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INTRODUCTION

Aprés des décennies de recherches, le premier « bébé-éprouvette » est né en
1978 en Grande Bretagne. Il était le « fruit » du travail d’un physiologiste de I'Université
de Cambridge : Robert G. Edwards. A ce titre, il a regu le prix Nobel de Médecine en
2010 « pour le développement de la fécondation in vitro ». Depuis, les techniques
d’assistance médicale a la procréation (AMP) n'ont cessé d’évoluer permettant de
proposer une véritable thérapeutique a l'infertilité en médecine humaine.

En médecine vétérinaire, et plus particulierement pour les animaux de rente, la
finalité de la fécondation in vitro (FIV) est différente. |l ne s’agit pas en premier lieu de
traiter I'infertilité mais plutot de répondre a de nouveaux enjeux zootechniques dont la
réduction de main d’ceuvre et 'amélioration génétique par la voie femelle. En effet,
cette année, la Confédération nationale de I'élevage (CNE) a publié des chiffres
concernant 'emploi en élevage. Il en ressort respectivement une diminution de 26,7%
et 16,5% des équivalents temps plein en élevage bovin laitier et bovin viande ;
traduisant une perte d’attractivité des métiers de I'élevage et une difficulté de
recrutement [1]. Cette réduction de main-d’ceuvre [1], notamment qualifiée, associée
a des élevages de plus en plus grands, sont des facteurs de risque de chute des
performances reproductives. En effet, les taux de réussite a I'insémination artificielle
(IA) sont directement dépendants de facteurs zootechniques tels que la détection des
chaleurs ou la qualité de réalisation de I'insémination. Dans ce contexte, la production
d’embryons in vitro en vue de leur transfert apparait comme une solution potentielle
pour maintenir de bonnes performances reproductives au sein du troupeau: Un
vétérinaire collecte les ovocytes d’'une vache donneuse. lls les emmeénent dans un
laboratoire ou sera réalisée la FIV et la culture embryonnaire. Puis le vétérinaire revient
avec les embryons qu’il transfére dans les vaches receveuses préalablement
soumises a un protocole de synchronisation des chaleurs. Le réle de I'éleveur ou de
I'ouvrier se limite donc a préparer les animaux en respectant un protocole fourni par le
vétérinaire.

Par ailleurs, le transfert a partir d'embryons produits in vitro (PIV) présente de
nombreux intéréts par rapport au transfert embryonnaire (TE) classique. En effet, la
méthode dite MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) implique le traitement
des animaux avec des hormones gonadotrophiques. Ces traitements de
superovulation permettent d'augmenter de 1 a 10 le nombre d’ovules libérés par cycle
[2]. La procédure est répétable en moyenne cing fois par an et par vache. Cela permet
I'obtention d’'une centaine d’embryons sur la vie de I'animal [2]. La réserve ovocytaire
étant estimée a 100.000 ovocytes, il existe donc un important gaspillage du potentiel
geénétique femelle [2]. Quant a elle, 'OPU est répétable a raison de deux fois par
semaine. Cela permet donc 'obtention d’'embryons a un rythme plus rapide que par la
méthode MOET. De plus, la technique dOPU ne nécessite pas de traitement de
superovulation. Elle peut donc étre réalisée sur de jeunes animaux, permettant ainsi
de réduire lintervalle intergénérationnel [2]. Enfin, TOPU-FIV permet de réaliser des
« accouplements in vitro » [2]. Cela permet une grande valorisation du potentiel
geénetique des meilleures femelles puisque le nombre de males accouplés a la méme
femelle peut étre augmenté par rapport au TE classique. Toutes ces raisons expliquent
la tendance mondiale actuelle en faveur des transferts d’'embryons PIV au détriment
des transferts a partir d’embryons récoltés in vivo. Selon les chiffres de I'International
Embryo Technology Society (IETS), le nombre de TE a partir dembryons PIV a

21



augmenté d’'une maniere record (+32,8%) entre 2020 et 2021 [3]. Le rapport de 2022
confirme cette tendance.

Reste que la promesse est partiellement remplie. Malgré de nombreuses
recherches visant a améliorer la technique de FIV, la procédure reste encore peu
efficace et de tres nombreux embryons transférés sont incapables de conduire a une
gestation [4]. En effet, aprés collecte des ovocytes et fécondation in vitro, le nombre
d’embryons transférables avoisine les 30% [5]. Aprés transfert, seulement 50% des
vaches sont gestantes. Ces taux de gestation sont 10 a 40% inférieurs a ceux
observés apres transferts d’embryons obtenus in vivo [2], [6]. Aussi, il apparait
essentiel de rechercher tous les moyens permettant d’'améliorer les rendements de la
technique [4].

Le succes de 'OPU-FIV dépend de I'optimisation des facteurs males, femelles
et opérationnels [4], [6]. La qualité des gameétes est un facteur déterminant du
développement embryonnaire. Le rble central de I'ovocyte n'est plus discuté. Le
spermatozoide assure la fécondation de I'ovocyte et détermine donc en partie le
développement embryonnaire précoce et I'implantation dans l'utérus [2]. Un enjeu
majeur est donc I'appréciation de la fertilité de la semence.

Depuis plusieurs années, la recherche se tourne vers de nouveaux
biomarqueurs protéiques de la fertilité. Chez le taureau, une étude récente a retenu
125 protéines comme de potentiels candidats [7]. Parmi elles : L'A-Kinase Anchor
Protein 4 (AKAP4). Cette protéine est exclusivement présente dans la gaine fibreuse
des spermatozoides. Elle est synthétisée sous forme d'un précurseur : la proAKAP4.
De nombreux travaux ont mis en lumiére des corrélations entre les niveaux de
proAKAP4/AKAP4 et la fertilité in vivo (motilité, vitalité, morphologie des
spermatozoides notamment).

