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NSF : N-ethylmaleimide sensitive factor

OATS : oligo-asthéno-térato-spermie

OEC : cellules épithéliales de I'oviducte

OMS : organisation mondiale de la santé

PBS : phosphate buffered saline

PIP2 : phosphatidyl-inositol 4,5 bi-phosphate

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PLA/ PLB/ PLC/ PLD : phospholipase A/ -B/ -C/ -D
PLC : phospholipase C

PSA : Pisum sativum agglutinin

PUFAs : acides gras polyinsaturés



RA : réaction acrosomique

ROS : espéces réactives de 'oxygéne

SPM : Sperm Preparation Medium®

SOC : Store operated channel

TRPMS8 : Transient receptor potential cation channel, subfamilly M, member 8
TUNEL : Transferase Uridyl Nick End Labeling

TMS : test de migration-survie

SNAP-25 : synaptosomal-associated protein 25

SNARESs : Soluble NSF attachement protein receptor

sPLA2-x : phospholipases A2 sécrétées du groupe x

SRB1 : Scavenger receptor class B type 1

TESE : Testicular sperm extraction

UDP : uridyl di-phosphate

ZP : Zone pellucide

ZP1/ZP2/ZP3/ZP4 : Zona pellucida sperm-binding protein 1/ -2/ -3/ -4
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AVANT-PROPOS

On estime qu’environ 1 couple sur 6 consulte, a un moment de sa vie procréative, pour
une question d’infertilité. Les données de I'année 2013 de I'Agence de la Biomédecine
montrent qu’en France 2,9% des naissances sont obtenues par Aide Médicale a la Procréation
(AMP). Ce recours fréquent est lié d’'une part a 'augmentation de I'age des femmes a la
premiére grossesse et d’autre part 8 une baisse générale de la fertilité humaine. S’il est
complexe d’évaluer I'évolution de la fertilité des couples et de la femme, le déclin des
paramétres spermatiques depuis 50 ans a quant a lui été clairement décrit (1,2).

Cette diminution de la fertilité masculine entraine un recours de plus en plus fréquent
a une AMP de type ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection), seule méthode utilisable dans les
oligo-asthéno-tératospermies (OATS) séveres. Lors de cette technique, les spermatozoides
sont préparés a l'aide d'un gradient de densité discontinu, constitué d’'un milieu dense
(PureSperm® par exemple) qui mime la traversée de la glaire cervicale et d’un milieu dit
« capacitant » riche en albumine, calcium et bicarbonate (Sperm Preparation Medium® par
exemple). Le choix des spermatozoides a injecter lors de I'lCSI repose ensuite sur des critéres
liés a la densité des cellules (par le gradient de densité discontinu), a leur mobilité et a leur
aspect morphologique (sélection au microscope a fort grossissement).

Deux inconvénients découlent de cette méthode : premierement la sélection est peu
affinée et potentiellement subjective (mobilité et morphologie) ; deuxiemement, la préparation
des spermatozoides avant la technique néglige des étapes préalables cruciales a l'interaction
gameétique : la capacitation et la réaction acrosomique (RA). Ces étapes sont subies par les
spermatozoides lors de leur passage dans le tractus génital féminin et au voisinage de
'ovocyte. Seule la fécondation in vitro conventionnelle respecte cette maturation préalable a
la fécondation.

Les phospholipases A2 sécrétées (SPLA2) sont des enzymes présentes dans le tractus
génital masculin et hydrolysent les phospholipides. L’action des sPLA2 sur ces lipides, en
particulier les phospholipides membranaires des spermatozoides, est fondamentale tant au
plan structural que dans la signalisation cellulaire. Plusieurs équipes ont montré I'impact de
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ces enzymes sur la capacitation, la réaction acrosomique, la fécondation ou encore le
développement embryonnaire précoce (3—7). L’équipe du Dr Arnoult a notamment montré,
chez la souris, la présence dans I'acrosome du spermatozoide de la phospholipase A2
sécrétée du groupe X (4). Leurs données montrent le rdle majeur de cette enzyme dans ces
étapes cruciales de la fécondation (4,5).

Chez 'Homme, l'origine de rlinfertilité des couples qui consultent pour une Aide
Médicale a la Procréation reste inexpliquée dans 10 a 15% des cas. L’étude de ces
phospholipases pourrait expliquer l'origine de linfertilité de certains patients. De plus,
I'utilisation de ces enzymes dans la préparation et la sélection des spermatozoides avant une
fécondation in vitro, conventionnelle ou avec micro-injection (ICSI), permettrait de prendre en
considération les modifications lipidiques se déroulant in vivo préalablement a la fécondation.
Le respect de ces étapes, a ce jour négligées, dans les techniques d’AMP pourrait alors
améliorer les performances des techniques d’AMP (& ce jour, environ 25-30% de grossesses

par ponction en France).
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CHAPITRE 1. FECONDATION

. LES GAMETES

A. Le spermatozoide

Le gaméte male est une cellule mobile constituée de 4 segments distincts (Figure 1) :

Figure 1 : Représentation schématique du spermatozoide
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Membrane plasmique

/
. MNoyau  Mitochondrie
_?/:_Cenmo e ' J.‘”_Disque

Filament axial .~
— o ‘\\\

terminal / / A\
p— L A

.\ Y

N\ 4/ \\_;.._..._/{_,.'.f:::'*‘*\
NN/ e ‘
N . ‘»
Téte Piéce intermédiaire Piece principale Pice terminale

- la téte (5um sur 3um environ)

Constituée de 2 éléments principaux : tout d’abord un noyau haploide, contenant une
chromatine compactée grace aux protamines liées a 'ADN. Lors de la derniere phase de la
spermatogénése (la spermiogénése) les histones sont successivement remplacées par des
protéines de transition puis par ces protamines, de petites protéines riches en ponts disulfures
permettant une forte compaction de la chromatine, un des rares moyens de protection de la
chromatine du spermatozoide. Le deuxiéme élément important de la téte est 'acrosome : une
grande vésicule située au-dessus du noyau et dérivant de I'appareil de Golgi. Elle est riche en
enzymes protéolytiques et glycolytiques (hyaluronidase, acrosine, neuraminidase, etc) qui
sont libérées par exocytose, lors de la réaction acrosomique (RA). A la base de la téte se
trouve le centriole proximal qui se dédouble lors de la fécondation pour former le premier
fuseau mitotique et le centriole distal, point de départ dans la formation de I'axonéme du

flagelle.
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- la piéce intermédiaire (6 a 10um de long environ) :

Un manchon mitochondrial engaine I'axonéme, pilier central du flagelle du
spermatozoide. Cet axonéme est une structure constituée de microtubules organisés sur un
modéle 9+2 (8) : 9 doublets de microtubules (1 microtubule A dit « complet » associé a un
microtubule B « incomplet ») reliés entre eux par des ponts de nexine et disposés autour d’'un
doublet central (2 microtubules complets) auxquels ils sont liés par des ponts radiaires (par
convention, les doublets périphériques ont été numérotés dans le sens horaire, le doublet 1
étant situé perpendiculairement a I'axe formé par le doublet central) (Figure 2). Le mouvement
du flagelle est permis grace aux bras de dynéine (pouvant lier un microtubule A au microtubule
B du doublet voisin) et a la gaine de mitochondrie apportant 'ATP nécessaire. Grace a
I'énergie apportée et cette architecture, les bras de dynéine assurent le glissement (par
attachement-détachement) des doublets entre eux, ce qui crée une courbure qui se propage
le long du flagelle. Cette onde change de plan lors de sa propagation entrainant une rotation
de la téte & 180°C. Ce battement flagellaire et cette rotation permettent la progression du
spermatozoide.

Entre les mitochondries et les microtubules, se trouvent les fibres denses, en regard
de chaque microtubule. La limite entre la piéce intermédiaire et la piéce principale est marquée

par 'annulus (anneau fibreux dense).
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Figure 2 : Organisation du flagelle visualisée en microscopie électronique
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a) coupe longitudinale (M : mitochondries) ; b) coupe transversale de la piéce intermédiaire ; c) coupe
transversale de la piéce principale (FS : gaine fibreuse) ; d) visualisation de I'axonéme seul (Ho et
Suarez 2001)

e) Schéma de 'organisation des microtubules en « 9+2 » et sa numérotation (Serres et al. 1983)

- Lapiéce principale (45um environ) :

Elle est située dans le prolongement de la piece intermédiaire, avec la méme
organisation de 'axonéme qui est entouré d’'une gaine fibreuse. Cette gaine est constituée de
piliers latéraux fibreux reliés entre eux par des stries fibreuses circonférentielles. Cette gaine
fibreuse est également importante pour la mobilité du spermatozoide en fournissant de 'ATP
(tout comme la gaine de mitochondries) et pour sa participation dans plusieurs voies de
signalisation (9,10) avec notamment la présence du récepteur CATSPER (cf 1.B.2
hyperactivation).

Les fibres denses sont présentes jusqu’aux 2/3 du flagelle. La disparition de ces fibres

denses signe le début du dernier segment du spermatozoide.

- la piéce terminale :

L’élément principal de ce segment est la queue de I'axonéme dont les doublets

s’achévent dans un ordre précis : 3 et 8 puis 4-2-7 et 5-6-9-1 (8).
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B. L'ovocyte

Aprés ovulation, l'ovocyte est une grande cellule (120um environ) bloquée en
métaphase de la deuxiéme division de méiose et riche en mitochondries qui fourniront le stock
mitochondrial du futur embryon. La premiére division de méiose, lors de 'ovogénése, a abouti
a la formation du premier globule polaire (GP) qui contient la moitié du capital chromosomique.
Ce GP reste dans I'espace péri-vitellin (entre 'ovocyte et la zone pellucide).

La membrane plasmique de I'ovocyte présente de nombreuses microvillosités sur sa
surface. Des granules corticaux sont situés sous cette membrane. La libération de leur
contenu aprés activation de l'ovocyte, lors de la fécondation, assure le blocage de la
polyspermie : la pénétration de plusieurs spermatozoides dans l'ovocyte (cf IV.CHAPITRE
1.C). Autour de cet ovocyte, on décrit (Figure 3):

-la Zone Pellucide (ZP) :

Elle entoure I'ovocyte et mesure environ 10-20um d’épaisseur. Elle est constituée de
chaines de glycoprotéines ZP2-ZP3-ZP4 reliées entre elles par la ZP1l. Cette couche
glycoprotéique permet, par les sucres qu’elle porte, une liaison spécifique d’espéce avec le
spermatozoide. Cette liaison est a I'origine du déclenchement de la réaction acrosomique du

spermatozoide (cf 111.A).

-le cumulus oophorus :

Il est constitué de cellules folliculaires dont une partie est entrainée avec l'ovocyte
aprés l'ovulation. Ces cellules sont maintenues dans une matrice d’acide hyaluronique et
possédent des prolongements cytoplasmiques qui traversent la ZP pour dialoguer et échanger

avec l'ovocyte. Ces prolongements se rétractent lors de 'ovulation.
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Figure 3 : Schéma d'un ovocyte ovulé et du cumulus oophorus

1. Ovocyte 2 bloqué en métaphase 2 (visualisation du fuseau mitotique)
2. Cellules du cumulus oophorus

3. Liquide folliculaire et matrice d’acide hyaluronique

4. Cellules du cumulus en amas isolés

. LA CAPACITATION

Il a été démontré que les spermatozoides €éjaculés étaient incapables de féconder un
ovocyte sans capacitation préalable (11). Cette capacitation est 'ensemble des modifications
biochimiques et structurales, se déroulant dans le tractus féminin et permettant aux
spermatozoides d’acquérir leur pouvoir fécondant. Schématiquement, elle est permise, d’une
part, par I'élimination de facteurs inhibiteurs contenus dans le plasma séminal et, d’autre part,
par l'action de facteurs capacitants sécrétés par les voies génitales féminines. Cette
capacitation est réversible (via des facteurs décapacitants) et ne s’opére pas sur toute la

population de spermatozoides au méme moment (12).

A. Elimination des inhibiteurs

Lors du rapport sexuel, aprés éjaculation, le sperme est déposé dans le vagin. Les

spermatozoides sont maintenus dans un coagulum formé par le liquide séminal. Ce plasma
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séminal est constitué des sécrétions des différentes glandes de I'appareil génital masculin (les
principales étant les vésicules séminales, la prostate et les glandes de Cowper).

Apres liguéfaction de I'éjaculat dans le vagin, les spermatozoides pénétrent dans le
mucus du col utérin et sont alors débarrassés de nombreux facteurs décapacitants contenus
dans le plasma séminal ou fixés sur les spermatozoides (13). En période ovulatoire, les mailles
de la glaire cervicale sont relachées, ce qui permet aux spermatozoides de traverser le col

utérin.

B. Traversée des voies génitales féminines

Aprés passage du col utérin, les spermatozoides vont entrer en contact avec les
sécrétions utérines. Au contact de ces sécrétions, plusieurs phénoménes vont se succéder
pour permettre des modifications de la membrane spermatique et l'activation de voies de
signalisation aboutissant a une modification des caractéristigues de mobilité des
spermatozoides appelée « hyperactivation ». Le point de départ de cette hyperactivation est
une déstabilisation de la membrane associée a une diminution du ratio

cholestérol/phospholipides (11).

1. Déstabilisation de la membrane et efflux de cholestérol

La membrane du spermatozoide non capacité est asymétrique (Figure 4A), les
phosphatidylcholines sont retrouvées majoritairement dans le feuillet externe de la membrane
plasmique et les phosphatidyléthanolamines et phosphatidylsérines sont retrouvées
majoritairement dans le feuillet interne (14).

Lors de la capacitation, une entrée de bicarbonate va stimuler 'adenylate cyclase puis
la protéine kinase A via 'AMPc (15). Cette cascade stimule une kinase qui phosphoryle des
protéines intracellulaires telles que la scramblase. Cette enzyme est située au niveau apical
de la téte du spermatozoide et induit une symétrisation de la membrane (Figure 4B) : la
répartition membranaire des lipides est alors rééquilibrée entre les feuillets interne et externe

(24).
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Dans le méme temps, le cholestérol avec I'aide du SRB1 (Scavenger Recepteur B1)
va étre relocalisé au niveau apical (Figure 4B). La scramblase va ensuite I'externaliser pour
qu’il soit efflué grace aux sécrétions utérines contenant des protéines « accepteurs de

cholestérol » (I'albumine étant une des plus importantes) (11) (Figure 4C).

