déterminée in vivo, ce

qui rends P5 particulièrement attractive comme antigène pour un vaccin contraceptif, à

condition de déterminer les meilleurs épitopes. Ceux-ci devront être antigéniques, ce qui peut

être déterminé expérimentaIent par le technique du Pepscan comme cela a été réalisée pour

PH-20 (Chan et al., 1999) ou la FSH (Gobert et al., 2001), et spécifiques d'organe et

d'espèce (voir les travaux de Norton et al., 2001 concernant le choix d'un épitope spécifique

du testicule pour CD52).

*
* *

La protéine P13 est une glycoprotéine d'origine testiculaire, d'un PM de 97 kDa et

d'un PI de 4,3 à 4,6. A partir de la séquence obtenue par le micro-séquençage NHz-terminal,

nous avons mis au point une RT-PCR permettant l'amplification d'un fragment de 369 pb

codant cette protéine. Ce fragment a servi de sonde pour le criblage d'une banque d'ADNc de

testicule de renard, permettant de séquencer la totalité de l'ADN codant cette protéine.

La protéine P13 présente une homologie importante avec différentes protéines

spermatiques, FS2, CBP86 et, à un degré moindre, RSA17.

L'homologie la plus importante concerne la protéine FS2 (fibrousheatin 2).

L'homologie avec cette protéine spermatique est apparente tant au niveau séquençage NHz­

terminal (100% d'homologie avec une séquence interne de FS2) qu'au niveau de la séquence

complète obtenue par criblage d'une banque d'ADNc (60% des acides aminés). Peu

d'informations sont connues concernant cette protéine humaine, dont on sait seulement

qu'elle est spécifique de tissu (testicule et spermatozoïdes) et qu'elle est associée à la gaine

fibreuse des spermatozoïdes. La gaine fibreuse est décrite comme une structure insoluble

kératine-like, composée de différentes protéines, au nombre de 18 chez le rat (Kim et al.,

1997) et au moins 6 chez la souris. Chez l'humain, 7 protéines sont identifiées, dont l'une

d'un PM de 97 kDa. Il faut noter que la formation et la taille physique de la gaine fibreuse

sont différentes chez le rat et chez l'humain, ce qui montre que différentes protéines ou

mécanismes biochimiques permettent d'obtenir une même fonction biologique (Kim et al.,

1997).

La protéine P13 présente aussi dans sa partie C terminale une homologie (54% des

acides aminés) avec la protéine CBP86 (Calcium binding protein). Il s'agit d'une protéine
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humaine, spécifique du testicule, localisée sur le flagelle du spermatozoïde et qui est

phosphorilée pendant la capacitation. Différentes CBP, telles que la calmoduline, une

phosphatase, la Ca2
+ sequestring molecule, un antigène impliqué dans la réaction acrosomique

et une protéine impliquée dans l'interaction gamétique, ont déjà été décrites dans les cellules

germinales mâles dont les spermatozoïdes (pour revue, Gye et al., 2001). Ces molécules

présentes sur des spermatozoïdes épididymaires et dont le rôle est de lier le calcium assurent

des fonctions importantes, notamment dans la stabilisation de la structure du spermatozoïde,

l'homéostasie du calcium, la régulation de la mobilité et l'intégrité de la matrice acrosomale.

Sur les spermatozoïdes éjaculés, elles jouent un rôle dans la mobilité, la capacitation,

l'interaction gamétique et la réaction acrosomique. La plupart des CBP sont de faible PM

«20 kDa). L'analyse de la séquence de CBPS6 et de FSP2 montre que la première pourrait

être une forme tronquée de la seconde.

Enfin, la protéine PB présente dans son extrémité NH2-terminale une homologie

moins marquée mais significative (4S% entre les acides aminés 1 et 56, et 36% entre les

acides aminés SO et 110) avec la protéine RSA17 (Rabbit Sperm Antigen 17, ou Sp17). Il

s'agit d'un antigène très important, identifié dans des spermatozoïdes de différentes espèces

(lapins, souris, hamster, macaque, humain... ), et qui est impliqué dans l'interaction gamétique

et particulièrement dans la liaison à la zone pellucide. Cette protéine a par ailleurs une

structure permettant la liaison avec les calmodulines (Wen et al., 1999), mais dans sa région C

terminale (AA lOS-137) qui ne présente pas d'homologie avec PB. Il est établi que Sp17 est

une protéine se liant à la zone pellucide qui n'est localisée ni en surface de la membrane

plasmique ni sur l'acrosome, mais qui est trouvée dans le cytoplasme de la tête du

spermatozoïde et, plus légèrement, associée à la face interne de la membrane plasmique, mais

également dans le cytoplasme de la région post-acrosomique et tout le long du flagelle (Wen

et al., 1999). Sp 17 devient apte à lier la zone pellucide lorsque la réaction acrosomique a lieu.