Ainsi, la proAKAP4/AKAP4 étant pressentie comme un biomarqueur de la
fertilité¢ male in vivo, si elle s’avérait aussi étre un bon biomarqueur de la fertilité male
in vitro, elle pourrait devenir un atout important dans la sélection de taureaux pour la
FIV. En effet, une bonne fertilité in vivo n'est pas garantie d’'une bonne fertilité in vitro.
C’est pourquoi, dans ce projet nous avons choisi d’évaluer la proAKAP4/AKAP4
comme biomarqueur de la fertilité in vitro chez les bovins. Notre objectif est de
répondre a la question suivante :

La teneur en proAKAP4 de la semence est-elle pronostique de la qualité du
développement embryonnaire in vitro chez les bovins ?

Pour mener a bien ce projet, une collaboration tripartite, initiée par le Dr. Lamia
Briand-Amirat, a vu le jour entre Oniris, I'Institut national de la santé et de la recherche
médicale (INSERM) et 'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort (ENVA). Cette association
complémentaire a permis de construire une synergie entre I'expertise des pathologies
de la reproduction et I'évaluation de la qualité du sperme du Dr. Lamia Briand-Amirat,
'expérience du développement embryonnaire in vitro du Dr. Alline Reis, et celle du
domaine de la technologie protéomique du Dr. Nicolas Sergeant.

Ce manuscrit se décompose en deux parties. Dans un premier temps, nous
présenteront une revue de la littérature reprenant les notions fondamentales
nécessaires a la compréhension du sujet. La partie expérimentale de notre projet est
présentée dans un second temps sous la forme d’un article scientifique en préparation.
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,PREMIERE PARTIE :
Etude bibliographique

La partie bibliographique de ce manuscrit se décompose en quatre temps. D’abord,
nous présenterons brievement I'art du transfert embryonnaire chez les bovins apres
ponction ovocytaire et fécondation in vitro. Nous ferons ensuite des rappels concernant
la genése et la structure des spermatozoides. Dans un troisiéme temps, nous nous
intéresserons aux modalités de l'utilisation de la semence en routine et notamment
aux différentes méthodes d’évaluation de la qualité spermatique chez les bovins. Enfin,
les connaissances sur la proAKAP4/AKAP4, protéine d’intérét pour notre travail, seront

@groupées dans une quatriéme partie. /
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. Le transfert embryonnaire chez les bovins aprés ponction ovocytaire
échoguidée (Ovum Pick Up) et fécondation in vitro

A. Préparation des gamétes femelles

a. Collecte des ovocytes

Il existe plusieurs méthodes permettant la récolte des ovocytes. Certaines
meéthodes sont réalisées in vivo. C’est le cas de la laparoscopie par voie paralombaire,
premiére technique développée dans les années 1980. Elle a 'avantage de posséder
un bon rendement (77%) en revanche elle entraine la formation de tissu cicatriciel et
d’adhérences au niveau des ovaires de la donneuse [8]. Des techniques moins
invasives ont donc été développées en prenant exemple sur les techniques réalisées
en médecine humaine. La plus utilisée est I'Ovum Pick Up (OPU), mise en place par
Pieterse et al. en 1988 [9].

La manipulation se fait sur une femelle tranquillisée et sous anesthésie
épidurale. Les matiéres fécales sont évacuées du rectum. Au besoin, la vessie peut
étre vidangée. La ponction est réalisée par voie transvaginale avec une sonde
échographique munie d’une aiguille de prélevement. Par voie transrectale, un
manipulateur maintient les ovaires contre la sonde échographique. Les follicules
présents sur l'ovaire apparaissent sur I'échographe comme des zones noires
anéchogénes. Le déplacement de la sonde et/ou de l'ovaire permet d’ajuster la
position du follicule a ponctionner sur le trajet de I'aiguille de ponction, identifié par une
ligne sur I'écran de I'échographe. Lorsque le follicule a ponctionner est correctement
placé en face de la sonde, 'opérateur introduit I'aiguille dans le follicule a travers la
paroi vaginale puis a travers celle du follicule. L’aspiration est déclenchée. Le liquide
folliculaire est aspiré. Cela se matérialise a I'échographie par la disparition progressive
de la zone anéchogene folliculaire. Certains auteurs recommandent un curetage du
follicule par des mouvements circulaires de l'aiguille de ponction [9]. Chaque follicule
de diamétre supérieur a 2mm est ainsi ponctionné de maniére individuelle. Les
ovocytes sont récupérés dans des tubes contenant un milieu de culture spécifique [2]
(Figure 1).

Le rendement de 'OPU varie en fonction des auteurs entre 19% et 70% [9]. Par
rapport au nombre de follicules ponctionnés, le pourcentage moyen d'ovocytes
récoltés est de 57% [2]. Ainsi, dans I'espéce bovine, au cours d’'une session d'OPU le
nombre moyen de follicules ponctionnables est compris entre 5 et 7 [2]. Le nhombre
moyen d’ovocytes récupéreés est compris entre 3 et 4 [2].

L’OPU est une technique pouvant étre réalisée plusieurs fois au cours d’un
méme cycle chez la donneuse. Des ponctions peuvent donc étre réalisées de maniére
hebdomadaire voir bihebdomadaire [2]. Le nombre moyen de follicules ponctionnés
en début de cycle (4,9) est plus élevé que celui obtenu au milieu (3,4) ou en fin de
cycle (3,9) [2]. En revanche, le taux de récupération des ovocytes reste stable au cours
du cycle [2].