Figure 4 : Déstabilisation de la membrane et efflux de cholestérol
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(A) Le canal HCO? et la scramblase sont inactifs, la membrane est riche en cholestérol et asymétrique
dans sa répartition en glycérophospholipides (PL) ; (B) Le canal est ouvert, il y a activation de
I'adenylate cyclase (sAC), formation d’AMPc, activation de la Protéine Kinase A (PKA) et donc de la
scramblase. Celle-ci va rendre symétrique la répartition en PL entre feuillets interne et externe. (C) Dans
le méme temps, les SRB-1 (Scavenger Receptor B1) et les protéines « accepteurs de cholestérol » vont

entrainer I'efflux de celui-ci (Flesch et al 2001).

L’efflux de cholestérol et la déstabilisation de la membrane se déroulent en paralléle et

concourent a 'augmentation de la fluidité membranaire (16), en particulier au niveau apical de
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la téte du spermatozoide (siege de la scramblase). Les molécules membranaires peuvent
alors étre mobilisées entrainant ainsi :

- l'apparition de zones membranaires fusiogénes, les points de fusion entre la
membrane plasmique et la membrane externe de I'acrosome, préalable nécessaire a la
réaction acrosomique (14) ;

- la modification des récepteurs membranaires, permettant la fusion entre le
spermatozoide et la zone pellucide de I'ovocyte (16).

- la modification de [l'activité des canaux et échangeurs calciques ayant pour
conséquences une modification des concentrations ioniques intracellulaires, une
augmentation du pH interne (HCO?®) et une hyperpolarisation de la membrane plasmique

(influx de CI- et efflux de K*) (17).

2. Hyperactivation
a) Voie de la Protéine Kinase A

L’augmentation de la perméabilité membranaire aux ions va entrainer une
augmentation d’'HCO?®* et de Ca?" intracellulaires. Ces ions vont activer 'adénylate cyclase
pour produire de 'AMPc (15). Ceci permet I'activation de la Protéine Kinase A qui elle-méme
va déclencher une cascade de phosphorylations. Dans le méme temps lactivité des
phosphatases diminue. Ceci aboutit a la phosphorylation de protéines sur des résidus sérine
et thréonine ainsi que des tyrosine kinases qui a leur tour phosphorylent des résidus tyrosine
(15). Ces diverses phosphorylations s’effectuent sur de multiples cibles protéiques afin de les
activer : canaux ioniques, stockage du calcium, fibres denses du flagelle, microtubules,

enzymes du métabolisme énergétique, etc.

b) Voie des MAP Kinases
Cette voie de signalisation est une cascade de phosphorylations (comprenant une
MAPKKK, une MAPKK et une MAPK) aboutissant a la phosphorylation de résidus sérine et

thréonine de différentes protéines-cibles (18). Parmi les différentes voies des MAPKSs, la plus

20



étudiée est celle de ERK1/2 qui répond a divers facteurs extra-cellulaires (facteurs de
croissance et hormones) pouvant agir via des récepteurs couplés aux protéines G, des
récepteurs tyrosine kinases ou des canaux ioniques. Le signal est relayé par un complexe liant
la Guanidine (Ras) qui, par sa phosphorylation, passera de Ras-GDP a Ras-GTP (activation)
puis transmet le signal a la MAPKKK (Raf). La cascade de phosphorylation aboutira a

lactivation ’ERK % (MAPK) (19).

C) Les Espéces Réactives de I'Oxygéne (ROS)

Les autres acteurs dans ces voies de signalisation sont les espéces réactives de
'oxygene (ROS) ; En effet, il a été démontré que celles-ci modulent I'activité des différentes
enzymes impliquées. Baker et Aitken ont proposé un modele décrivant la participation des
ROS dans la phosphorylation des résidus tyrosine par stimulation de I'adenylate cyclase et

l'inhibition des phosphatases (20) (Figure 5).

Figure 5 : implication des ROS dans la phosphorylation des résidus Tyrosine (Aitken et Baker
2004).
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d) Voie de la Calmoduline
La derniere voie importante est celle de la calmoduline (21). Cette protéine située au
niveau de l'axonéme est capable de lier le calcium, induisant un changement dans sa
conformation. Un complexe calcium-calmoduline-bras de dynéine va alors se former, activant

la Calmodulin kinase A qui va a son tour phosphoryler les bras de dynéine (Figure 6).

Figure 6 : Voie de la calmoduline (Turner 2006)
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Les principales voies dans la capacitation et I'acquisition du mouvement hyperactivé

sont schématisées dans la Figure 7.
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Figure 7 : Signalisation de la capacitation
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La phosphorylation de protéines du flagelle entraine une hyperactivation du
spermatozoide : une modification de son mouvement par augmentation de la fréquence et de
'amplitude de battement du flagelle du spermatozoide (22). Pour réguler la phosphorylation
des protéines impliquées dans le mouvement des spermatozoides, le rble de la famille AKAP
(A kinase anchor proteins) est crucial. En effet ces protéines, ancrées dans la gaine fibreuse,
vont assurer le recrutement/libération de la protéine kinase A qui vient d’étre activée lors de la

capacitation (23) (Figure 8).
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Figure 8 : Régulation de la Protéine Kinase A par les protéines AKAP (Turner 2006)
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Si le spermatozoide présentait un mouvement rectiligne dans I'éjaculat et la glaire
cervicale, la capacitation va entrainer l'acquisition d’'un mouvement méandriforme ou
curvilinéaire (Figure 9). Ce mouvement hyperactivé, permet au spermatozoide de passer entre

les cellules du cumulus oophorus et ainsi d’atteindre I'ovocyte.

Figure 9 : Modification du mouvement lors de la capacitation

La trajectoire est divisée en différents segments de 1 & 12, les fléches représentent la séparation entre
ces différents segments. Le mouvement hyperactivé est représenté entre les segments 5 a 9 (Mortimer
1995).
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a) Le canal CATSPER

Chez 'Homme, le canal calcique CATSPER a été décrit comme le principal canal
calcique impliqué dans I'hyperactivation du spermatozoide. Il s’agit d’'un canal multimérique,
voltage et pH dépendant : les variations des concentrations ioniques lors de la capacitation
(notamment I'HCO?®) font donc faire varier son activité. Il s’agit également d’'un canal dont
I'activité est modulée par la progestérone (récepteur non nucléaire). En effet, la liaison de la
progestérone a ce canal amplifie I'entrée du Ca?* facilitant ainsi I'hyperactivation (24). Ceci
explique l'implication de la progestérone dans le chimiotactisme exercé par le cumulus

oophorus (produisant la progestérone) sur le spermatozoide.

C. Lereservoir spermatique

Tous les spermatozoides ayant traversé le col utérin n’arrivent pas en une vague
uniforme au niveau de l'ovocyte. En effet, des interactions entre des sucres de I'épithélium
utérin et des récepteurs membranaires spermatiques permettent de retenir une partie de ces
spermatozoides et d’inhiber temporairement leur capacitation. Ce réservoir spermatique est
schématiquement localisé a deux niveaux : le col utérin et I'isthme tubaire.

Les interactions avec ['épithélium utérin permettent de maintenir le calcium
intracellulaire bas (25) (Figure 10) et donc un faible niveau de phosphorylation des protéines
(26). Ce phénoméne augmente la durée de vie des spermatozoides (la durée de vie du
spermatozoide capacité étant plus courte) et d’augmenter la fenétre de fécondabilité (vagues

de spermatozoides capacités relachés dans le 1/3 externe de la trompe).
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Figure 10 : Effet des cellules épithéliales de I'oviducte (OEC) sur la concentration en Ca®*
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La concentration en Ca?* est nettement plus importante dans les spermatozoides déposés dans le milieu
capacitant que dans les spermatozoides co-cultivés avec des OEC. Cette diminution de la concentration

en CaZ* permet d’inhiber la capacitation (Dobrinski et al. 1996).

Divers signaux lévent cette inhibition de la capacitation :

- le chimiotactisme : la progestérone hyperactive le spermatozoide par sa liaison au
canal calcique CATSPER (24);

- le thermotactisme : il a été montré que les spermatozoides humains ou de cochon
sont capables de répondre a des changements de températures de I'ordre de 0,5°C par une
augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. Un gradient de température entre
listhme de la trompe et 'ampoule a d’ailleurs été décrit chez le lapin (+2°C) ou le cochon
(+0,7°C) (27). Ce mécanisme est médiée par le canal calcique TRPM8 (28);

- les glycoconjugués sulfatés (héparine) facilitent la libération des spermatozoides (29).

A cette notion de réservoir spermatique s’ajoute également le fait qu’il existe plusieurs
sous-populations de spermatozoides dans un méme éjaculat, répondant a la capacitation a

des temps différents (12) (Figure 11).
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Figure 11 : L’acquisition du pouvoir fécondant varie entre différentes sous-populations de
spermatozoides
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Les 3 figures (chaque figure représentant I'éjaculat d’'un individu) montrent le pourcentage de
fécondation d’une population d’ovocyte en fonction du temps d’incubation des spermatozoides : on
observe des variations inter-individuelles et surtout intra-individuelles (sous-populations de
spermatozoides acquérant leur pouvoir fécondant a différents temps d’incubation) (Perreault et Rogers
1982).

. LA REACTION ACROSOMIQUE

La réaction acrosomique (RA) est I'exocytose de I'acrosome, cette grande vacuole
située au sommet de la téte du spermatozoide. La membrane plasmique du spermatozoide
fusionne avec la membrane acrosomique externe pour former transitoirement des vésicules
hybrides (30) qui se détachent du spermatozoide, entrainant ainsi la libération du contenu de
'acrosome (Figure 12). Celui-ci contient de nombreuses protéases (31) dont la libération
permettra au spermatozoide d’atteindre I'ovocyte (traversée du cumulus oophorus et de la

zone pellucide).
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Figure 12 : Réaction acrosomique visualisée en microscopie électronique

2.

a) spermatozoide humain intact (PM : membrane plasmique ; OAM : membrane acrosomique externe ;
IAM : membrane acrosomique interne). b) Réaction acrosomique en cours, formation de vésicules
hybrides a partir des membranes plasmique et acrosomique externe. ¢) Réaction acrosomique réalisée,

externalisation de la membrane acrosomique interne (Michaut et al 2000)

Contrairement a la capacitation, il s’agit d’'un phénomeéne irréversible, sa régulation est
donc primordiale afin d’éviter une RA trop précoce qui empécherait les spermatozoides
d’atteindre l'ovocyte. La signalisation biphasique (double entrée de calcium), ainsi que
I'hyperpolarisation de la membrane secondaire a la capacitation, évitent une RA prématurée.

A linverse, lorsque le spermatozoide se trouve dans I'espace péri-vitellin, il doit avoir
effectué sa réaction acrosomique car les récepteurs liant 'ovocyte se trouvent au niveau de la
membrane acrosomique interne. La réaction acrosomique va donc dévoiler ces protéines de

liaison a I'ovocyte et permettre ainsi la fusion gamétique.

A. Induction de la réaction acrosomique

Le schéma classique de la RA est décrit lorsque le spermatozoide lie la zone pellucide
de l'ovocyte. En effet, le spermatozoide, au voisinage de la zone pellucide, lie ZP3-ZP4 (32)
par une interaction dépendante de résidus sucrés (33). Ces résidus sucrés sont a I'origine de
la reconnaissance ovocyte-spermatozoide spécifique d’espéce. Cette liaison constitue la

liaison primaire du spermatozoide a l'ovocyte et déclenche la RA du spermatozoide
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(spermatozoides « réagis »). Les spermatozoides réagis pourront alors lier la ZP2, ce qui
constitue la liaison secondaire.

Les enzymes libérées lors de la RA hydrolysent la ZP1. Cela permet de libérer les
chaines ZP2-ZP3 et donc de diminuer la résistance de la zone pellucide a sa traversée par le
spermatozoide puis de pénétrer dans I'espace péri-vitellin.

Si le ligand ovocytaire semble bien identifié, le récepteur spermatique reste quant a lui
a définir. Sont cités ci-dessous, différents candidats étudiés (33) :

- La B-galactosyltransférase : protéine retrouvée a la surface du spermatozoide de

souris. Elle est capable de lier des résidus N-acétylglucosamine de ZP3 et d’induire la RA chez
la souris. Si le modéle knock-out (KO) de la souris a montré une diminution de la RA ZP3-
dépendante, il n’a cependant pas abouti a une infertilité.

- L’a-D-mannosidase : retrouvée dans la membrane des spermatozoides humains ou

de rats, elle lie les résidus mannose de la ZP. La Sperm Autoantigenic Proteine 17 (SPA17)

serait également capable de lier ces résidus mannose lui conférant un réle dans la liaison a la
ZP. SPA17 pourrait aussi étre impliguée dans la capacitation par son interaction avec les
AKAP.

- La famille des métalloprotéases ADAMSs : avec un rbéle majeur dADAM3 dans la

liaison a la ZP. Les KO de ADAM1la et -2 restent fertiles mais montrent une nette diminution
de liaison a la ZP (partenaires potentiels d’ADAM3).

- Enzyme de conversion de I'angiotensine (isoforme testis-spécifique). Le KO est

infertile par modification de la distribution ’ADAM3 a la surface du spermatozoide.

- Fucosyltransférase 5 : localisée au niveau de la région acrosomique, son masquage

par anticorps inhibe la liaison a la ZP.

BN

- La _zonoadhésine: elle participerait a la spécificité d’espéce de la liaison

spermatozoide-ZP (les spermatozoides KO pour le géne de la zonoadhésine étant capables
de lier la ZP d’ovocytes d’espéces non-homologues)
D’autres candidats ont également été étudiés avec des KO ou des anticorps (33,34) :

SP56, Zona Receptor Kinase, Arylsulfatase A, Calspernin, Fertilization antigen 1, Milk
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fat globule-EGF factor 8, les Sulfogalactosylglycerolipides,... Les modeles ainsi créés ne

sont, cependant, pas tous infertiles et tous ces récepteurs ne sont pas décrits dans toutes les
especes.