A ce moment, les modifications de localisation sont associées à un clivage protéolityque

résultant notamment dans la perte des sites de liaison aux calmodulines, ce qui, en libérant les

calmodulines, influerait sur le taux de Ca2
+. Ce processus de protéolyse est un mécanisme

bien décrit de régulation de la fonction et de la localisation de différentes protéines, par

exemple de la protéine spermatique de la gaine fibreuse de souris AKAP, synthétisée sous

forme de précurseur pro-AKAPS2. Enfin, en utilisant un vaccin contraceptif dirigé contre

Sp17, Lea et al. (199S-a) ont réussi à provoquer une infertilité souche-spécifique chez 100%

des souris utilisées, ce qui montre que certains épitopes de Sp17 peuvent être hautement

spécifiques.

L'étude des relations entre la protéine P 13 et la protéine Sp17 est donc

particulièrement intéressante, notamment pour déterminer si cette homologie peut être due à

une convergence fonctionnelle ou si la protéine P13 serait un précurseur de Sp17, même si

cette hypothèse est très peu probable en raison du faible degré d'homologie entre ces deux

protéines. Nous avons testé par Western blot des anticorps dirigés contre la protéine

recombinante RSA17 (Wen et al., 1999), aimablement fournis par le Pr. ü'Rand (Université
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de Caroline, USA). Ces anticorps ont reconnu sur des protéines extraites de spermatozoïde de

renard séparées par SDS-PAGE une bande à 24 kDa, qui ne correspond donc pas à la protéine

P13. Ce résultat est intéressant puisqu'il montre pour la première fois que le renard possède

un homologue de la protéine RSA17, qui a le même PM que celui de la protéine décrite chez

le lapin. Les anticorps dirigés contre P13 ne reconnaissant pas des protéines d'autres PM, en

particulier avec l'équivalent renard de RSA17, ces deux protéines sont bien distinctes chez le

renard.

Après criblage d'une banque d'ADNe, nous avons pu obtenir la séquence de l'ADNe

codant la protéine PB. Il faut remarquer que la séquence du peptide NH2 terminal obtenu par

la chimie d'Edman ne se retrouve pas à l'extrémité NH2 terminale de la séquence déduite de

l'ADNe, mais en position interne (276-287). Ce résultat ne peut pas être dû à la chimie

d'Edman, mais pourrait être expliqué par une hydrolyse préférentielle de la protéine PB

avant le séquençage, par exemple lors du transfert. Ce résultat est à rapprocher de celui obtenu

pour P8, pour laquelle la séquence d'Edman s'est aussi révélée être interne par rapport à la

séquence déduite de la banque d'ADNe.

La séquence de PB présente plusieurs cadres de lecture (ORF) compatibles avec la

séquence d'Edman (ouverture possible de l'ORF en position 74, 323, 371, 422, 620, 668, 689

de l'ADNe). Cependant, seule l'ouverture de l'ORF en position 74 est compatible avec les

données obtenues en spectrométrie de masse, ce qui constitue une preuve expérimentale de

l'ORF proposé. Celui-ci code une protéine de 499 acides aminés, d'un PM théorique de 53

kDa. Ce PM est bien inférieur au PM obtenu expérimentalement (97 kDa). Différentes

hypothèses sont envisageables pour expliquer cette différence de PM. La possibilité la plus

probable serait la présence de modifications post-traductionelles, et notamment des

glycosylations, qui augmenterait le PM de la protéine mature par rapport à celui de sa partie

peptidique. Afin de tester cette hypothèse, nous avons réalisé la digestion de la protéine PB

par des glycosylases, ce qui nous a permis de montrer que la partie peptidique de PB (après

digestion) était d'un PM de 66 kDa. Seulement 65% de la molécule seraient donc d'origine

protéique, et 35% seraient représentés par les oligosaccharides. Ce type de protéines existe

mais demeure très rare. Un monosaccharide ajoutant en moyenne 162 Dalton au PM de la

protéine, ceci veut dire qu'environ 200 hexoses sont nécessaires, ce qui représente une dizaine

d'embranchements. Pour expliquer la différence entre le PM théorique (53 kDa) et le PM

obtenu après digestion (66 kDa), différentes hypothèses sont envisageables. La digestion des

glucides peut être incomplète, la combinaison des deux enzymes utilisées éliminant les sucres