L’effet du stade de reproduction a été étudié en comparant la pratique de cette
technique sur des génisses et des vaches taries, en lactation ou gestantes. Chez les
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vaches gestantes, 'OPU n’est réalisable qu’au cours des 3 premiers mois du fait de
l'inaccessibilité de I'ovaire le reste de la gestation [2]. En 1995, Bungartz et al. ont
observé un nombre moyen de follicules ponctionnables significativement plus élevé
chez les vaches en lactation (10,6) et taries (9,3) que chez les vaches non gestantes
(7,3) ou les geénisses (8,1) [2]. Le nombre d’ovocytes récoltés n’est cependant pas
significativement différent [2]. Le pourcentage d’'ovocytes récoltés est significativement
plus élevé chez les vaches taries [2].

En tant que telle, TOPU ne nécessite pas de réponse a un traitement de
superovulation [2]. Cela permet donc d’utiliser cette technique sur des animaux
prépubéres par exemple. Cependant l'effet d’'une stimulation ovarienne a l'aide
d’hormones gonadotropes comme [I'’hormone folliculo-stimulante (FSH) ou la
gonadotrophine chorionique équine (eCG) a largement été étudié. Cette stimulation
permet d’augmenter le nombre de follicules ponctionnables [2]. En revanche, elle
n‘augmente pas le pourcentage d’ovocytes récoltés par rapport au nombre de follicules
ponctionnés [2]. En revanche, le recours a une superovulation ne permet qu’une seule
récolte par cycle.

Figure 1 : Représentation schématique de la technique d’Ovum Pick Up [10]
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b. Sélection

Aprés la récolte des ovocytes, leur qualité est évaluée sous microscope optique.
L’International Embryo Technology Society (IETS) propose une classification en
quatre classes des Complexes Cumulus Oocyte (COC) (Figure 2). Cette classification
se base notamment sur I'aspect des cellules du cumulus qui entourent I'ovocyte. En
effet, les cellules du cumulus possédent un réle primordial dans le développement de
I'ovocyte notamment par I'apport de métabolites et de nutriments lors de la reprise de
la méiose. Il est recommandé de n’utiliser que les COCs de grade 1 et 2.

Figure 2 : lllustration de la classification des ovocytes de bovin selon les
critéres de I'IETS [10]

(A) Classe 1 : COC d’aspect transparent, cumulus compact, ooplasme homogéne.
(B) Classe 2 : COC d’aspect transparent, cumulus compact, ooplasme d’aspect irrégulier.
(C) Classe 3 : COC plus sombre, cumulus peu compact et ooplasme sombre et irrégulier.

(D) Classe 4 : Cumulus expansé voire absent

(D)

26



c. Maturation in vitro

La maturation in vitro (MIV) des ovocytes, c’est a dire la reprise de la méiose,
nécessite un milieu de culture adapté. Chez les bovins, les milieux les plus
couramment utilisés sont le milieu TCM-199 et le Fluide d’Oviducte Synthétique (SOF).

Le milieu TCM-199 est un milieu tamponné aux bicarbonates et contenant des
sels minéraux, du glucose, des glutamines, des acides aminés et des vitamines. De
nombreuses études visent a déterminer le milieu de maturation optimal. Il est possible
d’ajouter au milieu TCM-199 d’autres éléments favorisant la maturation tel que des
facteurs de croissance (Epidermal Growth Factor) ou encore des hormones (FSH, LH,
cestradiol, hormone de croissance) [11].

Les conditions de culture sont également déterminantes dans le processus de
maturation. La température optimale est de 38,5°C. Concernant les conditions
atmosphériques, une atmosphére a 5% de CO: et saturée en humidité est
usuellement utilisée [12]. En régle générale, la MIV dure entre 22 et 24 heures. A
l'issue de celle-ci, 80% a 90% des ovocytes ont expulsés leur premier globule polaire
et ont atteint le stade métaphase Il [13].

B. Préparation des gameétes males et FIV

In vivo, les spermatozoides sont séparés du plasma séminal lors de la remontée
des voies génitales femelles. Une sélection des meilleurs spermatozoides s’opére lors
de leur progression jusqu’a I'ovocyte. Lors de la FIV, le but est de reproduire cette
sélection in vitro.

L’'une des principales techniques utilisées pour réaliser la sélection des
spermatozoides est l'utilisation de gradient de densité. Le principe est simple : la
centrifugation en gradient de densité permet de séparer, dans un milieu présentant
plusieurs couches de densité différente, des particules en fonction de leur taille et de
leur densité. Lors d’'une centrifugation courte ou lente, les particules se séparent en
fonction de leur taille. Lors d’'une centrifugation longue ou rapide, la séparation des
particules se fait en fonction de leur densité : les particules vont se déplacer vers la
zone du gradient ayant la méme densité qu’elles [14]. La densité des spermatozoides
dépend de plusieurs facteurs tels que leur morphologie [15], l'intégrité de leur
chromatine [16], leur maturité [17] et leur motilité [18].