Au final, Il semble clair que le/les récepteur(s) spermatique(s) impliqué(s) varie(nt)
d’'une espéce a l'autre et il est probable que divers systémes coexistent au sein d’'une méme

espéece.

B. Les protéines de fusion des membranes

La réaction acrosomique constitue une fusion entre la membrane acrosomique externe
et la membrane plasmique. Les protéines SNARE assurent la reconnaissance et le
rapprochement de ces deux membranes (35). Ces protéines ont été initialement décrites dans
les vésicules synaptiques dont I'exocytose entraine la libération des neuromédiateurs au
niveau de la synapse (36).

Au niveau des membranes acrosomique et plasmique du spermatozoide, quatre
protéines majeures sont décrites (Figure 13) :

- La syntaxine | : localisée au niveau de la membrane plasmique, avec une extrémité

C-terminale extracellulaire, un segment transmembranaire et une extrémité N-terminale
intracytoplasmique dont le motif en triple hélice Habc assure la régulation de la liaison aux
partenaires (37). Dans une région plus centrale, un autre motif en triple hélice lie les autres
SNAREs. Des protéines régulatrices et/ou des acides gras permettent de passer d’une
conformation fermée (domaine Habc replié) a une conformation ouverte (38) pour lier les

autres protéines du complexe SNARE (SNAP-25 notamment) (37).

- La synaptobrevine : localisée au niveau de la membrane de I'acrosome, avec un

domaine C-terminal intra vésiculaire, un domaine transmembranaire et une extrémité N-
terminale variable entre les différentes isoformes. La synaptobrevine se lie autres SNAREs

par sa région centrale trés conservée (39).
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- La SNAP-25 : Sans région transmembranaire, elle est constituée de deux motifs liant
la syntaxine et la synaptobrévine (39). Ces deux sites de liaison sont séparés entre eux par
une région riche en cystéines dont la palmitoylation permet d’augmenter I'hydrophobicité de la

SNAP-25 et donc son arrimage a la membrane plasmique (35).

- La synaptotagmine VI : Ancrée dans la membrane de I'acrosome par un domaine

transmembranaire, son extrémité C-terminale posséde deux domaines C2 pouvant lier les
lipides, le calcium, le complexe SNARE, les canaux calciques et la calmoduline (40). Elle
permet donc de rassembler et de réguler les interactions entre les différents partenaires de la

fusion membranaire.

Figure 13 : Le complexe SNARE

synaptic
vesicle

La syntaxine (ancrée a la membrane plasmique) est associée a la synaptobrévine (ancrée a la
membrane de I'acrosome) via la SNAP-25. La synaptotagmine permet le rapprochement des SNAREsS

et des régulateurs.

Associés a ces protéines SNARE, on trouve également des facteurs régulant le
changement de conformation de la syntaxine, la liaison entre les protéines SNARE et le
recyclage de ces complexes:
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- La NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor) : il s’agit d'une ATPase assurant le
recyclage des protéines SNARE apres la fusion membrane. Elle posséde un domaine N-
terminal assurant les interactions avec I'a-SNAP et les SNARES, un domaine D1 ATPasique
et un domaine D2 (C-terminal) possédant une activité ATPasique moindre mais permettant

I'hexamérisation de NSF (forme active) (41).

- L’a-SNAP : assure la liaison de la NSF aux SNARESs (42)

- Les protéines Rab3 (GTPases) : elles permettent le recrutement de facteurs

d’arrimage et le rapprochement des SNAREs (35).

- Munc 18-1 : protéine liant la syntaxine pour stabiliser le complexe SNARE (43) en

conformation trans, bloquant ainsi le passage en cis et donc la fusion membranaire (cf l11.C)

C. Meécanistique moléculaire de fusion membranaire

Les complexes SNARE sont situés a linterface entre I'acrosome et la membrane
plasmique. La disposition en cercle des SNARESs entraine, par le rapprochement puis la fusion
des membranes, la formation de pores de fusion puis de vésicules hybrides. A l'issue de cette
fusion, le contenu acrosomique est libéré (30,35,44).

L’assemblage de la syntaxine avec la synaptobrévine, via la SNAP-25, débute
initialement par I'extrémité N-terminale et progresse vers les régions C-terminales en
fermeture éclair (« Zippering »). On aboultit alors a un fuseau de 4 hélices : 3 hélices de la
syntaxine et 1 de la synaptobrévine (40). Le complexe alors formé est dit en conformation
trans lache. La déphosphorylation de la synaptotagmine et la libération de Munc 18-1 (43) vont
entrainer le passage en conformation trans zippée forcant la fusion entre les deux membranes
(Figure 14). Lorsque cette fusion est réalisée, les SNARE'’s se retrouvent sur la méme

bicouche lipidique : conformation cis.
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Figure 14 : Transition trans/cis du complexe SNARE

4—»;—»
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rouge = syntaxine ; jaune = SNAP-25 ; vert = synaptobrévine.

Les protéines NSF et a-SNAP permettent de dissocier les SNAREs et ainsi d’initier un

nouveau cycle (40).

D. Signalisation calcique biphasique

L’initiation de la réaction acrosomique dépend d’un signal inducteur (comme la liaison
a ZP3) qui va induire des entrées de calcium dans le spermatozoide par I'activation
séquentielle de différents canaux calciques (Figure 16) :

1) Laliaison a la ZP va permettre I'ouverture d’'un canal cationique peu spécifique qui
va entrainer une dépolarisation de la membrane. Cette dépolarisation active des
canaux calciques voltage-dépendants de bas seuil : les canaux calciques de type
T (45) (Figure 16.1). Cet influx transitoire induit :

- 'activation de la protéine Rab3 qui assure le rapprochement des SNAREs (et
donc des membranes) par des facteurs d’arrimage (46) (Figure 15.1);

- la déphosphorylation de la synaptotagmine et I'activation d’a-SNAP et de NSF.
L’énergie alors fournie par I'hydrolyse de I'ATP permet la dissociation des
complexes cis (Figure 15. 2). Les SNARES vont alors pouvoir se réassocier de part
et d’autre des membranes et acquérir la forme trans du complexe (44,47) (Figure

15.3).
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Figure 15 : Régulation du complexe SNARE par I'entrée de calcium

resting sperm — activated sperm

°i,-!”‘ i E—
i influx , {g
iy recombinant Rab3 br OAM
NSFabAP O NSFlaSNAP ? O "
S 4 s — e S o

acrosomal

4 4 PM calcium efflux
g] synaptotagmin
PM PM

neurotoxin neurotoxin neurotoxin TeTx resistant
sensitive resistant sensitive BoNT sensitive

O

1) complexes en conformation cis sur les deux membranes. 2) La premiére entrée de calcium permet
I'activation de Rab3 (recrutement de facteurs d’arrimage et rapprochement des membranes) et de NSF
fournissant I'énergie nécessaire a la dissociation des SNAREs. 3) les protéines SNARE ainsi libérées
peuvent former de nouveaux complexes SNARE en conformation trans. 4) Le deuxiéme influx de
calcium permet I'activation de la synaptotagmine, I'acquisition d’'une conformation trans « zippée » et

donc la fusion des membranes (De Blas 2005)

2) La phospholipase C (PLC) s’active et hydrolyse le phophatidyl-inositol 4,5 bi-
phosphate (PIP2) en diacyl-glycérol (DAG) qui stimule la protéine kinase C, et en
inositol 1,4,5 tri-phosphate (IP3) qui se fixe sur son récepteur, un canal calcique
situé au niveau de I'acrosome (Figure 16.2). Ceci entraine la libération du calcium

intracellulaire stocké dans I'acrosome (48).
3) Cet épuisement des réserves de calcium active des canaux type SOC (Store
Operated Chanel) qui contribue, avec le canal dépendant de I'lP3, a un second flux

calcique. Ce second flux est cette fois-ci soutenu(48) (Figure 16.3).

Le deuxieme influx de calcium active la synaptotagmine, induit la conformation trans

« zippée » (Figure 15.4) et permet donc d’achever la fusion membranaire (44).
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Figure 16 : Modéle de la signalisation calcique biphasique (O'Toole et al. 2000)
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E. ROle des acides gras et lysophospholipides

L’implication des lysophospholipides dans I'exocytose de 'acrosome a été montrée lors
d’expériences sur spermatozoides de cobaye qui présentaient une capacitation accélérée et
une induction rapide de la réaction acrosomique par 'A23187 (calcium ionophore) lorsqu’ils
étaient incubés avec des lysophospholipides (réponse dose-dépendante sur la réaction
acrosomique). A linverse, le blocage des phospholipases A2 (blocage de la libération de
lysophospholipides et acides gras) inhibe la réaction acrosomique. Cette inhibition est levée
aprés supplémentation du milieu en lysophospholipides. Cette induction de la réaction
acrosomique est variable en fonction du lysophospholipide considéré. En effet, si la
lysophosphatidyl-choline et le lysophosphatidyl-inositol la favorisent, la lysophosphatidyl-
sérine, n’a elle que peu ou pas d’effet (7).

Des expériences similaires ont été menées avec les acides gras et donnent des
conclusions similaires : plusieurs acides gras insaturés, comme l'acide arachidonique, sont

capables d’induire la réaction acrosomique. Cependant il est également possible que cette
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action passe, partiellement ou majoritairement, par I'action des dérivés de ces acides gras. En
effet, les niveaux de métabolisation de ces acides gras sont, a ce jour, encore peu connus au
niveau du spermatozoide. De plus, plusieurs enzymes de ce métabolisme et/ou les
métabolites produits, ont été décrits comme ayant un réle dans la réaction acrosomique (7).
Le mécanisme d’action de ces lipides dits fusiogénes passe par leur aptitude a
s’associer a la synaptotagmine pour permettre a la syntaxine de passer en configuration
« ouverte » (Figure 17). Ce changement de conformation va favoriser la formation de

complexes SNARE et donc la fusion des membranes acrosomique externe et plasmique (49).

Figure 17 : Mode d'action des acides gras dans la fusion membranaire
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Les acides gras induisent un changement de conformation de la syntaxine, passant d’'une conformation
« fermée » (triple hélice Habc repliée) a une conformation « ouverte », lui permettant de s’associer a la

SNAP-25 et la synaptobrevine et ainsi former le complexe SNARE (Darios 2007).

F.  Laréaction acrosomique précoce

L’induction de la réaction acrosomique par ZP3 est le modéle décrit depuis de
nombreuses années. Cependant, une proportion non négligeable de spermatozoides réalise
une réaction acrosomique précoce (50). Dans le sperme éjaculé, 10-15% des spermatozoides
ont déja réalisé leur réaction acrosomique. Aprés capacitation, le taux de réaction
acrosomique augmente pour atteindre 20-25%. De ces constatations découlent deux
hypothéses : soit cette réaction acrosomique précoce n’est qu’'un échappement du systéme
de régulation basé sur la signalisation calcique, soit d’autres systémes de régulation sont
impliqués et, dans ce cas, le but de cette réaction acrosomique précoce reste a déterminer.

De plus, des études récentes ont pu montrer que non seulement des spermatozoides

ayant déja traversé la ZP sont capables de la retraverser (51) mais il semble également que
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la majorité des spermatozoides fécondant les ovocytes réalisent leur réaction acrosomique
avant le contact avec la zone pellucide (52). Le schéma de la réaction acrosomique au contact
de la ZP serait donc a reconsidérer.

A ce jour, divers ligands ont été décrits comme étant capables d’induire la réaction
acrosomique : la progestérone, le GABA, la glycine, 'EGF, I'ATP, l'acetylcholine, I'atrial
natriuretic peptide (ANP), la prolactine, le c-kit, l'interleukine 6 ou la sphingosine-1-phosphate.
Le role dans la réaction acrosomique n’est pas clairement défini pour tous ces ligands (7,46).

En ce qui concerne la progestérone, plusieurs études décrivent ses actions sur le
spermatozoide. |l s’agit d’'une hormone stéroide féminine synthétisée par le corps jaune en
phase lutéale mais également par le cumulus oophorus ovulé dans la trompe utérine. Elle agit
sur le spermatozoide pour faciliter sa capacitation et induire son hyperactivation via le canal
CATSPER (24), mais aussi la réaction acrosomique par une action sur des récepteurs
membranaires (53). Si la réaction acrosomique induite par la ZP est inhibée par la toxine
pertussique, la réaction acrosomique induite par la progestérone est, quant a elle, insensible
(46). De telles constatations semblent donc confirmer I'existence de plusieurs voies de

signalisation de la RA et non un échappement ou un shunt de la voie classique.

V. INTERACTION GAMETIQUE

A.  Fusion gamétique

Le spermatozoide ayant traversé la zone pellucide a réalisé sa réaction acrosomique.
Il va alors pouvoir entrer en contact avec les microvillosités de 'ovocyte au niveau du segment
équatorial de sa téte. Ce contact va ensuite s’étendre vers la partie postérieure de la téte pour
progressivement intégrer le spermatozoide (54).

Chez la souris, il a été décrit une zone amincie de la membrane de I'ovocyte, dépourvue
de microvillosités (Figure 18b). Celle-ci se trouve en regard du fuseau méiotique (ovocyte
toujours bloqué en métaphase 1l) (55). Le role fonctionnel de cette zone est d’éviter une

pénétration du spermatozoide en regard du fuseau, ce qui désorganiserait la structure et
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exposerait a I'expulsion du noyau spermatique aprés I'activation ovocytaire, lors de I'expulsion
du deuxiéme GP. Si cette zone amincie n’a pas été retrouvée dans I'ovocyte humain, il a en
revanche été montré que les spermatozoides ont une localisation préférentielle, éloignée du

fuseau, lors de leur fusion avec 'ovocyte (Figure 18a) (56).

Figure 18 : Polarisation de la fusion gamétique

a) Insémination d'ovocytes humains dépellucidés. Aprés une heure d'insémination et marquage au
DAPI (marquant 'ADN). Les spermatozoides pénétrent dans |'ovocyte par le méme pdle (Ziyyat 2005).

b) Ovocyte de souris avec la zone amincie dépourvue de microvillosités (MVFA) (Longo & Chen 1985).