Gal(~1-3)GaINAc(al) liés à des sérines ou thréonine, ainsi que tous les acides sialiques

substitués Gal(~1-3)LGalNAc(al). Une autre possibilité serait que le PM déterminé sur le gel

d'électrophorèse après digestion donne un résultat incorrect, en raison d'un problème

particulier (phosphorylation, formation anionique, ... ). Il a ainsi été montré que la migration

des CBP en SDS-PAGE était différente en l'absence et en présence de Ca2
+ (Gye et al., 2001).
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Nous avons produit un anticorps de médiocre qualité dirigé contre cette protéine. En

utilisant un marquage au FITC, nous avons localisé cet antigène sur le flagelle du

spennatozoïde. Cette localisation est cohérente avec ce que l'on sait des homologues

identifiés, FS2 et CBP86, qui ont respectivement une localisation sur la gaine fibreuse et sur

le flagelle. D'un point de vue méthodologique, il faut remarquer que la fixation des

spennatozoïdes avant cette expérience a pennéabilisé les membranes, ce qui fait que le

marquage sur le flagelle que nous avons obtenu peut être dû à des protéines situées en surface

et/ou près de la surface des spermatozoïdes.

La protéine P13 présente de nombreux atouts comme antigènes pour un vaccin

immunocontraceptif. D'une part, elle s'est révélée être particulièrement immunogène,

puisqu'elle est reconnue par le sérum des lapins immunisés, mais aussi des renards mâles et

femelles immunisés, et des renards vasectomisés. Les Western blots réalisés sur la protéine

purifiée avec ces sérums ont montré que différentes bandes, correspondant à différentes

fonnes dégradées, sont reconnues, ce qui suggère que PB présente différents épitopes.

D'autre part, une étude menée au laboratoire sur 76 sérums de renards mâles sauvages a

pennis d'en sélectionner 8 reconnaissant des antigènes spermatiques (Boué et al., 2001).

Parmi ces 8 sérums, nous avons montré que 2 reconnaissent la protéine PB, ce qui montre

que cette protéine est aussi antigénique dans des cas naturels, ce qui renforce les arguments

concernant son antigénicité. Ce résultat est d'autant plus intéressant qu'il a été établi que le PI
acide de certaines molécules est généralement défavorable à la liaison des anticorps

(Anderson et Alexander, 1983), et que le PI de PB, détenniné expérimentalement, est de 4,3.

Nous n'avons pas pu tester la spécificité d'organe de cette protéine, en raison de la

médiocre qualité des anticorps dirigés spécifiquement contre PB. Cependant, ses deux

principaux homologues, FS2 et CBP86, sont spécifiques du testicule. Il s'agit d'un critère

important pour le choix d'un antigène pour un vaccin contraceptif, même si cette propriété

reste à confinner pour P13.

Dans l'état actuel des travaux, il n'est pas possible de détenniner à quel point la

protéine P13 est spécifique de l'espèce renard. Il faut souligner que les divergences entre PB

et son homologue humain, FS2, pennettent de choisir différents épitopes spécifiques.

Enfin, il reste à déterminer l'accessibilité de cette protéine par les anticorps. Nous

avons vu qu'en raison de la méthode de fixation, le FITC ne pennet pas de détenniner la

localisation en surface des antigènes, et l'observation en microscopie électronique n'a pas été

possible avec l'anticorps anti-P13. Cependant, l'inhibition significative obtenue lors des tests

de liaison à la zone pellucide suggère que cet antigène peut être accessible aux anticorps, et

que ces anticorps sont efficaces pour inhiber la fécondation in vitro. Cette donnée, liée à

l'antigénicité de PB, rendent cette glycoprotéine particulièrement intéressante comme

antigène pour un vaccin contraceptif.

Page 158



6. Conclusion et perspectives

Page 159



Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la prophylaxie de la rage, l'immunocontraception est envisagée afin

de contrôler les populations de renards. Aucun antigène n'étant actuellement disponible pour

permettre une vaccination dirigée contre les spermatozoïdes, en raison notamment d'un

manque d'antigénicité, nous avons mené ce travail dont le but est d'identifier de nouveaux

antigènes.

Par des expériences d'immunisation et de vasectomie, nous avons produit des sérums

reconnaissant des protéines spermatiques auto-antigéniques chez le renard. Ces protéines

peuvent être antigéniques en raison de leurs caractéristiques biochimiques (structure,

abondance), mais aussi parce qu'elles sont synthétisées après la mise en place par le système

immunitaire de la reconnaissance du Soi et du Non-Soi, puis qu'elles en sont isolées par la

barrière hémato-testiculaire puis hémato-épididymaire. Ces antigènes constituent donc a

priori des candidats attractifs pour un vaccin contraceptif.