Le gradient se fait a I'aide de milieux tel que Bovipure® composé de particules
de silices colloidales recouvertes de silane en suspension dans une solution saline
physiologique. Le principe est de réaliser une superposition de couches de
concentrations différentes pour récupérer les spermatozoides. Classiquement la
couche inférieure est composée a 80% et la couche supérieure a 40%. Les paillettes
de sperme sont décongelées puis placées au-dessus du gradient. Le tout est
centrifugé pendant une dizaine de minutes a 200 G. Les spermatozoides les plus
denses, donc de meilleure qualité, se retrouvent alors dans la couche inférieure. Le
culot est récupéré puis lavé et centrifugé cinqg minutes dans une solution de ringage.
Le culot est ensuite récupéreé par élimination du surnageant [16], [18] (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma de la disposition des spermatozoides avant et apreés la

centrifugation en gradient de densité bi-couche [19]
Before centrifugation : avant centrifugation / After centrifugation : apres centrifugation
Sperm sample : échantillon de sperme
Non-motile sperm fraction, others cells and debris : fraction de spermatozoides non motiles, autres cellules et
débris
Motile sperm fraction : fraction de spermatozoides motiles
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Chez les bovins, I'étape de fécondation in vitro au sens strict, est obtenue par
la co-intubation de l'ovocyte mature et des spermatozoides. La capacitation des
spermatozoides est réalisée pendant le temps de contact entre les gamétes. Les
paramétres d’ambiance sont identiques a ceux de la MIV [20]. Les milieux additionnés
d’héparine, rajoutée directement dans le milieu, sont les plus utilisés pour la
fécondation [21]. L’héparine se fixe sur des protéines qui interagissent avec le
cholestérol et les phospholipides de la membrane plasmique. Cette liaison entraine
une perte de lectines responsable de l'efflux de cholestérol. De plus, la liaison de
'héparine aux protéines entraine un changement de pH intracellulaire du
spermatozoide, une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium et une
augmentation de 'activité de I'adénylate cyclase. Tous ces mécanismes contribuent &
la réalisation de la capacitation.

Le nombre de spermatozoides mis en incubation est essentiel. Le nombre
minimum de spermatozoides requit par ovocyte n’est pas établit car il existe
d'importantes variations entre les taureaux et entre les races. Une concentration de 1
a 2 millions de spermatozoides par millilitre est communément utilisée [22].

La température requise pour la fécondation est comprise entre 38,5°C et 39°C
avec une atmosphere a 5% de CO2, saturée en humidité. Les temps d’incubation
varient entre 16 heures et 22 heures [23].

Selon les auteurs, les milieux et les méthodes utilisées pour la FIV, les taux de
fécondation obtenus in vitro sont compris entre 30 et 85% [2].
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C. Développement embryonnaire précoce

Apres I'étape de fécondation in vitro, les zygotes présumés sont soumis a un
cycle court de vortex afin d’enlever les cellules du cumulus le plus accrochées a
I'ovocyte. Ensuite, ils sont rincés afin de retirer les débris spermatiques et I'ensemble
de cellules du cumulus. Les zygotes sont ensuite transférés dans un milieu de culture
adapté. Il existe plusieurs types de culture embryonnaire dont les deux principalement
utilisés actuellement :

- Lamonoculture : un seul milieu est utilisé pour toute la durée du développement
embryonnaire précoce. Chez les bovins, le milieu le plus utilisé est le milieu
SOF auquel on ajoute divers éléments favorisant le développement (glucose,
vitamine, acides aminés, antibiotiques etc.)[22].

- La culture sur plusieurs milieux séquentiels : Plusieurs milieux sont utilisés afin
de répondre au mieux aux besoins des embryons selon le stade de leur
développement, notamment le besoin en glucose [22].

La encore, les parametres d’ambiances sont essentiels. La température de
culture varie entre 38,2°C et 38,5°C. La culture des embryons se fait sous une faible
concentration en oxygéne (5%) proche des conditions in vivo. Une concentration a 5%
de CO2, 5% de O2 et 90% en dioxyde d’azote est préconisée [24]

Suite a la fécondation, I'ovocyte alors bloqué en métaphase Il, expulse le
second globule polaire. On parle alors de zygote. Ce dernier va progressivement se
diviser et passer par un stade a deux cellules, puis quatre cellules etc. A partir d’'une
masse de 16 cellules, on parle de morula. Celle-ci va ensuite évoluer au stade de
jeune blastocyste. Ce stade se caractérise par des blastoméres organisés en deux
zones : le bouton embryonnaire et le trophoblaste en périphérie, le deux séparés par
une cavité : le blastoccele. Ce jeune embryon se transforme en blastocyste environ au
7¢ jour post fécondation. Suite a des mouvements d’expansion et de contractions, le
blastocyste va subir le phénoméne d’éclosion c’est-a-dire qu’il va sortir de sa zone
pellucide. On parle alors de blastocyste éclos (Figures 4, 5, 6).

Figure 4 : Etapes du développement embryonnaire précoce [25]
Oviduct : Oviducte / Uterus : Utérus / Fertilization : Fécondation / Cleavage : Segmentation
Compaction : / Blastulation : / Expansion : Expansion / Hatching : Eclosion / Elongation : Elongation
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Figure 5 : Représentation schématique des étapes du développement

« normal » des embryons bovins [26]
Cell : cellule / Day : jour
Early morula : jeune morula / Early blastocyst : jeune blastocyste / Blastocyst : Blastocyste
Expanded blastocyst : Blastocyste expansé / Hatched blastocyst : blastocyste éclos
Expanding hatched blastocyst : blastocyste expansé éclos

N\

(day 4) (day 5) (day 5-6)

4. Morula
(day 6) (day 7) (day 7-8)
e

8. Hatched blastocyst

7. Expanded blastocyst (day 9) 9. Expanding
(day 8-9) hatched blastocyst
(day 9-10)

Figure 6 : Schéma d’un embryon de bovin au stade blastocyste (J7) [26]
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D. Evaluation de la qualité du développement embryonnaire

Classiquement, la culture in vitro des embryons bovins dure 7 a 8 jours ; jusqu’a
ce qu'ils atteignent le stade de blastocyste (Figure 6).