Plusieurs ligands sont impliqués dans la fusion gamétique. Au niveau du
spermatozoide, on a pu mettre en évidence :

- La famille_des métalloprotéases ADAMs : protéines transmembranaires dont

'association hétérodimérique forme la fertiline (sous-unité a = ADAM1 et 3 = ADAM2). Les

modeéles KO, chez la souris, ont montré une diminution de moitié de la fusion gamétique (57).

- lzumo : les modéles murins KO produisent des spermatozoides capables de passer
toutes les étapes jusqu’a I'entrée dans I'espace péri-vitellin mais une incapacité a fusionner
avec l'ovocyte (58). La protéine kinase TssK permet la relocalisation d’lzumo dans la région
post-acrosomique. Le KO de cette protéine bloque cette relocalisation et entraine également

une infertilité (59).
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Pour lier ces protéines spermatiques, les principaux ligands ovocytaires sont :

- La tétraspanine CD9 : Protéine membranaire ovocytaire dont le KO entraine une

incapacité a fusionner avec le spermatozoide (60). D’autres tétraspanines ont été décrites
comme CD-81 dont la surexpression chez CD9-/- restaure partiellement la baisse de

fécondation (61), cependant son réle est encore mal connu.

L’intégrine _a6B1 : elle a longtemps été considérée comme LE récepteur

membranaire ovocytaire suite a des expériences utilisant des anticorps anti-a6 (62).
Cependant les modéles KO pour les différentes intégrines ovocytaires ne sont pas infertiles,
relayant ces intégrines a un réle plus secondaire dans la fécondation. Elle est aujourd’hui plus

considérée comme un des partenaires de CD9 et son role reste encore a déterminer (63).

- Juno : Dernier partenaire ovocytaire découvert. Il s’agit d’'un folate receptor liant
lzumo (64). L’équipe qui I'a découvert suggére également un rble dans le blocage de la

polyspermie par son internalisation rapide apres fusion. Cependant, chez I'humain, ce blocage
est peu efficient au niveau de la membrane de I'ovocyte (cf IV.C et Figure 18a).

Les principaux ligands et recepteurs impliqués dans la fusion gamétique sont

schématisés dans la Figure 19.
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Figure 19 : principaux ligands et récepteurs impliqués dans la fusion gamétique
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B. Activation de I'ovocyte.

Aprés pénétration du spermatozoide dans I'ovocyte, la phospholipase C zeta (PLC ()
contenue dans l'acrosome est libérée dans ['ovocyte. Celle-ci va hydrolyser le
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2), libérant ainsi un diacyl-glycérol (DAG) et un
inositol tri-phosphate (IP3). La liaison de I'lP3 a son canal-récepteur entraine la libération des
stocks de calcium (65). Ces vagues calciques permettront I'activation de 'ovocyte (Figure 20)
avec :

- la reprise de la méiose : fin de la 2¢ division de méiose et libération du 2° GP.

- la libération des granules corticaux assurant le blocage de la polyspermie (cf IV.C).

- 'apposition des 2 pronuclei suivi des premiéres divisions mitotiques de 'embryon.
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Figure 20 : Le spermatozoide apporte la PLC zeta nécessaire a I'ovocyte pour son activation
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La PLC zeta permet la libération de calcium lors de la fécondation (A). Ces vagues calciques peuvent

étre mimées par l'injection d’ARNc de PLC zeta (B). L’ajout d’'une autre PLC ne peut reproduire ces

vagues calciques (C) (Saunders 2002).

C. Blocage de la polyspermie

Un seul spermatozoide doit féconder I'ovocyte pour donner un embryon viable. La
fécondation de l'ovocyte par plusieurs spermatozoides est nommée polyspermie. Chez
'’Homme, elle est principalement bloquée par la zone pellucide (66). En effet, chez 'THomme,
contrairement a d’autres espéces, la membrane ovocytaire est peu impliquée dans ce blocage
de la polyspermie, comme le démontrent certaines expériences sur ovocytes dépellucidés
(Figure 18a) (56).

L’activation de l'ovocyte entraine I'exocytose des granules corticaux situés sous la
membrane plasmique de I'ovocyte. Cette exocytose permet la libération d’enzymes qui vont
modifier la zone pellucide. La ZP2 va étre dégradée et la ZP3 déglycosylée. Ces modifications
vont induire une compaction de la zone pellucide et une incapacité du spermatozoide a la lier

(due a l'absence de résidus glycosylés).
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CHAPITRE 2. LES PHOSPHOLIPASES A2 SECRETEES

.  CLASSIFICATION DES PHOSPHOLIPASES

Les glycérophospholipides sont des molécules membranaires constituées d’un glycérol
estérifié avec deux acides gras et d’'un acide phosphorique couplé a un alcool (Figure 21) (3).
Leur hydrolyse par les phospholipases (PL) au niveau des liaisons ester, en réponse a certains
stimuli, produit des messagers secondaires impliqués dans de nombreuses voies de
signalisation (7).

Ces phospholipases sont séparées en plusieurs classes en fonction du site de clivage
des phospholipides (Figure 21) :

1) les PLAl1l hydrolysent la liaison sn-1 et les PLA2 la liaison sn-2 des
glycérophospholipides, libérant toutes les deux un acide gras et un
lysophospholipide ;

Les phospholipases A2 sont classées en fonction de leur localisation cellulaire, leur
poids moléculaire et leur sensibilité au Ca?* :

- Les PLA2 cytosoliques (cPLA2), de haut poids moléculaire et comprenant 3

sous-groupes : cPLA2 q, B et y ou cPLA2-IVA, -IVB et —IVC. Elles ne nécessitent
pas (—IVC) ou peu de Ca?* (-IVA, -IVB).

- Les PLA2 Ca?' indépendantes (iPLA2) ne nécessitent pas de Ca?*, elles sont

de haut poids moléculaire et comprennent 2 sous-groupes : les iPLA2 3 (ou VIA) et
la iPLA2y (ou VIB).

- les PLA2 sécrétées (sPLA2) : de faible poids moléculaire, elles agissent sur

un mode autocrine et/ou paracrine. Elles ont besoin de Ca?" pour leur activité
catalytique.

On décrit 12 différentes enzymes ou isoformes : IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, 1lI, V,
X, XIIA, XIIB et otoconin-90 (67). Ces différentes isoformes présentent des profils
d’expression tissulaire différents et des affinités variables pour les différents

substrats.
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2)

3)

4)

- On distingue une derniere catégorie : les PAF-acetylhydrolases (groupes VIIA,

VIIB, VIIIA, VIIIB). Celles-ci hydrolysent et inactivent le PAF (platelet-activating

factor). Elles sont de poids moléculaire intermédiaire et ne nécessitent pas de Ca?*

(7).

les PLB hydrolysent les deux liaisons sh et liberent deux acides gras. Leur activité

cumule donc celle des PLA1 et PLA2 ;

les PLC hydrolysent la liaison sn-3 du phosphatidyl-inositol diphosphate (PIP2),
libérant un inositol-1-4-5-triphosphate (IP3) et un diacyclglycérol (DAG). Ces
molécules sont toutes deux de potentiels messagers secondaires. Comme décrit
précédemment, la cible de I'lP3 est un canal calcique permettant la libération des
stocks cellulaires (I'acrosome dans le cas du spermatozoide). Au sein de cette
famille, on retrouve notamment la phospholipase C qui est impliquée dans

l'activation ovocytaire (cf Ch I, IV, B).

Les PLD hydrolysent la liaison phospho-alcoolique et liberent un acide

phosphatidique et un alcool.
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Figure 21 : Structure des glycérophospholipides et site d’action des phospholipases
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Les phospholipides sont constitués d'un glycérol estérifié avec deux acides gras et d'un acide
phosphorique couplé a un alcool. Le site de clivage par les phospholipases varie en fonction de leur
classe (Arnoult 2012).

II.  LES sPLA2 SONT IMPLIQUEES DANS DE NOMBREUSES

FONCTIONS

Les sPLA2, par leur action sur les glycérophospholipides, entrent dans de nombreuses
fonctions, mises en évidence par I'étude de souris knock-out pour chaque groupe d’enzymes
(68). Le principal mode d’action est leur activité catalytique par une sécrétion

autocrine/paracrine, mais elles agiraient dans certains cas, sur un mode ligand/récepteur (68).

A. Immunité et réaction inflammatoire

Il a été démontré un réle pro-inflammatoire de la SPLA2 du groupe X. En effet dans les

modeéles murins de I'asthme, le KO pour cette sPLA2, permet de réduire considérablement les
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symptdmes voire les supprimer. Le mécanisme proposé est une stimulation des polynucléaires
éosinophiles par les cellules épithéliales pulmonaires via la sécrétion paracrine de sPLA2 —X.

Le KO de la sPLA2-V, dans ces mémes modeles, réduit également les symptémes. Le
mécanisme d’action de cette sSPLA2 est double dans le poumon : 'hydrolyse du surfactant et
la stimulation des cellules présentatrices d’antigénes et donc une stimulation de I'activité Th2
(prédominante dans des pathologies telles que I'asthme).

Enfin, la sPLA2-11A a également été décrite comme anti-bactérienne par I'’hydrolyse
des membranes bactériennes lors d’études sur des modéles transgéniques avec hyper-

expression de cette enzyme.

B. Maladies cardiovasculaires

La sPLA2 du groupe V présente une forte expression dans les cellules myocardiques.
Les modeéles KO pour cette enzyme ainsi que pour la sPLA2-X, présentent une nette
diminution de l'atteinte myocardique en cas d’infarctus du myocarde. Elles constituent donc
des cibles thérapeutiques dans cette pathologie et constituent des biomarqueurs dans la
maladie cardiovasculaire. Les niveaux sériqgues de sPLA2 —lIA, en cas dinfarctus du
myocarde, ont également fait I'objet d’études chez ’'Homme.

De plus, les modéles transgéniques/KO pour ces différentes enzymes, ainsi que pour
sPLA2-Ill, semblent montrer un rble dans le développement de I'athérosclérose. Le rble de
sPLA2-X est lui moins clair avec un potentiel réle protecteur dans I‘athérosclérose, mais elle

favoriserait la formation d’anévrismes aortiques par son action pro-inflammatoire.

C. Regulation du métabolisme

Les sPLA2-IB et sPLA2-X font partie de la sécrétion exocrine du pancréas dans le
duodénum et jouent un réle important dans la digestion des phospholipides alimentaires et
biliaires. Les modéles KO seraient protégés des désordres métaboliques liés a I'alimentation

(obésité, insulino-résistance et hyperlipidémie).
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La sPLA2-X induit le relargage d’acides gras polyinsaturés (PUFAs) qui inhibent la
syntheése du récepteur nucléaire des oxystérols (LXR pour Liver X receptor). Le modele KO
entraine donc une augmentation de LXR facilitant la cortico-stéroidogénése.

Enfin, la délétion de sPLA2-XIIB, une sPLA2 dite atypique en raison de la perte de son
site catalytique, induit une stéatose hépatique par défaut de sécrétion des VLDL (Very Low
Density Lipoprotein) qui s'accumulent alors dans le foie. Le mécanisme d’action a 'origine de

cette stéatose hépatique reste non clarifié.

D. Physiopathologie neuronale

Les sPLA2-11A et -V joueraient un réle variable (protecteur/aggravant) dans diverses
pathologies neuronales. Diverses études ont également montré le réle de la sPLA2-X dans la
nociception périphérique (augmentée en cas de surexpression de cette enzyme et diminuée

dans les modéles KO).

E. Homéostasie cutanée

L’épiderme forme une barriere entre I'environnement externe et I'organisme,
empéchant I'entrée de toxines, d’antigénes ou de bactéries. Il a été suggéré un rble des
PUFAs, libérés par les sPLA2, dans I'établissement de cette barriere, mais les preuves
définitives n’ont pas encore été apportées.

Cependant, les modeles transgéniques pour les sPLA2-X et sSPLA2-11A présentent une
alopécie et une hyperplasie de I'épiderme dues a I'hydrolyse massive de la phosphatidyl-
éthanolamine et la libération de PUFAs. De plus, le modele KO pour la sSPLA2-X présente des

défauts ultra-structuraux au niveau de la couche externe de I'épiderme.
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F. Oreille interne

L’'Otoconin-90 est une sPLA2 atypique, dépourvue d’activité catalytique. Son
expression est majoritairement située au niveau de l'oreille interne. Le modéle KO entraine

des troubles de I'équilibre.

G. Données chez ’'Homme

Une trés grande maijorité de ces données ont donc été obtenues chez I'animal, en
particulier la souris. Cependant quelques études chez ’'Homme ont également été publiées.
Plusieurs de ces isoformes sont retrouvées dans divers tissus chez 'Homme (liquide
gastrique, liquide synovial, liquide broncho-alvéolaire, ...). De plus, on a décrit des liens entre
certaines isoformes et des pathologies (67) :

- la sPLA2 du groupe IIA et son réle protecteur dans la polypose adénomateuse
familiale ou celle du groupe Il en biomarqueur pour le cancer du colon ;

- les polymorphismes des sPLA2 des groupes IIA, V et X associés aux maladies
cardiovasculaires ;

- des mutations homozygotes pour la sPLA2 du groupe V, associées a des taches
rétiniennes bénignes ;

- des désordres métaboliques liés a un polymorphisme des sPLA2 des groupes V
(niveaux de LDL plasmatiques), IB (prédisposition a I'obésité), IID (perte de poids dans les
pathologies pulmonaires obstructives).

Ces données semblent donc montrer que chez ’lHomme, comme chez la souris, ces
sPLA2 sont impliguées dans de nombreuses et diverses fonctions. Cependant, les
mécanismes cellulaires et biochimiques sont peu décrits chez 'lHomme, d’ou I'utilité du modéle

murin pour approfondir ces connaissances.
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.  sPLA2 ET FERTILITE

Depuis quelques années, le role des sPLA2 dans la fertilité masculine a également été
étudié, notamment par I'équipe d’Arnoult. Ces différentes études montrent un rdéle important
de ces enzymes dans la maturation, la capacitation, la mobilité, la réaction acrosomique, la

fécondation et le développement embryonnaire précoce (4-6).