Par la technique de Western blot, nous avons localisé sur des gels d'électrophorèse en

2D plusieurs antigènes fréquemment reconnus. Il est intéressant de noter que les anticorps

produits contre les protéines sous leur forme mature (vasectomie, immunisation)

reconnaissent les antigènes préparés par électrophorèse SDS-PAGE, qui est une méthode qui

dénature les protéines et qui peut donc modifier la présentation des épitopes (Auer et al.,

1995). La technique de Western blot est donc adaptée pour la sélection puis la caractérisation

de ces antigènes, même si elle ne permet pas une analyse précise de la réponse immunitaire

(épitopes reconnus, isotype d'anticorps produit) qui n'est pas le but de ce travail.

Nous avons sélectionné et séquencé six de ces antigènes. L'analyse des séquences

montre que trois des six protéines possèdent des régions transmembranaires, alors que la

proportion des protéines localisées sur la membrane des spermatozoïdes varie entre 15% et

7%, suivant les estimations (Meinertz, 1992; Diekman et Herr, 1995). Notre démarche

expérimentale nous a donc permis d'enrichir efficacement la proportion des protéines de

surface parmi les antigènes étudiés.

Ce travail a permis d'identifier six nouvelles protéines du spermatozoïde de renard

(Vulpes vulpes), et leur intérêt pour un vaccin contraceptif a été étudié. Les antigènes P3 et P7

sont des glycoprotéines dont la séquence déterminée par RACE PCR ne présente pas

d'homologie importante avec des protéines connues, mais qui suggère qu'elles pourraient

avoir une localisation membranaire. Elles sont donc particulièrement attractives. De même, le

sérum dirigé contre la glycoprotéine P5 a permis d'établir que cette nouvelle protéine ne

semble pas spécifique d'espèce ou d'organe, mais que les anticorps dirigés contre elle

réduisent la liaison des spermatozoïdes à la zone pellucide.

Les trois autres protéines séquencées ne peuvent actuellement pas être utilisées comme

antigène pour un vaccin contraceptif, puisqu'elles manquent de spécificité et que leurs

homologues ne sont pas accessibles pour les anticorps. Les protéines P4 et P8 présentent de
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fortes homologies des protéines mitochondriales, respectivement la NADH deshydrogénase et

la cytochrome-C oxydase, tandis que l'antigène P13 présente une homologie avec la protéine

spermatique humaine fibrousheatin 2.

Différentes études sont encore nécessaires pour évaluer plus précisément les antigènes

sélectionnés en vue de leur utilisation dans un vaccin contraceptif. Le choix des épitopes

permettra, lorsque nous aurons déterminé l'intégralité de la séquence de ces protéines, la

détermination des vaccins les plus adaptés pour l'immunocontraception. D'autres antigènes

spermatiques localisés sur les gels d'électrophorèse en 2D, et non étudiés pour le moment,

pourront également être séquencés et caractérisés. Plusieurs méthodes de vaccination devront

être envisagées, en fonction de la nature des antigènes (peptide, protéine recombinante, vaccin

ADN, ... ). Il sera alors possible de passer à l'étude in vivo des antigènes purifiés, d'abord sur

un modèle souris, afin d'étudier la réaction immunitaire des animaux notamment au niveau

des muqueuses, puis sur un modèle renard.

Ce travail présente une stratégie ayant permis la sélection, l'identification et la

caractérisation partielle d'antigènes spermatiques. Notre démarche peut également être

envisagée dans diverses applications de vaccins contraceptifs dirigés contre des espèces dont

les surpopulations posent problème, comme les rats, les souris ou les ragondins. Un autre

exemple est celui des chiens errants, dont les sur-effectifs posent de réels problèmes sanitaires

et économiques dans certaines régions (DOM-TOM, Inde, ...). L'immunocontraception peut

être appliquée à cette espèce. Même s'il est indispensable de ré-évaluer les critères avant de

commencer un tel projet, par exemple l'existence de zones d'appâtage pour les chiens rendant

moins indispensable la spécificité d'espèce de l'antigène, la démarche suivie pour le renard

pourrait être adaptée.
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2. Annexes techniques2
:

2.1 : Code des acides aminés

Annexes techniques

Acide aminé Code PM (dalton) Codons

Alanine (Ala) A
Arginine (Arg) R
Asparagine (Asn) N
Ac. Aspatique (Asp) D
Cystéine (Cys) C
Ac. Glutamique (Glu) E
Glutamine (GIn) Q
Glycine (Gly) G
Histidine (His) H
Isoleucine SIle) 1
Leucine (Leu) L
Lysine (Lys) K
Methionine Met) M
Phenylalaline (Phe) F
Proline (Pro) P
Serine (SeD S
Threonine (Thr) T
Tryptophane (Trp) W
Tyrosine (Tyr) Y
Valine (Val) V

89
174
132
133
121
147
146
75
155
131
131
146
149
165
115
105
119
204
181
117

GCA; GCC; GCG;GCU
AGA;AGG;CGA; CGC; CGG;CGT
AAC;AAT
GAC;GAU
UGC;UGU
GAA;GAG
CAA;CAG
GGA; GGC; GGG; GGU
CAC; CAU
AUA; AUC; AUU
CUA;CUC;CUG;CUU;UUA;UUG
AAA;AAG
AUG
UUC;UUU
CCA;CCC;CCG;CCU
AGC;AGU;UCA;UCC;UCG;UCU
ACA; ACC; ACG; ACT
UGG
UAC;UAU
GUA;GUC; GUG; GUU

2.2: Code des acides nucléiques

A Adénine
C Cytosine
G Guanine
T Thymine
M AouC
R AouG
W AouT
S CouG
y CouT
K GouT
V AouCouG
H AouCou T
D Aou Gou T
B Cou G ou T
N A ou C ou G ou T

2 D'après Lewin B. (1999) Gene VI. De Boeck Université, Paris,Bruxelles, 1268 pages.
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2.3 : Glossaires des principaux termes de biologie moléculaire utilisés

ADN polymérase

ADNc

Amorce

Amplicons

Anticorps

Antigène

ARNase

Bactériophage

Banque d'ADNc

Cadre de lecture ouvert

(ORF)

Clonage

Dalton

Fragment de Klenow

Genewalking

Plasmide

Plasmide

Enzyme qui synthétise un ou plusieurs brins fils d'ADN sous la

direction d'une matrice d'ADN.

Copie en ADN double brin d'un ARN messager.

Courte séquence d'ADN ou d'ARN complémentaire du début

d'une matrice, servant de point de départ à son recopiage par

une polymérase.

Fragment d'ADN produit par PCR.

Protéine (immunoglobuline) produite par des lymphocytes B,

qui reconnaît un antigène étranger spécifique et déclenche ainsi

la réaction immunitaire.

Molécule capable d'induire une réponse immunitaire.

Enzyme dont le substrat est l'ARN.

Virus utilisant comme cellule hôte une bactérie. Egalement

abrégé en «phage ».

Ensemble de fragments clonés représentant l'ensemble des

gènes exprimés dans un tissu.

Ouverture du cadre de lecture, commençant par un codon

initiateur (ATG) et se terminant par un codon non-sens.

Production en grandes quantités de copies d'un fragment

particulier d'ADN.

Unité de masse correspondant à 1,007825 unité de masse

atomique.

ADN polymérase l qui ne comporte que l'activité ADN

polymérase et exonucléase 3'-5', l'activité exonucléase 5'-'

ayant été supprimée.

Technique de séquençage «pas à pas» de l'ADN, utilisant les

résutats d'un séquençage pour définir une nouvelle amorce

permettant le séquençage suivant.

ADN circulaire susceptible d'être répliqué d'une manière

autonome dans une bactérie, servant de vecteur pour le clonage.

ADN circulaire extrachromosomique autonome, qui s' auto­

réplique.
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Point Isoélectrique

Queue

Southern blot

Température de fusion

(Tm)

Tête

Vecteur de clonage

Western blot

Annexes techniques

pH auquel la charge d'une protéine est nulle.

Séquence non traduite située à l'extrémité 3' d'un ARNm, après

le codon de terminaison.

Tranfsert d'ADN d'un gel sur une membrane où il peut être

hybridé avec un acide nucléique complémentaire.

Température à laquelle la moitié des double-brins sont dissociés

lors de la dénaturation thermique d'un acide nucléique.

Séquence non traduite présente à l'extrémité 5' des ARNm, qui

précède le codon d'initiation.

Plasmide à l'intérieur duquel un fragment d'ADN peut être

incorporé en vue d'être cloné.

Tranfsert de protéines dénaturées d'un gel d'acrylamide sur une

membrane où il peut être hybridé avec un anticorps.
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