La qualité des embryons est alors évaluée. Pour ce faire, deux moyens sont
disponibles, la loupe binoculaire est le moyen le plus utilisé car il est simple, peu
onéreux et permet une évaluation rapide [27], [28]. Cette évaluation se base sur des
critéres morphologiques. Il permet d’attester de la fécondation et du bon déroulement
du développement embryonnaire [29]. Cependant, elle présente plusieurs limites.
D’abord il s’agit d’analyser 'embryon, structure en 3 dimensions, sur une projection en
2 dimensions. Cela peut donc entrainer des erreurs dues aux artefacts. De plus, le
développement embryonnaire est une succession dynamique d’événements or le
microscope permet uniquement une évaluation statique. La cinétique du
développement embryonnaire n’est pas prise en compte [30].

Pour I'espéce bovine, la classification la plus utilisée aujourd’hui repose sur les
recommandations de 'lETS :
- Classe 1 : excellente ou bonne qualité
- Classe 2 : acceptable
- Classe 3 : insuffisant
- Classe 4 : mort ou dégénére

Cependant, il est important de considérer que la classification proposée par
I'lETS se base sur des criteres observés chez des embryons obtenus in vivo. Or, il
existe des différences importantes entre les embryons obtenus in vivo et ceux produits
in vitro (PIV). Ces différences sont développées plus loin. La sélection des embryons
n’est donc pas optimale.

Pour affiner la sélection des embryons produits in vitro, I'étude des caractéres
morpho-cinétiques des embryons apparait donc particulierement intéressante. Ainsi,
les systémes d’enregistrement d’image en (quasi) continu dit time-lapse se sont
développés. Un incubateur est alors équipé d’'une caméra qui prend des photos des
embryons a intervalles de temps réguliers (de quelques minutes a plusieurs heures).
La succession de ces photos génére un film du développement embryonnaire qui
permet d’apprécier celui-ci d’'un point de vue morphologique et cinétique (durée des
divisions, changement de morphologie lors des divisions, phases d’arrét etc.). Ce
nouveau moyen présente également 'avantage de ne pas sortir quotidiennement les
embryons de I'incubateur, ce qui était nécessaire avec le microscope [31] (Figure 7).
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Figure 7 : Photographie du dispositif Primovision® (Time Lapse)

L’évaluation de la qualité embryonnaire qu’elle soit statique ou dynamique
s’effectue a travers de trés nombreux critéres. Cela entraine donc une difficulté dans
I’'homogénéisation de son appréciation. Des efforts de standardisation ont été faits afin
d’uniformiser le travail effectué dans les différents laboratoires et ainsi de pouvoir
échanger et comparer les résultats.

Cependant, la standardisation des criteres dynamiques obtenus via le time-
lapse est beaucoup plus complexe [32] et il n’existe pas encore de consensus.

E. Transfert de I'embryon

Les femelles receveuses sont préparées a I'aide d’'un protocole hormonal de
synchronisation permettant a l'utérus d’étre dans les conditions optimales pour
recevoir I'embryon [33].

La vulve est nettoyée plusieurs fois et séchée. L’embryon est manipulé de
maniére stérile afin d’éviter toute contamination. L’embryon est placé dans une sonde
entre deux bulles d’air. Il est déposé dans la corne utérine par voie vaginale aprés
cathétérisme du col. Idéalement 'embryon est placé dans la corne utérine ipsilatérale
a l'ovaire présentant un corps jaune [33].
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F. Cryopréservation des embryons

La cryopréservation des embryons permet de dissocier la production des
embryons avec leur transfert. Elle permet ainsi la commercialisation des embryons et
la création d’'une banque d’embryons d’animaux a haute valeur génétique. Deux
principales techniques sont utilisées : la congélation lente et la vitrification [34].

La congélation lente ou « slow freezing» repose sur le principe de
déshydratation osmotique. La vitesse de refroidissement doit étre suffisamment lente
pour permettre a I'eau intracellulaire, qui n'est pas congelée, de se déshydrater par
osmose. Les embryons sont lavés puis placés dans un milieu contenant un
cryoprotecteur. L’ensemble est placé dans des paillettes, elles-mémes placés dans un
congélateur. La température de départ est -6°C. Elle est diminuée par palier de 0,5°C
par minute jusqu’a arriver a la température de -35°C. Les palillettes sont ensuite
conserveées dans I'azote liquide (-196°C) jusqu’a l'utilisation des embryons [34].

A Tlinverse, la vitrification correspond a un refroidissement trés rapide de
I'embryon. Il n'y a pas de formation de cristaux de glace : un état vitreux est atteint par
augmentation de sa viscosité au cours du refroidissement. Cette technique nécessite
l'utilisation d’agents cryoprotecteurs a forte concentration. Les embryons vitrifiés sont
ensuite conservés dans l'azote liquide [34].

G. Différences entre les embryons produits in vivo et in vitro

L’observation des embryons récoltés in vivo a permis d’améliorer les techniques
de culture in vitro. Malgré cela, de nombreuses différences existent entre les deux
types d’embryons [5]. Le milieu et les conditions de culture des embryons ont un rdle
important dans ces différences [35]. On distingue des différences concernant le
développement précoce et des différences sur le long terme concernant le feetus et le
futur veau. Les principales différences concernant le développement précoce sont
listées dans le Tableau I.