A. Des enzymes présentes dans le tractus génital male

La présence de plusieurs classes de sPLA2 a été observée dans le tractus génital
masculin chez la souris. L’analyse par immunoblot et/ou immunohistochimie a permis de
cartographier en détail les tissus et cellules qui les produisent (69). On a ainsi mis en évidence
les sPLA2 des groupes IIC, IID, IIE, lIF, V et X au sein du testicule, des voies excrétrices, des

glandes annexes, des cellules germinales et/ou spermatozoides matures (Figure 22).

Figure 22 : Représentation de la localisation des sPLA2 dans le tractus murin male (Masuda
2004).
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Cette étude a été réalisée sur des souris C57BL/6, lignée possédant une délétion
naturelle pour la sPLA2 —IIA. Il est donc difficile de conclure sur la présence ou non de cette
enzyme en utilisant ce modéle.

Chez I'Homme, les mémes analyses ont mis en évidence des données similaires a
celle de la souris pour le testicule et I'épididyme, a I'exception de la sPLA2 —IIC dont le gene
chez 'Homme est non fonctionnel (pseudogéne). L’analyse immunhistochimique au niveau
des glandes annexes révéle une production importante de sPLA2 libérées dans le liquide
séminal avec notamment les sPLA2-IID et -V qui présentent les marquages les plus
importants. La sPLA2-IIA est également présente au niveau des glandes annexes de
'Homme, contrairement a la souris (69).

Une étude plus récente a également démontré la présence de la sPLA2 de groupe Il
dans I'épididyme proximal et son role dans la maturation du spermatozoide. Son inactivation
entraine un défaut de mobilité du spermatozoide et une altération de son pouvoir fécondant.
Ces anomalies seraient dues a une modification dans la composition et le

remodelage/métabolisme lipidiques membranaires du spermatozoide (70).

B. Activité PLAZ2 et réaction acrosomique

Diverses études ont montré une activité PLA2 dans le sperme éjaculé. Ainsi, dans le
modele bovin, par exemple, il a été montré que cette activité permettait I'hydrolyse de la
phosphatidyl-choline majoritairement, mais également de la phosphatidyl-éthanolamine et du
phosphatidyl-inositol. Cette réaction entraine la libération d’acide linoléique et d’acide
arachidonique, deux lipides fusiogenes (7).

De plus, I'étude d’inhibiteurs de PLA2 sur divers modéles animaux et humain montre
une diminution des taux de réaction acrosomique spontanée et induite par A23187 (71-74).
Ces taux sont restaurés par addition de lysophosphatidyl-choline et acide arachidonique
(produits de la réaction enzymatique) (74). L'utilisation d’anticorps anti-sPLA2-IB chez le

hamster aboutit également a une inhibition de la réaction acrosomique spontanée (75)
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Enfin des études plus récentes ont montré une augmentation de l'activité PLA2 en
réponse a des agonistes naturels tels que la progestérone ou la zone pellucide (augmentation
d’acide arachidonique et de lysophosphatidyl-choline parallélement a la diminution de
phosphatidyl-choline) (7). Tous ces résultats aboutissent donc a la conclusion que les PLA2
jouent un rdle dans la régulation de la réaction acrosomique.

On a ensuite cherché a caractériser les PLA2 présentes dans le spermatozoide. Les
expériences d'immunoblot ont ainsi permis de décrire la présence de plusieurs sPLA2 : -IID, -
lIC, -V, -X et -1IF (69). L'iPLA2-beta a également été rapportée dans le spermatozoide (76) par
Western Blot. Une étude du KO pour cette iPLA2 chez la souris a abouti & des individus dont
la mobilité spermatique diminuait drastiguement, aboutissant a des taux de fécondation
effondrés en FIV.

A partir des différentes données concernant I'implication des phospholipases dans la
physiologie du spermatozoide et le role des acides gras fusiogénes produits par les PLA2, un
modele de voie de régulation lipidique de la réaction acrosomique a ainsi pu étre proposé chez

la souris (Figure 23) (77).
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Figure 23 : Représentation schématique de la signalisation de la réaction acrosomique chez la
souris (Baldi 2000).
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L’interaction de ZP3 avec son récepteur (encore inconnu) va entrainer I'activation, via
des protéines G, des phospholipases C. Celles-ci vont générer un inositol-1,4,5-triphoshate
(IP3) et un diacyl-glycérol (DAG) par hydrolyse du phosphatidyl-inositol diphosphate (PIP2).
Le DAG va activer la protéine kinase C quant a I'IP3, il va permettre la libération des stocks
de calcium. Ceci entrainera :

- une cascade de phosphorylations a partir de la protéine kinase C ;

- une activation des PLA2 et donc la libération d’acide arachidonique et de

lysophospholipides (lipides fusiogénes) ;

- le recrutement et/ou I'activation des différents acteurs des complexes SNARE via

'augmentation du calcium intracellulaire ;

Tous ces mécanismes concourent & la réalisation de la réaction acrosomique.
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C. Principales sPLA2 impliquées dans la physiologie spermatique

Il reste a ce jour a démontrer la part respective des différentes PLA2 dans la physiologie
du spermatozoide (la présence de cPLA2 n’étant pas, a ce jour, démontrée) ainsi que la part
respective des différents groupes de sPLA2.

Récemment, I'équipe de Roldan a proposé l'implication de la sPLA2-IID dans la
signalisation de la réaction acrosomique progestérone-dépendante (78). Cette sPLAZ2 serait
présente dans le spermatozoide humain (mis en évidence par Western Blot), dans la région
post-acrosomique de la téte et la piéce intermédiaire du spermatozoide (mis en évidence par
immunofluorescence).

L’équipe du Dr Arnoult a, quant a elle, montré I'importance de la sPLA2 du groupe X
chez la souris méle dans la fonction de reproduction. Il a tout d’abord été démontré que la
mGX était retrouvée dans I'acrosome et libérée lors de la réaction acrosomique « spontanée »
(4) et diminuait la mobilité (5) d’'une sous-population de spermatozoides de fagon autocrine et
paracrine. De plus, la mGX induit la réaction acrosomique, par le méme mode de sécrétion,
lors de la capacitation (6). Enfin, la fécondation in vitro avec spermatozoides traités par la
MGX présente de meilleurs taux de fécondation et un meilleur développement précoce de
'embryon (taux d’embryons a 2 cellules plus élevé et taux plus faible de lyse embryonnaire)
(4,6).

Pour expliquer le mécanisme d’action de la mGX sur la réaction acrosomique, le
principal mécanisme d’action proposé est la libération d’acides gras fusiogénes facilitant
I'activation des complexes SNARE.

En ce qui concerne la mobilité/capacitation, plusieurs hypothéses et données de la
littérature sont avancées pour expliquer le réle des PLA2:

- I'inhibition de la mobilité spermatique par les acides gras et lysophospholipides (5);

- la production d’espéces réactives de 'oxygene (ROS) par les spermatozoides dans
un milieu riche en acides gras polyinsaturés et les altérations potentielles induites par ces

ROS (5) ;
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- l'influence des phospholipides/acides gras sur le fonctionnement des protéines,
notamment les canaux ioniques membranaires ou de type SOC (5,76) ;

- lIimpact de la composition et du remodelage lipidique dans la fonction du
spermatozoide (70).

Associé a toutes ces données, il convient d’ajouter le mode d’action ligand-récepteur
des PLA2 (68) qui pourrait, s’il est démontré dans le spermatozoide et/ou I'ovocyte, fournir de
nouveaux éléments expliqguant I'amélioration des résultats en fécondation in vitro.

A ce jour, la phospholipase A2 sécrétée acrosomique n’'est pas caractérisée chez
'Homme, contrairement a la souris. Quelques tests préliminaires ont déja été réalisés chez
'Homme qui montraient I'effet inducteur des phospholipases A2 sécrétées sur la réaction
acrosomique des spermatozoides humains. Diverses sPLA2 ont été testées avec un effet
variable en fonction de la sPLA2 utilisée : les phospholipases A2 sécrétées des groupes V
(hGV), X (hGX) et IB (hGIB) semblaient les plus efficientes ainsi que hGIIA qui, elle, présentait

une importante variabilité interindividuelle.
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CHAPITRE 3. OBESITE, DYSLIPIDEMIE ET INFERTILITE

MASCULINE

De nombreuses études ont permis de montrer 'impact négatif sur la fertilité masculine
de facteurs tels que 'IMC (indice de masse corporelle), I'alimentation déséquilibrée, le

syndrome métabolique, etc.

.  IMPACT DU SURPOIDS SUR LA FERTILITE MASCULINE

A. Effet sur les chances de grossesse

Les premieres grandes études recherchant un lien avec la fertilité étaient
essentiellement épidémiologiques et ne donnaient que peu d’éléments sur les mécanismes
physiopathologiques de l'infertilité liée au surpoids. Toutefois les conclusions de ces études
étaient assez unanimes avec une corrélation négative entre I'indice de masse corporelle et la
fertilité masculine. Nguyen a réalisé une étude sur les grossesses norvégiennes sur 5 ans qui
montrait une plus forte prévalence de l'infertilité (délai nécessaire pour concevoir supérieur a
1 an et/ou nécessité de concevoir par procréation médicalement assistée) parmi les hommes
présentant un surpoids (79). Ramlau-Hansen au Danemark (80) et Sallmen chez les
agriculteurs américains ont obtenu des résultats similaires (81).

D’autres études plus récentes ont analysé le lien entre le surpoids chez ’homme et les
chances de réussite en AMP. Il a été montré une corrélation négative entre 'lMC masculin et
les chances de grossesse en fécondation in vitro conventionnelle (82-85), le taux de
naissances vivantes en ICSI (86), ainsi que le taux de grossesse apres ICSI-TESE (ICSl aprés
extraction de spermatozoides testiculaires) en cas d’azoospermies non obstructives (87). La
conclusion d’Anifandis est que les IMC élevés de la femme et de 'homme influent

négativement sur les résultats de FIV de fagon indépendante et combinée (83).
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B. Effet sur les paramétres spermatiques

Parallélement a ces études, on a cherché un lien entre I'obésité et la spermatogénése
tant au niveau qualitatif que quantitatif. Les conclusions peuvent diverger en fonction des
paramétres analysés. Cependant plusieurs auteurs soutiennent que le surpoids altere les
parameétres spermatiques « classiques » comme la concentration spermatique, leur mobilité
ou leur morphologie des spermatozoides (88—-91) mais également le taux de fragmentation de
I’ADN spermatique, la condensation de la chromatine ou la fonction mitochondriale (89).

Il est cependant important de noter que pour chacun de ces parameétres, d’autres
auteurs ne retrouvent pas le lien entre surpoids et paramétres spermatiques. Une méta-
analyse de Sermondade montre néanmoins un risque plus élevé d’oligo- et d’azoospermie
chez les patients présentant un surpoids ou une obésité, mais également chez les patients

avec un IMC faible (92).

C. Obésite et réaction acrosomique

Peu d’études sont disponibles dans la littérature a ce sujet. Seule une étude
préliminaire a étudié ce lien. Les données obtenues suggérent que l‘'obésité est associée a
une réaction acrosomique altérée avec une réaction acrosomique spontanée excessive et une
réponse a l'induction par la progestérone moindre par rapport au groupe contrble (93). Les
auteurs de cette étude rapportent également un contenu élevé en cholestérol dans les
spermatozoides de patients obeses (dont I'efflux membranaire constitue une des premiéres
étapes de la capacitation) et une concentration plasmatique en estradiol plus élevée, ce

stéroide ayant été décrit comme inhibiteur de la réaction acrosomique (94).

.  ANOMALIES LIPIDIQUES ET FERTILITE

A. Anomalies lipidiques et paramétres spermatiques

L’étude de l'influence des anomalies lipidiques sur la fertilité repose essentiellement

sur des modéles animaux. Certaines données sont tout de méme disponibles chez 'Homme
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notamment grace a I'étude LIFE (Longitudinal Investigation of Fertility and the Environment).
Les résultats montrent que les niveaux sériques en cholestérol, phospholipides et/ou
triglycérides ont un impact négatif sur la fertilité masculine et féminine (95). Ces niveaux
sériques semblent, en effet, impacter les paramétres spermatiques mais seul 'effet sur les
anomalies morphologiques est significatif, l'impact sur la numération ou la mobilité
spermatique est, quant a lui, minime et non significatif (96). Enfin, Attaman a rapporté une
corrélation négative entre les apports en acides gras et la numération spermatique (97).

Chez le lapin, il a été montré qu’un régime enrichi en graisse influait négativement sur
le volume, la numération, la mobilité et la morphologie spermatique (98). Bataineh et Nusier
ont obtenu des résultats similaires chez le rat avec une diminution de la numération et de la
mobilité spermatique apres un régime enrichi en cholestérol (99).

Blesbois a mené une expérience similaire chez le dindon et, s’il ne retrouvait pas de
retentissement sur les paramétres spermatiques, il a revanche noté une diminution des taux
de fécondation (100) montrant ainsi I'effet d’'un régime enrichi en graisses sur le pouvoir

fécondant des spermatozoides.

B. Anomalies lipidiques et réaction acrosomique

Compte tenu du réle des phospholipides/phospholipases dans la capacitation et la
réaction acrosomique, il est licite d’envisager que les désordres lipidiques et I'obésité
entrainent chez ’'Homme une infertilité liée a un défaut dans la signalisation cellulaire de ces
fonctions spermatiques.

Saez et Lancellotti ont étudié l'influence des anomalies lipidiques sur la capacitation et
la réaction acrosomique. Les résultats montrent chez les lapins ayant recu un régime enrichi
en graisse, une phosphorylation altérée au niveau des résidus tyrosine des protéines
spermatiques (98). De plus, les lapins ayant subi le régime enrichi ont une réaction

acrosomique progestérone-induite moins importante.
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.  LES MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES

Pour expliquer 'origine des effets néfastes de la dyslipidémie et/ou de I'obésité sur la

fonction de reproduction, les auteurs s’appuient sur 4 axes principaux :

A. Perturbations hormonales

Chez les patients obeses, une dérégulation hormonale entraine un excés de production
d'cestrogénes. Cette dérégulation est liée a I'augmentation de la leptine (qui inhibe la
conversion de 170H-progestérone en testostérone dans les cellules de Leydig) et
'augmentation d’activité aromatase des tissus adipeux diminuant ainsi les taux de FSH (par
rétro-contréle négatif) et les taux de testostérone (101).

De plus, le tissu adipeux sécréte de nombreuses adipokines et cytokines. Leur production
est donc élevée chez les patients obéses, ce qui crée un environnement pro-inflammatoire

néfaste pour la spermatogénése et la stéroidogénése (101).

B.  Stress oxydatif

Les cytokines pro-inflammatoires entrainent une augmentation du stress oxydatif dont les
effets néfastes sur la fertilité (102) sont favorisés par les faibles mécanismes de défense du
spermatozoide, en dehors de la compaction de son noyau. Le stress oxydatif provoque, entre
autres, des altérations au niveau de 'ADN et de la membrane du spermatozoide (101)

impactant directement son pouvoir fécondant.

C. Contenu lipidigue des spermatozoides et du liquide séminal

I a été démontré que la composition lipidique de la membrane plasmique des
spermatozoides jouait un réle important dans leur mobilité, leur viabilité, la capacitation et leur
capacité de fusion nécessaire a la fusion des gametes, mais également dans la libération de
'acrosome lors de la réaction acrosomique. Il a par exemple été souligné l'influence du ratio

cholestérol/desmostérol sur ces différents paramétres (103,104), la composition en acides
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gras (97) ou encore la qualité du remodelage lipidique lors de la traversée de I'épididyme afin
d’accroitre la fluidité membranaire et acquérir le pouvoir fécondant (70).

De plus, il a été mis en évidence l'influence d’'un apport alimentaire riche en lipides sur la
composition lipidique du plasma séminal et/ou des spermatozoides ainsi que sur les
paramétres spermatiques (100). Chez 'Homme, ce lien entre dyslipidémie et composition
lipidique du liquide séminal ou des spermatozoides (97,105) n’a pas encore été démontré. En
revanche, le lien entre la composition lipidique des spermatozoides ou du liquide séminal et

les parameétres spermatiques est tout de méme décrit (97).

D. Modifications épigénétiques

Le bon déroulement de la spermatogénése, de la méiose ou du développement
embryonnaire dépend de modifications épigénétiques. Plusieurs études ont rapporté chez les
patients infertiles des modifications dans les marques épigénétiques (106). Il a également été
rapporté chez les patients obéses des perturbations épigénétiques (106,107).

Ainsi, I'épigénétique pourrait expliquer 'impact transgénérationnel de I'obésité sur la

fertilité (107).
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OBJECTIFS

Les données de la littérature montrent I'intérét de mettre les lipides et leur métabolisme
au centre de la problématique de fertilité :

- leur réle crucial dans l'acquisition du pouvoir fécondant des spermatozoides (la
capacitation) et la réaction acrosomique est clairement attesteé ;

- le réle des phospholipases A2 sécrétées dans le métabolisme lipidique membranaire.
Chez I'animal, elles agissent sur le spermatozoide afin de réguler la réaction acrosomique
spontanée mais également la mobilité et le développement embryonnaire précoce ;

- les désordres métaboliques lipidiques et I'obésité sont responsables d’infertilités
masculines avec un retentissement sur les paramétres spermatiques et la fécondité des
spermatozoides.

Du point de vue diagnostique, I'étude des lipides et de leur métabolisme pourrait donc
expliquer linfertilité de certains patients. Sur le plan thérapeutique, une connaissance
approfondie du métabolisme spermatique lipidique permettrait de mieux maitriser in vitro la
sélection et la préparation des spermatozoides lors des techniques d’AMP. L’étude des
phospholipases A2 sécrétées répond a toute cette problématique. Les données des modéles
animaux et les connaissances actuelles sur les phospholipases nous ont donc incités a initier
ce projet chez ’'Homme.

L’objectif principal de notre étude était de tester I'effet des phospholipases A2 sur la
réaction acrosomique dans le modéle humain. Compte tenu des données préliminaires, nous
avons décidé de tester hGV et hGX, hGIB (3 sPLA2 humaines) et mGX (sPLA2 murine
contenue dans I'acrosome).

Les objectifs secondaires étaient en premier lieu de caractériser la population de
patients la plus sensible a I'action de ces enzymes. Pour cela, nous avons étudié la corrélation
entre I'induction de la réaction acrosomique par les sPLA2 et les données cliniques des
patients (age, type d’infertilit€) ou encore les parameétres spermatiques : la concentration et la
mobilité spermatique, les anomalies du spermocytogramme et plus particulierement celles de
I'acrosome ainsi que la qualité de 'ADN spermatique par I'analyse de sa fragmentation. Dans
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un deuxiéme temps, nous avons cherché une corrélation entre I'induction de la RA par les
sPLA2 et 'IMC ou les anomalies du bilan lipidique.

Enfin, pour mieux cerner le mode d’action de ces phospholipases A2 sécrétées, nous
avons voulu déterminerO la part d’induction de la RA par les sPLA2 liée a leur activité
catalytique. Nous avons pour cela comparé l'induction de la RA par la mGX par rapport a la
mGX H48Q. Cette enzyme est dépourvue d’activité enzymatique par la substitution d’'une

Histidine en Glutamine en position 48, dans le site catalytique.
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MATERIEL ET METHODE.

. RECRUTEMENT DES PATIENTS

Etaientinclus les patients majeurs se présentant pour un examen de spermiologie dans
le cadre d’'un bilan d’infertilité au laboratoire d’Aide a la Procréation-CECOS du CHU de
Grenoble. Aprés une information orale et écrite, les patients qui acceptaient d’étre inclus
signaient un consentement. N’étaient retenus que les patients présentant les paramétres
spermatiques suivants : numération spermatique > 5.10° spermatozoides/ml ; Volume > 2,5
ml. Ces paramétres minimums ont été fixés grace a un travail préliminaire de faisabilité. Nous
avons recueilli le type d’infertilité (primaire ou secondaire) et sa durée, les éventuelles causes
d’infertilité (masculines ou féminines) retrouvées a l'interrogatoire ou au bilan, 'IMC et les
antécédents du patient. Une ordonnance pour un bilan hormonal (FSH, LH et testostérone
totale) et lipidique (Cholestérol total, HDL-Cholestérol, LDL-Cholestérol et Triglycérides) leur

était prescrit dans le cadre de ce bilan d’infertilité.

La gestion de ces échantillons issus des reliquats des examens de spermiologie a été

effectuée dans le cadre du CRB-Germethéque.

.  PRODUCTION DES sPLA2

Les sPLA2 sont produites par I'équipe du Pr Gérard Lambeau de [llnstitut de
Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire de I'Université de Nice-Sophia Antipolis selon une
technique classique de production de protéines recombinantes dans E.coli. L’enzyme inactive
(car toxigue pour I'héte si active) est produite sous forme de corps d’inclusion. Elle est ensuite
extraite, renaturée puis purifiée par HPLC. Les sPLA2 sont enfin caractérisées par
spectrométrie de masse et par mesure de leurs activités enzymatiques spécifiques afin de
s’assurer de la pureté des sPLA2 et de I'absence de mutation ou protéine de fusion pouvant

altérer leur fonction (6).
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La mGX H48Q est produite de facon similaire a celle de la mGX apres mutation de son
site catalytique. Cette protéine mutée possede une activité catalytique correspondant a 0,1%

de celle de mGX (4).

.  EVALUATION DES PARAMETRES SPERMATIQUES

Aprés 30 minutes de liquéfaction a 37°C, le sperme était analysé avec mesure du
volume de I'éjaculat et du pH. La mobilité était évaluée par un examen de 10ul de sperme
entre lame et lamelle, la numération évaluée en cellule de Thoma avec une dilution (1:10 v/v)
d’une fraction de I'échantillon dans une solution sérum physiologique-formaldéhyde (1:100 v/v)
et la vitalité évaluée par une coloration d’éosine-nigrosine (50ul d’éosine, 50ul de nigrosine et
50ul de sperme) avec réalisation d’'un frottis et lecture de 100 spermatozoides (étaient
considérés vivants les spermatozoides non colorés et morts les spermatozoides colorés en
rouge-rose). Un spermocytogramme était également réalisé sur 100 spermatozoides selon la
classification de David, aprés fixation a I'éthanol-éther (50%-50%) et coloration de Shorr.
Etaient relevés pour cette étude le pourcentage total d’'anomalies morphologiques et la part

d’anomalies de I'acrosome (acrosomes malformés ou absents).

IV. CAPACITATION DES SPERMATOZOIDES

1,5-2ml de sperme étaient déposés sur un gradient de densité discontinu (PureSperm
100® Nidacon/Sperm Preparation Medium® Orogio, v/v) : 1 ml 1/0 (100%), 1ml 0,9/0,1 (90%),
1ml 0,8/0,2 (80%), 1ml 0,7/0,3 (70%), 1ml 0,6/0,4 (60%), 1,5ml 0,4/0,6 (40%) puis centrifugés
a 200g/20 min. Les fractions 90% et 100% étaient récupérées et lavées avec 5ml de Sperm
Preparation Medium® (SPM) a 200g/10 min. Le surnageant était retiré pour laisser 200-300ull

de culot. Le volume, la mobilité et la numération étaient évalués en fin de technique.
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Les spermatozoides étaient ensuite capacités pendant 5h & 37°C dans 2ml de milieu
capacitant. Trois milieux pour la capacitation ont été utilisés lors de cette étude afin de vérifier

que la réponse aux sPLA2 n’était pas dépendante du milieu capacitant considéré :

- Ham’s F10® MP Biomedicals avec 3,5% de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma),
milieu de référence cité dans le manuel de 'OMS 2010 dans I'évaluation de la réaction
acrosomique (108) et utilisé lors des travaux préliminaires. Il était supplémenté par 1,5 mM de
CaCly, 1,5mM de Na lactate et 10mM de NaHCOs. Les spermatozoides étaient placés dans

une étuve a 5% de CO..

- Sperm Preparation _Medium® Origio (SPM), milieu capacitant commercialisé

(marquage CE), utilisé dans notre laboratoire pour les préparations de sperme avant

techniques d’AMP. Les spermatozoides étaient placés dans une étuve sans CO,.

- le « milieu 3 » (milieu reconstitué) contenant pour 100ml : 1,8mM de CacCl2, 5,4mM

de KCI, 0,8mM de MgS04.7H,0, 116,3mM NacCl, 1,0mM de NaH.PO,, 5,55mM de D-glucose,
2,73mM de Na pyruvate, 256mM de Na lactate et 26mM de NaHCO3. Le milieu était
supplémenté par 2% de BSA. Les spermatozoides étaient placés dans une étuve a 5% de

CO, (109).

Le capacitat était séparé en plusieurs fractions :

- plusieurs fractions étaient traitées avec les sPLA2 (hGV, hGX, hGlb, mGX ou mGX
H48Q) a 200nM lors les 10 derniéres minutes pour chaque fraction ;

- une fraction était traitée avec de 'A23187 a 10uM lors des 25 dernieres minutes.
Cette molécule reconnue comme inductrice de la réaction acrosomique constituait notre
contréle positif ;

- une derniére fraction n’était pas traitée (capacitation seule) ;

Pour cette derniére étape, les spermatozoides étaient préalablement lavés dans un
milieu plus pauvre en BSA (0,2%).

Le protocole de traitement des échantillons est résumé dans la Figure 24.
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Figure 24 : protocole de traitement des échantillons
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(2114-VSd) V¥ IOVNDYYIN

A23187 : Calcium ionophore ; spz : spermatozoides ; SPLA2 : hGV, hGX, hGIB, mGX ou mGX H48Q

Le méme protocole a été utilisé pour les trois différents milieux capacitants.

V. EVALUATION DE LA REACTION ACROSOMIQUE

Les spermatozoides éjaculés étaient lavés deux fois en PBS. Ensuite, une fixation était
réalisée en méthanol a +4°C pendant 30 minutes. Apres centrifugation, la préparation était

déposée sur une lame.

Aprés 10 minutes de ringage en PBS, les lames étaient incubées 15 minutes avec de
la Pisum Sativum Agglutinin-FITC (PSA-FITC) a 10ug/ml et lavées 10 minutes en PBS. Cette
lectine fluorescente permet le marquage de la membrane externe de I'acrosome. Une contre-
coloration nucléaire était effectuée avec du Hoechst a 20 ng/ml (3 minutes d’incubation et 3

minutes de lavage), suivie d’'un montage des lames en DABCO.
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La lecture des lames était réalisée en épifluorescence au grossissement x1000 a
limmersion : les noyaux (marqués au Hoechst) étaient repérés a la longueur d’onde de 397nm
et le statut acrosomique était évalué a 515nm avec un compte de 200 spermatozoides (Figure

25).

Figure 25 : Marquage a la PSA-FITC (x1000)

A gauche : la coloration nucléaire au Hoechst de 2 spermatozoides ; a droite : au filtre FITC. En haut :
le spermatozoide a perdu sa membrane acrosomique externe (absence de marquage) ; en bas,

marquage positif de la membrane externe de 'acrosome. Les barres d’échelle représentent 10um.

VI. EVALUATION DE LA FRAGMENTATION DE L’ADN

SPERMATIQUE (TUNEL)

Les spermatozoides éjaculés étaient lavés 3 fois en PBS. Puis une fixation était
réalisée en méthanol-acide acétique (3/1 : viv) a +4°C pendant 30 minutes. Aprées

centrifugation, une goutte de la préparation était déposée sur lame et séchée.

Les lames étaient incubées dans une solution de perméabilisation (Triton X-100 & 0,1%
dans une solution de citrate de sodium a 0,1%) a +4°C pendant 2 minutes. Puis les lames
étaient incubées avec la solution de marquage TUNEL (Kit Roche®© : anticorps primaire fixant

les terminaisons 3'UTP libres et anticorps secondaire couplé a un fluorochrome) pendant 1
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heure en chambre humide a 37°C puis rincées trois fois dans du PBS. Une contre-coloration

des noyaux au Hoechst était également réalisée (méme mode opératoire que précédemment).