Sur le long terme, plusieurs manifestations cliniques sont regroupées sous le
nom de « Large Offspring Syndrome » (LOS) par les auteurs anglo-saxons [2]. Cela
se traduit notamment par une gestation allongée et des veaux plus gros a la
naissance ; ce qui résulte en un nombre de césariennes plus important [2] (Tableau
I). De plus, la naissance de veaux males est plus souvent observée et des anomalies
congénitales sont constatées (anomalies de membres, veaux bull-dog, croissances
anormales d'organes) [2] (Tableau Il). La cause du LOS est encore méconnue. La
principale explication proposée est I'altération des modéles épigénétiques associés a
la chromatine embryonnaire préimplantatoire entrainant une dérégulation de
I'expression des genes impliqués dans la croissance et le développement foetal est
placentaire [2].
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Tableau I : Principales différences dans le développement embryonnaire
précoce entre les embryons produits in vitro et leurs homologues in vivo

Embryons in vivo Embryons in vitro Conséquences
. Mauvaise compaction des
Contacts cellulaires entre les ;
N e blastoméres [36]
blastoméres plus étroits
Morphologie . .
Petit nombre de gouttelettes Zone pellucide plus fragile
lipidiques Teneur en lipides plus importante . L.
Qualité supérieure
des embryons in
Cinétique du Allongement des cycles de vivo
développement divisions [38]
Embryons PIV plus
sensibles a la
Métabolisme plus élevé [39], [40] : | congélation [5], [37]
Métabolisme Métabolisme « calme » Production de lactates majorée Réduction du
Taux d’oxydation plus élevés développent
Niveaux élevés d’especes embryonnaire
réactives de I'oxygéne précoce
Expression diminuée d’un grand
Gé . nombre de génes impliqués dans
énomique e L
les mécanismes de transcription
et de traduction [41]

H. Résultats obtenus lors de transferts embryonnaires

Les différences entre les embryons PIV et leurs homologues in vivo conduisent
a des difféerences dans les résultats obtenus des transferts embryonnaires. Le tableau
Il présente et compare les résultats obtenus lors des transferts a partir d’embryons PIV
et ceux récoltés in vivo. Les taux de gestation obtenus aprés transferts d’'embryons in
vitro varient entre 45 et 65% [42]. La variation s’explique par des différences quant aux
conditions de culture, la cryopréservation ou non de I'embryon ou encore les conditions
de réalisation du transfert en lui-méme. Cependant, la littérature s’accorde sur le fait
que les taux de gestation sont meilleurs avec des embryons récoltés in vivo [6]. De
plus, les embryons PIV présentent des taux de mortalité et d’avortement nettement
plus élevés que ceux observés en insémination artificielle ou lors du transfert
d’embryons récoltés in vivo [42].

Malgré cela, la technique de transfert embryonnaire apres OPU et FIV présente
des intéréts majeurs pour la sélection [2] :

- Augmenter la pression de sélection sur les méres a taureaux : L'OPU est
répétable a raison de deux sessions par semaine. A raison de 1,5 embryons
transférable par session, cela permet de multiplier par 4 le nombre de veaux
obtenus par unité de temps comparé a la superovulation et la collecte classique
ou le délai entre deux traitements de superovulation est de 60 jours [2].
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- Une meilleure sélection des

individus :

Elle permet de faire des

« accouplements in vitro » [2]. Le nombre de males accouplés a la méme
femelle peut notamment étre augmenté par rapport au transfert d’'embryons
classique aprés superovulation.

- Obtenir
superovulation

des descendants de femelles ne

répondant pas a la

Cela explique, en grande partie, la tendance mondiale actuelle en faveur des
transferts a partir dembryons PIV [3]

Tableau Il : Tableau des résultats obtenus lors des transferts embryonnaires a
partir d’embryons produis in vivo et d’embryons produits in vitro

Transfert embryonnaire
Embryons récoltés in vivo

OPU/FIV et transfert
embryonnaire
Embryons produits in vitro

Follicules ponctionnés
(/ session)

Sans stimulation : 5a 7 [2]
Avec stimulation : 11 & 17 [2]

Ovocytes récupéreés
(/ follicules ponctionnés)

57% [2]
[19% - 70%)] [2]

Ovocytes mis en maturation
(/ ovocytes récupéreés)

82% [2]

Ovocytes maturés
(/ ovocytes mis en maturation)

50% [2]

Zygotes obtenus
(/ ovocytes maturés)

30% [2]

Taux de fécondation in vitro

30% — 85 % [2]

Taux de blastocystes

7% - 50% [2]

Taux de gestation
(/ embryons transférés)

64,1 % [2]
[41,5% - 90%]

40,1 % [2]
[29,5% - 54,3%]

Mortalité embryonnaire
(< 42 jours de gestation)

ND

20 % [42]

Avortement
(> 42 jours de gestation)

0,3 % (n=1224) [26]

7% - 13% [42]

(IA : 281,2 jours [2])

Mortalité néonatale o o
(1A 5,3 % [2]) 46% (2] s
Durée de gestation 282 jours [2] 284 jours [2]

Autres manifestations du LOS

55% de veaux méles (49% en IA)
3,2 % de malformations (0,7 en IA)

35




- La technique d’Ovum Pick Up est une technique permettant de récupérer
les ovocytes d’'une vache donneuse in vivo. Elle ne nécessite pas de
réponse a une stimulation ovarienne. Répétable jusqu’a deux séances par
semaine, elle permet une meilleure exploitation de la réserve ovocytaire.