La lecture des lames était réalisée en épifluorescence au grossissement x1000 a
'immersion : les noyaux (marqués au Hoechst) étaient repérés a la longueur d’onde de 397nm
et la fragmentation de ’'ADN spermatique évaluée a la longueur d’'onde 515nm avec un compte

de 200 spermatozoides (Figure 26).

Pour chaque série un contréle négatif était effectué avec I'anticorps-secondaire.

Figure 26 : Marquage TUNEL (x1000)

A gauche, 4 spermatozoides avec marquage a I'Hoechst. A droite, un spermatozoide avec ADN
fragmenté (marquage positif) et les 3 autres spermatozoides en-dessous non marqués. Les barres

d’échelle représentent 10um.

VIl.  ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

La mise en forme des données a été réalisée par le logiciel Excel 2013 et leur
exploitation a I'aide du logiciel R (version 3.0.2). L’évaluation des variables quantitatives a été
réalisée a l'aide d’'un test de Mann-Whitney pour un niveau de significativité fixé a 5% et

I'analyse de corrélation a été effectuée par le coefficient de corrélation r2.
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RESULTATS

l.  PATIENTS

Entre janvier 2014 et mai 2015, 61 patients ont été inclus dans le laboratoire d’Aide a

la Procréation-CECOS du CHU de Grenoble. Les caractéristiques de ces patients sont

résumeées dans le Tableaul. L’age moyen de ce panel était de 34,2 ans avec une durée

d’infertilité moyenne de 2,3 ans. Ces patients présentaient un IMC moyen de 25,5 dépassant

donc légérement la limite du surpoids (IMC>25). Une cause féminine a l'infertilité des couples

était retrouvée dans deux tiers des cas (67,2%). Plus de 50% des patients étaient exposés a

des toxiques avec dans une majeure partie une exposition au tabac (39,3%) et des toxiques

professionnels dans une moindre mesure (11,5%). Enfin, dans plus de 40% des cas, il

s’agissait d’une infertilité secondaire.

Tableau 1: Caractéristiques de I'échantillon (n=61)

Age, années, m (ET)
durée infertilité, années, m (ET)
IMC, kg/m2, m (ET)
Infertilité féminine, n (%)
Cause ovulatoire, n (%)
Cause tubaire, n (%)
Endométriose, n (%)
Pathologie utérine, n (%)
Cause sexologique, n (%)
Infertilité masculine, n (%)
Toxiques masculin, n (%)
Tabac, n (%)
Cannabis, n (%)
Toxique professionnel, n (%)
Chaleur, n (%)
ATCD a risque stérilisant, n (%)
Infertilité secondaire, n (%)
avec naissance, n (%)
aprés AMP, n (%)

34,2
2,3
255
41
26
22

7

(6,4)
(1.6)
(4.1)
(67,2)
(42,6)
(36,1)
(11,5)
(9.8)
(1.6)
(9.8)
(50,8)
(39,3)
(4.9)
(11,5)
(6.6)
(4,9)
(41,0)
(26,2)
(3.3)

m : moyenne ; ET : écart-type

Les paramétres spermatiques des patients inclus sont présentés dans le Tableau 2.

Les médianes pour les paramétres de bases du spermogramme étaient de 179 millions de
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spermatozoides/éjaculat pour la numération, 60% de spermatozoides mobiles et 55% de

progressifs. La médiane pour la fragmentation de 'ADN spermatique était de 7%.

Le Tableau 2 présente également les parameétres aprées le test de migration-survie. La

médiane pour la concentration était de 45 millions spermatozoides/ml avec 90% de mobilité.

Tableau 2 : Parametres spermatiques de I'échantillon (n=61)

normes
médiane ler quartile  3e quartle = OMS 2010
(108)
Abstinence, jours 3,0 3 4
Volume, ml 3,5 2,8 4,5 >1,5
pH 8,2 7,9 8,2 >7,2
Numération spermatique, 108/éjaculat 179 84 320 >38
Mobilité, % 60 50 60 > 40
Mobilité progressive, % 55 45 60 > 32
Tératospermie, % 84 80 88 <96
Anomalies acrosome, % 52 43 60
Spermatozoides a ADN fragmenté, % 7 5 13
Parametres aprés TMS
Volume, pl 250 183 300
Mobilité, % 90 80 90
Concentration, 105/ml 43 19 60

Les dosages sanguins lipidiques et hormonaux sont résumés dans le Tableau 3. Parmi

les 61 patients retenus, 38 ont réalisé leur bilan lipidique (62,3%) : 18 présentaient au moins

une anomalie lipidique (46,2%), 4 concernaient I'HDL-cholestérol (10,6%), 7 le LDL-

cholestérol (17,9%) et 8 les triglycérides (10,5%). Les médianes étaient de 3,8 mUIl/ml pour

la FSH, 4,1 mUl/ml pour la LH et 17,9 nmol/l pour la testostérone totale.
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Tableau 3 : résultats des bilans lipidiques et hormonaux (n=39)

Patients
Ly ler 3e .
médiane Lartile Lartile présentant une normes
q q anomalie, n (%)

Bilan lipidique

Cholesterol total, g/l 2,0 1,8 2,2

HDL-cholesterol, g/l 0,5 0,4 0,6 4 (10,3%) >0,4

LDL-cholesterol, g/l 1,3 1,1 15 7 (17,9%) <1,6

Triglycérides, g/l 0,8 0,6 1,2 8 (10,5%) <15
Bilan hormonal

FSH, mUl/ml 3,8 3,0 6,1 3-15

LH, mUl/ml 4,1 3,2 4,8 1,5-9,3

testostérone totale, mUl/ml 17,9 131 21,2 10-30

Valeurs normales du bilan lipidique : recommandations de I'Afssaps de Mars 2005.
Valeurs normales du bilan hormonal : médianes des normes des laboratoires d’analyse.

Il. Evaluation de la réaction acrosomique

A. Effet des phospholipases sur réaction acrosomique

Les résultats de I'effet des différentes sPLA2 sur la RA sont rapportés dans la Figure
27. Apres test de migration-survie, environ 15% des spermatozoides ont réalisé leur RA. Ce
chiffre atteint environ 25% aprés 5h de capacitation. L'utilisation de hGV, hGX et mGX lors
des 10 derniéres minutes augmente significativement les taux de RA par rapport a une
capacitation seule pour atteindre respectivement 35% (p<0,001), 37% (p<0,001) et 34%
(p=0,001) de spermatozoides réagis. En revanche 'hGIB ne semble pas avoir eu d’effet

significatif sur la réaction acrosomigue avec un taux avoisinant également les 25%.
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Figure 27 : Effets des sPLA2 sur laréaction acrosomique
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TMS : Test de Migration-Survie ; capa : spermatozoides capacités 5h sans traitement
hGIB, mGX, hGV et hGX : 200nM lors des 10 derniéres minutes ;

A23187 : 10uM lors des 30 derniéres minutes.

NS : non significatif

B. Effet de la mGX H48Q

Nous avons comparé l'induction de la RA par la mGX et la mGX mutée, dépourvue
d’activité catalytique : la mGX H48Q. Les résultats sont rapportés dans la Figure 28. Si avec
la mGX active, le taux de RA atteint 34%, elle reste a 22% avec la mGX H48Q (p=0,003).
Cette derniére n’est pas significativement différente du taux de réaction acrosomique aprés

capacitation.

70



Figure 28 : étude de l'induction de la RA par la mGX et son homologue inactive (mGX H48Q)
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C. Comparaison de 3 milieux de capacitation

Trois milieux de capacitation (le Ham’s F10 et le Sperm Preparation Medium® et le
« milieu 3 ») ont été utilisés pour évaluer la réaction acrosomique. La comparaison des
résultats obtenus est décrite dans la Figure 29. Les résultats ont été exprimés en pourcentage
d’augmentation de la RA par les sPLA2 par rapport aux spermatozoides capacités. Les
résultats obtenus pour les 3 milieux nous donnent des résultats de réaction acrosomique

comparables.

Cette constatation nous a permis de grouper les résultats de tous les patients pour les

analyses statistiques suivantes.
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Figure 29: comparaison de 3 milieux capacitants
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Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux spermatozoides capacités.

D. Parametres spermatiques, type d’infertilité et induction de la

RA par les sPLA2.

Nous avons cherché a caractériser I'induction de la RA par les sPLA2 en fonction des
parameétres spermatiques, ces résultats sont présentés dans la Figure 30. Les résultats ont
été exprimés en pourcentage d’augmentation de la RA par les sPLA2 par rapport aux
spermatozoides capacités. Pour la numération spermatique, la mobilité, les anomalies de
'acrosome au spermocytogramme, et la qualité de I'ADN spermatique (fragmentation de

I’ADN) aucune corrélation n’a été constatée, avec des r? tous trés faibles.
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Figure 30 : Caractérisation de I'induction de la RA par les sPLA2 en fonction des caractéristiques
spermatiques.
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Dans un second temps, nous avons étudié l'induction des sPLA2 au regard de I'age
des patients (Figure 31). Tout comme les paramétres spermatigues, on ne retrouve pas de

corrélation entre I'induction de la RA par ces deux sPLA2 et I'Age des patients.

Si on étudie les résultats en fonction de la fécondité des patients, I'induction de la RA
par 'hGV semble plus élevée chez les patients n’ayant jamais eu de grossesse avec une
conjointe (p=0,013). Dans le cas d’hGX, on retrouve également les valeurs les plus élevées

chez les patients inféconds, mais la différence n’est pas significative.

Figure 31 : Caractérisation de I'induction de la RA par les sPLA2 en fonction des données
cliniques des patients
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E. Obésité, dyslipidémie et induction de la RA par les sPLA2

Nous avons ensuite cherché a caractériser I'induction de la RA par les sPLA2 en

fonction de I'MC (Tableau 4). Cependant, les résultats obtenus ne sont pas significatifs et ne

dégagent pas de réelle tendance.

Tableau 4 : Induction de la RA en fonction de de I'/MC

induction de la RA par induction de la RA par p-value p-value
hGV hGV (VS  hGX (VS
moyenne, % ET, % moyenne, % ET, % IMC<25) IMC<25)

IMC<25 (n=26) 142,4 31,4 153,8
IMC 25-30 (n=18) 131,2 26,6 136,8 NS NS
IMC>30 (n=7) 153,0 52,3 165,4 NS NS

Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux spermatozoides capacités

ET : écart-type NS : non significatif

La méme analyse, au regard des anomalies du bilan lipidique, a abouti aux mémes

constatations (Tableau 5).

Tableau 5 : Induction de la RA en fonction des anomalies lipidiques

induction de la RA induction de la RA p-value p-value
par hGV par hGX hGV (VS hGX (VS
groupe groupe
m, % ET, % m, % ET, % sans sans
anomalie) anomalie)
aucune anomalie lipidique 137,6 220 145,2 279
(n=20)
S T
2 1 anomalie lipidique 138,8 38,7 1434 328 NS NS
(n=18)
anomalie HDLc 131,4 31,6 1359 32,2 NS NS
(n=4)
anomalie LDLc 143,1 56,8 160,8 42,5 NS NS
(n=7)
anomalie triglycérides 135,4 217 132,7 126 NS NS

(n=8)

Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux spermatozoides capacités
ET : écart-type NS : non significatif
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DISCUSSION

Les données de la littérature et notamment chez I'animal montrent I'importance des
sPLA2 dans les fonctions du spermatozoide : sa mobilité , la capacitation, la réaction
acrosomique et la fécondation ainsi que le développement embryonnaire précoce (3-7). Nos
données aboutissent a des conclusions similaires au niveau de la réaction acrosomique, ce
qui suggere l'intérét de poursuivre les investigations sur cette famille d’enzymes dans le

domaine de la fertilité humaine.

.  ECHANTILLON PATIENTS

L’échantillon de patients inclus dans cette étude était de 61, or nous souhaitions
initialement recruter 90 patients dont un tiers d’individus fertiles. Si ce nombre de patients
constitue une limite pour les conclusions dans le travail de corrélation et de caractérisation des
populations les plus sensibles, il a en revanche été suffisant pour montrer un effet significatif
des sPLA2 sur la réaction acrosomique.

Les patients inclus présentaient dans une trés grande majorité des parameétres
spermatiques normaux, selon les valeurs normales de 'OMS 2010 (108). Cela s’explique par
les critéres d’inclusion que nous avons d( imposer apres I'étude préliminaire de faisabilité.
C’est pour cette raison que nous n’avons pas pu évaluer les taux de réaction acrosomique
dans le cas d’une infertilité d’origine masculine avérée. Le nombre modeste de patients inclus
dans cette étude constitue une limite non négligeable, limite qui s’est majorée dans I'analyse
des bilans lipidiques étant donné que seuls 38 patients ont réalisé le bilan, soit 62,3% des
patients inclus.

Les chiffres que nous observons pour la fragmentation de 'ADN spermatique sont
semblables a ceux décrits dans la littérature (89). Les données collectées nous ont également
permis d’analyser les résultats de la fragmentation. Nous n’avons cependant pas retrouvé le

lien précédemment décrit entre I'obésité masculine et la fragmentation de 'ADN (89), seule
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une tendance non significative a l'augmentation du taux de fragmentation de I'ADN

spermatique est retrouvée (Figure sppl).

. REACTION ACROSOMIQUE

Nos résultats confirment I'effet inducteur des sPLA2 sur la réaction acrosomique, tout
comme chez 'animal (4,6). La hGV, la hGX et la mGX étaient les enzymes les plus inductrices
de la réaction acrosomique permettant d’atteindre respectivement 35% (p<0.001), 37%
(p<0.001) et 34% (p=0,001) de spermatozoides réagis, contre 25% aprés capacitation sans
inducteur. En revanche 'hGIB ne semble pas avoir eu d’effet significatif sur la réaction
acrosomique avec un taux avoisinant également les 25%. Les chiffres obtenus dans I'éjaculat
(environ 15%), aprés capacitation (25%) ou avec utilisation de 'A23187 (70%) sont par ailleurs
semblables a ce que I'on peut trouver dans la littérature (50).