- La production in vitro d’embryons passe par plusieurs étapes clés dont la
MIV, la FIV et |la culture embryonnaire. La maitrise et I'optimisation de ces
techniques sont essentielles pour obtenir des embryons transférables.

- L’évaluation de la qualité des embryons produits in vitro en vue de leur
transfert se base actuellement sur des criteres morphologiques. Cette
méthode présente I'avantage d’étre peu couteuse et rapide. Cependant,
elle nest pas optimale puisque les recommandations de I'lETS ont été
formulées a partir d’embryons récoltés in vivo. Or il existe d’'importantes
différences entres les embryons produits in vitro et ceux récoltés in vivo,
notamment une différence majeure au niveau de la qualité de la zone
pellucide. De plus, cette méthode ne prend pas en compte la cinétique du
développement embryonnaire. Aussi, I'évaluation de la qualité par des
techniques morphocinétiques est en plein essor. Cependant, il n’existe pas
encore de consensus quant a la standardisation de cette méthode.

- Les différences entre les embryons récoltés in vivo et ceux produits in vitro
résultent en des différences dans les résultats obtenus lors des transferts ;
les taux de gestation étant meilleurs avec les embryons récoltés in vivo.

Malgré une grande avancée dans l'optimisation de la production in vitro
d’embryons bovin au cours des derniéres décennies, la technique de fécondation in
vitro et a fortiori le transfert embryonnaire restent des procédures peu efficaces. En
moyenne, seulement 50% des embryons PIV transférés conduisent a une gestation
[2]. Deux axes sont a envisager afin de permettre I’amélioration de ce
rendement [43] : 1/ Optimiser la production in vitro afin d’obtenir un nombre
d’embryons transférables plus important; 2/ Améliorer la sélection des
embryons afin d’augmenter le pourcentage d’embryons transférés qui
conduiront a une gestation.

C’est sur le premier axe que s’oriente cette thése. De trés nombreux facteurs
influent sur la production des embryons in vitro et notamment sur le développement
embryonnaire. La qualité des gamétes en fait partie. La place centrale de I'ovocyte
dans le développement embryonnaire n’est plus discutée, cependant, le
spermatozoide posséde également un role essentiel. En effet, il existe une grande
variabilité entre taureaux de leur pouvoir fécondant in vitro [2]. Cela peut s’expliquer
par plusieurs éléments [2] :

- Une composition différente du plasma séminal
- Des difféerences dans la capacité du spermatozoide a induire les réactions
ovocytaires (réaction acrosomique, achévement de la deuxiéme division)
- Des temps nécessaires a la capacitation différents.
Pour ces raisons, 'amélioration de la sélection du gaméte male apparait pertinente
pour 'amélioration des rendements obtenus en FIV et TE.
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Il. Le spermatozoide : genése et structure

Les spermatozoides sont produits dans les testicules au cours de la
spermatogénése. Bien qu’étant une cellule hautement différenciée, la structure des
spermatozoides est trés conservée, notamment au sein des mammiféres [44].

A. La spermatogénése

La spermatogenése est 'ensemble des étapes permettant la différenciation des
spermatogonies (cellules germinales diploides) en spermatozoides (cellules
différenciées haploides) [44], [45]. A partir de la puberté, entre 6 et 12 mois chez le
taureau [46], elle se déroule en continue dans les testicules ; au niveau des tubes
séminiferes.

Chez le taureau, la spermatogénése dure 54 jours [46]. L'efficacité de la
spermatogénése est en moyenne de 12 millions de spermatozoides/jour/gramme de
testicule (contre 20 a 28 millions chez la plupart des mammiféres) [12]. La
spermatogénése peut étre découpée en 4 étapes, illustrée dans la Figure 8 [46].

1) Phase de multiplication :
Il s’agit de I'étape au cours de laquelle des cellules germinales primordiales
(diploides) sont converties en spermatogonies (diploides) [45].

2) Phase d’accroissement :
Au cours de cette étape, certains types de spermatogonies se divisent par mitose
et se différencient en spermatocytes primaires (diploides) [45].

3) Phase de maturation :

Les spermatocytes primaires (diploides) se divisent par méiose. Lors de la méiose
I, les spermatocytes primaires deviennent des spermatocytes secondaires
(haploides). Lors de la méiose I, les spermatocytes secondaires se divisent a
nouveau pour former quatre spermatides (haploides) [45].

4) Phase de différenciation ou spermiogénése :

Les spermatides se différencient pour devenir des spermatozoides. Parmi ces
différenciations, on peut citer la formation de I'acrosome, la mise en place du
flagelle, I'élongation et la condensation du noyau, I'élimination du surplus de
cytoplasme, le regroupement des mitochondries [44], [45].
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Figure 8 : Représentation schématique du déroulement de de la
spermatogénése au sein du tissu épithélial des tubes séminiféres [46]
Spermatozoa : Spermatozoide / Spermatids round : spermatides rondes
Primary spermatocytes : spermatocytes primaires / Spermatogonia : Spermatogonie
Sertoli cell nucleus : Noyau d’une cellule de Sertoli

s

SR
A
Q!
.‘ ‘ .Y : 3 ']
7L '.'.'_”w ki

Spermatids,
round

Primary
spermatocytes

Sertoli cell nucleus

Spermatogonia

B. Etapes de maturation des spermatozoides

Une fois produits, les spermatozoides sont émis dans la lumiére des tubes
séminiféres. lls sont alors immatures, immobiles et ne possédent aucun pouvoir
fécondant. Leur maturation s’effectue au cours de deux étapes cruciales [44], [45],
[47]:

- La maturation épididymaire :
Elle s’effectue lors du transit a travers I'épididyme. Les spermatozoides
acquierent leur motilité progressive c’est-a-dire la capacité a se déplacer en
ligne droite. lls subissent également de nombreuses modifications
membranaires avec notamment I'apparition de récepteurs nécessaires a la
reconnaissance de I'ovocyte et a la fécondation [47].