Nous avions a notre disposition une mGX dont le site catalytique était muté, privant
ainsi 'enzyme de 99,9% de son activité catalytique : la mGX H48Q (4). Comparer I'action de
la mGX a celle de son homologue inactive devait nous permettre de distinguer la part
d’'induction de la RA liée a I'activité enzymatique. Il a en effet été démontré que ces enzymes
étaient capables de remplir certaines fonctions via d’autres mécanismes d’action du type
ligand-récepteur (68). Le taux de réaction acrosomique est significativement plus élevé aprés
induction par la mGX (34%) par rapport a ceux aprés capacitation ou apport de mGX H48Q
qui ne dépassent pas les 25% (p-values respectivement de 0,001 et 0,003). Ces résultats
confirment ceux observés chez la souris (4). De plus, il est intéressant de noter que les SPLA2
les plus inductrices sont celles qui libérent le plus d’acide arachidonique : les sPLA2 des
groupes X (mGX et hGX) et V (hGV) (110). Ces données seraient donc en faveur d’'un mode
d’action des sPLA2 sur la réaction acrosomique passant par leur activité catalytique et la
libération d’acide fusiogénes. Ces lipides, parmi lesquels on retrouve I'acide arachidonique ou

les lysophospolipides, sont en effet connus pour leur action inductrice de la RA (7,38).
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Avec les études récentes sur la RA, I'ancien modéle qui proposait le réle crucial de la
liaison a la ZP comme stimulus déclencheur semble a revoir (52). Jin et al. ont en effet montré
que la grande majorité des spermatozoides fécondants réalisaient leur RA avant le contact
avec la ZP. Ceci montre l'intérét de poursuivre les études sur la mécanique de la RA. Les
résultats de cette étude et les données obtenues chez I'animal (4-7) sont autant d’éléments
qui incitent a poursuivre les investigations sur cette mécanique en développant le role des
SPLAZ2.

L’application clinique de tels travaux est aisément envisageable. Tout d’abord une
application diagnostique par I'établissement d’un test fonctionnel. L’évaluation de la réaction
acrosomique fait déja partie des analyses pouvant étre proposées lors d’un parcours d’AMP
mais elle reste a ce jour uniquement basée sur une réponse a un inducteur non physiologique :
I’A23187 (108). Evaluer la réponse a des inducteurs physiologiques, agissant in vivo, pourrait
donc s’avérer plus intéressant. Les taux de RA obtenus chez nos patients devront donc par la
suite étre confrontés aux issues des techniques d’AMP qu'ils pourront étre amenés a réaliser.
Nous pourrons alors étudier s’il existe une corrélation entre les taux de fécondation en FIV et
le niveau de RA de ces patients en réponse aux sPLA2. Un tel test pourrait alors s’avérer utile
dans I'arbre décisionnel en vue d’AMP, notamment pour le choix de la technique la plus
appropriée : FIV conventionnelle ou ICSI. Une telle analyse ne pouvait étre présentée dans ce
travail car trop peu de patients avaient déja initié de telles techniques.

L’autre application envisagée de ces travaux est I'utilisation de ces enzymes dans la
préparation des spermatozoides en techniques d’AMP. En effet, au-dela de leur action sur la
RA, il a été montré le bénéfice de ces enzymes sur le pouvoir fécondant des spermatozoides
en fécondation in vitro conventionnelle (4). De plus, les travaux de Jin et al. montrent que la
majorité des spermatozoides fécondants initient leur RA avant la ZP et que les
spermatozoides a acrosome intact entrant en contact avec la ZP seraient nettement moins
disposés a féconder I'ovocyte. Nous pouvons donc envisager un intérét a développer des
milieux favorisant la RA en technique de fécondation in vitro pour améliorer les résultats de

ces techniques. Enfin, en fécondation in vitro avec micro-injection (ICSI), les résultats de
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Gianaroli et al. semblent montrer le bénéfice sur les taux d’'implantation des embryons obtenus
apres injection de spermatozoides ayant réalisé leur RA versus spermatozoides a acrosome
intact (111). Les données chez I'animal obtenues quelques années auparavant aboutissaient
aux mémes conclusions (112,113). L'utilisation des sPLA2 pour la préparation des

spermatozoides avant ICSI pourrait donc également s’avérer bénéfique.

.  CARACTERISATION DES PATIENTS AYANT DES

SPERMATOZOIDES SENSIBLES AUX sPLA2

Pour cette caractérisation, nous avons décidé de présenter les résultats d’induction de
réaction acrosomique en pourcentage de variation car la réaction acrosomique dans le sperme
éjaculé varie énormément d’une personne a l'autre (de 5 a 43% dans notre panel) tout comme
dans le sperme aprés test de migration-survie (de 1,7% a 19%). Ce mode de présentation des
résultats assurait ainsi une standardisation. De plus, compte tenu du fait que toutes les
conditions d’analyse ne pouvaient pas étre réalisées pour chaque patient, exprimer les
résultats en pourcentage de variation par rapport aux spermatozoides apres test de migration-
survie (condition réalisée pour tous les patients) permettait de maintenir la comparabilité des
différentes conditions. Nous avons également décidé de favoriser I'analyse de hGX et hGV,
car ces deux enzymes se sont rapidement révélées étre les plus efficaces dans I'induction de
la réaction acrosomique.

Durant cette étude, trois milieux capacitants ont été utilisés : le Sperm Preparation
Medium® Origio (milieu commercialisé utilisé dans notre laboratoire pour les préparations de
sperme avant techniques d’AMP), le Ham’s F10® MP Biomedicals (milieu de référence cité
dans le manuel de 'OMS 2010 (108) et utilisé lors des travaux préliminaires) et un « milieu 3 »
reconstitué (109). Les niveaux d’induction de la RA s’avérant plus modérés que ceux obtenus
chez I'animal (4,6) ou lors des essais préliminaires, nous avons voulu nous assurer que ceci
n’était pas lié au milieu dans lequel les spermatozoides étaient capacités. L'analyse de

linduction de la réaction acrosomique avec ces 3 milieux ne donne pas de différence
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significative. Cette constatation nous a donc permis de grouper tous les patients inclus dans
cette étude pour caractériser la/les sous-populations de patients dont les spermatozoides sont
les plus sensibles a I'activité des sPLA2.

Pour réaliser cette caractérisation, nous avons d’abord recherché une corrélation entre
les paramétres spermatiques et I'induction de la RA par les sPLA2. Cette analyse ne montre
pas de corrélation entre ces parameétres (numération spermatique, mobilité, anomalies
morphologiques de I'acrosome et fragmentation de 'ADN spermatique) et 'induction de la RA
par hGX ou hGV. Il en était de méme pour ce qui concerne I'analyse des taux de RA avec
'age de ces patients. Si nous regardons le type d’infertilité, nous observons une induction plus
importante de la RA par les sPLA2 en cas d’infertilité primaire (patients inféconds) par rapport
aux infertilités secondaires (patients ayant déja procréé). Cette différence ne s’observe
cependant que pour hGV (p=0,013). De plus, pour hGV comme pour hGX, les médianes et
les quartiles observés pour les patients inféconds sont trés proches de ceux observés pour les
patients féconds.

Compte tenu du rdle des lipides dans la signalisation de la capacitation et de la réaction
acrosomique et de l'impact du surpoids et de la dyslipidémie sur la composition lipidique du
spermatozoide, nous avons testé I'hypothése d’'un lien entre ces déreglements métaboliques
et I'induction de la RA par les sPLA2. Nous avons en premier lieu testé cette hypothése pour
I'indice de masse corporelle. Une étude préliminaire montre d’ailleurs chez les patients obéses
une capacité moindre des spermatozoides a déclencher leur RA (93). Cependant, dans notre
étude, I'analyse ne retrouve pas de lien entre I'lMC et I'induction de la RA par les sPLA2. En
effet, les tendances observées pour les patients en surpoids (IMC entre 25 et 30) et les patients
obéses (IMC supérieur a 30) sont divergentes et non significatives.

Enfin, nous avons analysé les taux de réaction acrosomique au regard des anomalies
du bilan lipidique, ce qui s’est averé aussi peu concluant qu’avec I'indice de masse corporelle.
En effet, que ce soit pour hGV ou hGX, aucune anomalie lipidique ne semble liée
significativement a une diminution ou une augmentation de I'induction de la RA. Il faut toutefois

noter que peu de patients ont montré un bilan lipidique perturbé lors de cette étude et les
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anomalies lipidiques relevées étaient souvent trés proches des valeurs normales : seuls deux
patients présentaient un LDLc supérieurs a 2g/l, un seul présentait un taux d’HDLc inférieur a
0,35¢/l et les triglycérides n’étaient jamais supérieurs a 2,5g/I. De plus, ces valeurs sont fixées
par rapport au risque cardio-vasculaire, ce qui n'implique pas nécessairement que ces valeurs
soient les mémes dans le domaine de la fertilité.

Il est possible que cet objectif de caractérisation de 'activité des sPLA2 en fonction de
ces différents parameétres ait été un objectif trop ambitieux surtout compte tenu du nombre
modeste de patients inclus et du pourcentage de réalisation du bilan lipidique (62,3% des
patients). A cela s’ajoute le délai de réalisation du bilan lipidique (parfois plus d’'un mois aprés
la réalisation de I'analyse spermatique). Compte tenu des fluctuations possibles de ce bilan

lipidique, ce délai peut également représenter un biais.

Au final, notre étude montre donc que chez 'Homme, comme dans les modéles
animaux, les spermatozoides répondent a une activité sPLA2 par I'induction de la réaction
acrosomique. Cette induction de la réaction acrosomique dépend de la sPLA2 utilisée avec
une plus forte action des sPLA2 des groupes V et X par rapport a celle du groupe IB. Cette
induction semble indépendante des facteurs spermatiques, de la qualit¢é de I'ADN
spermatique, de I'age de l'individu, des niveaux lipidiques plasmatiques ou de I'obésité.

Les données obtenues dans cette étude confirment le bienfondé de I'étude des sPLA2
dans le domaine de la reproduction et ouvrent la voie a un travail sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans cette induction de la réaction acrosomique. Ces travaux seront le
préalable a I'évaluation de I'utilisation des sPLA2 dans le diagnostic étiologique de l'infertilité
avec I'établissement d’un test fonctionnel ainsi que dans la préparation des gamétes males en

techniques d’AMP.
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THESE SOUTENUE PAR : Julien BESSONNAT

TITRE : LE ROLE DES PHOSPHOLIPASES A2 SECRETEES
DANS LA FERTILITE: ACTION SUR LA REACTION
ACROSOMIQUE DES SPERMATOZOIDES HUMAINS.

CONCLUSION :

Les données de la littérature montrent l'intérét de mettre les lipides et leur
métabolisme au centre de la problématique de fertilité. Chez l'animal, le réle des
phospholipases A2 sécrétées, par le clivage des glycerophospholipides, a été
démontré dans la réaction acrosomique précoce mais également dans la mobilité, la
fécondation et le développement embryonnaire. L’étude de ces phospholipases en
fertilité humaine pourrait permettre d'expliquer l'origine de linfertilité de certains
patients. De plus, l'utilisation de ces enzymes dans la préparation et la sélection des
spermatozoides en fécondation in vitro, conventionnelle ou avec micro-injection (ICSI),
permettrait de prendre en considération les modifications lipidiques se déroulant in
vivo et ainsi d’accroitre les performances de ces techniques.

Nous avons inclus 61 patients au laboratoire d’Aide a la Procréation-CECOS
du CHU de Grenoble lors de ce projet. Dans la premiére partie de ce travail, nous
avons pu montrer que chez 'Homme, comme dans les modéles animaux, les
spermatozoides répondent a une activité sPLA2 par une augmentation du taux de
réaction acrosomique. Cette induction est nettement significative apres utilisation de
sPLAZ2 des groupes V et X et presque inexistante avec celle du groupe Ib. L'utilisation
d’'une sPLAZ2 de groupe X sans activité catalytique (mGX H48Q dont |e site catalytique
est muté) n'a également aucun effet sur la réaction acrosomique. De plus, les
données de la littérature montrent que les sPLA2 des groupes V et X sont les plus
productrices en lipides fusiogénes. Ces deux éléments nous aménent & penser que
ces enzymes agissent sur la réaction acrosomique par le biais de leur activité

catalytique.



Nous avons par la suite cherché a déterminer si cette induction de la réaction
acrosomique était corrélée avec les parameétres spermatiques, la qualité de 'ADN
spermatique ou le type d’infertilité dans le but de caractériser une population de
patients plus sensibles a I'action de ces enzymes. Nos données semblent montrer que
I'action des sPLA2 est indépendante de ces paramétres. Seulement 38 des 61
patients inclus durant cette étude (62,3%) ont réalisé le bilan lipidique. Ceci limite la
portée des conclusions que nous pouvons tirer des analyses de corrélation. Par la
suite, les données obtenues durant ce travail devront étre confrontées aux résultats
des techniques d'Assistance Médicale a la Procréation (AMP) des patients inclus pour
préciser si I'utilisation des sPLA2 sur spermatozoides peut devenir un test fonctionnel
utile dans I'arbre décisionnel en vue d’AMP.

Les données recentes de Jin ef al. remettent en question le schéma classique
de la reaction acrosomique en démontrant que le majorité des spermatozoides
fécondants réalisent leur réaction acrosomique avant le contact avec la zone pellucide
de l'ovocyte. De plus, l'injection de spermatozoides dépourvus d’acrosome permettrait
selon Gianaroli et al. d’augmenter significativement les taux de grossesse en ICS| par
rapport a une injection de spermatozoides a acrosome intact. Ces études associées
aux données de notre travail sur la réaction acrosomique et les données chez I'animal
montrant le bénéfice des sPLA2 dans la fécondation in vitro sont autant d’arguments
démontrant le bienfondé de I'étude des sPLA2 dans le domaine de la fertilité. Ceci
pourrait nous permettre par la suite de proposer leur utilisation dans la préparation des

spermatozoides en techniques d’AMP.
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