- La capacitation :

La capacitation est 'ensemble des changements physiologiques qui permettent
au spermatozoide de féconder I'ovocyte [44]. Elle se déroule au cours de la
remontée des voies génitales femelles. Des enzymes protéolytiques libérent les
sites de reconnaissance de l'ovocyte jusqu’alors masqués. La membrane
plasmique subit également de nombreux remaniements en particulier une
diminution du ratio cholestérol/phospholipides permettant la réaction
acrosomique [44], [45].
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C. Structure générale du spermatozoide

Le spermatozoide est une cellule hautement différenciée. Il se compose de trois
parties : la téte, le col et le flagelle [44] (Figure 9). Le spermatozoide bovin mesure
70um [47].

La téte : La majeure partie est occupée par le noyau qui contient le matériel génétique
male sous forme de chromatine hypercondensée. Le noyau est coiffé par 'acrosome.
Il s’agit d’'une vésicule contenant des enzymes indispensables a la fécondation de
'ovocyte [44], [45], [47].

Le col (ou collet) : C'est la jonction entre la téte et le flagelle. Il contient I'appareil
centriolaire possédant un role de stabilisation et d’ancrage entre la téte et la queue du
spermatozoide [44].

Le flagelle (ou queue) : Le flagelle est lui-méme structuré en trois parties : une piéce
intermédiaire, une piéce principale et une piéce terminale. Sur toute sa longueur le
flagelle est constitué d'un filament axial également appelé axoneme [44]. Ce dernier
est entouré de différentes structures (gaine mitochondriale, gaine fibreuse) selon les
différentes parties du flagelle [44], [45].

Figure 9 : Représentation schématique d’un spermatozoide bovin [45]
Head : Téte / Acrosome : Acrosome / Plasma Membrane : Membrane plasmique / Nucleus : Noyau
Centriole : Appareil centriollaire / Midpiece : piece intermédiaire / Mitochondria : mitochondries
Principle Piece : Piece principale / Axial Filament : Axoneme / End Piece : Piece terminale

Nucleus
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Membrane
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D. Structure du flagelle
a. L’axonéme

L’axonéme, présent sur toute la longueur du flagelle, posséde une structure
complexe. Il est constitué de deux microtubules centraux, eux-mémes entourés par
neuf doublets de microtubules périphériques. Chaque doublet de microtubules
périphériques est constitué d’'un microtubule A et d’'un microtubule B. Les microtubules
A sont constitués de 13 protofilaments (hétérodiméres d'a et B-tubuline). Les
microtubules B accolés sont incomplets (9 a 11 protofilaments). Diverses protéines
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accessoires viennent s’ancrer sur les microtubules périphériques. Parmi elles, des
bras de dynéine viennent s’'insérer au niveau des microtubules A [12], [48]. Les bras
de dynéine ne sont pas tous activés en méme temps, permettant ainsi la courbure du
flagelle. lls glissent le long des microtubules induisant ainsi le mouvement périodique
et oscillatoire du flagelle [49]. De plus I'axoneme comprend neuf ponts radiaires
provenant chacun d’'un des neufs doublets de microtubules périphériques. Ces ponts
radiaires se projettent vers le doublet central de fagon hélicoidale [50] (Figure 10).

Figure 10 : Représentation schématique du complexe axonémal de la queue du
spermatozoide [37]
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Des structures accessoires entourent I'axonéme. Ces structures et leurs
fonctions varient en fonction de la partie du flagelle [44].

b. Piéce intermédiaire

Au niveau de la piece intermédiaire, 'axonéme est entouré de 9 fibres denses
externes. Ces fibres sont formées par I'association entre des filaments intermédiaires
et des protéines structurellement proches de la kératine. Ces fibres denses externes
permettent donc de conférer élasticité et stabilité aux spermatozoides [45].

On trouve également dans cette partie du flagelle la gaine mitochondriale. II
s’agit d’'une hélice de mitochondries enroulée autour des fibres denses externes. Cette
gaine possede plusieurs roles essentiels. Elle permet notamment la production
d’énergie sous forme d’Adénosine tri-phosphate (ATP).
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c. Piéce principale

La gaine mitochondriale ainsi qu'une partie des fibres denses externes font
place a une gaine fibreuse. Elle est formée de deux colonnes filamenteuses
positionnées longitudinalement en regard des doublets périphériques 3 et 8 de
'axonéme. Des demi-anneaux viennent s’empiler et s’ancrer sur ces deux colonnes.
Cette structure confére une résistance mécanique importante au flagelle (Figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique de la gaine fibreuse [44]
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De nombreuses protéines s’ancrent dans la gaine fibreuse. A I'heure actuelle
on en dénombre une vingtaine [51]. Ces protéines possédent des rbles divers que I'on
peut classer en deux principales catégories [52] :

- Protéines nécessaires a la glycolyse :

C’est notamment le cas de la Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH) et de I'Hexokinase 1 (HK1) par exemple. En effet, si la gaine mitochondriale
permet la production d’'une partie de I'ATP, la source d'énergie principale des
spermatozoides est la production d’ATP via la glycolyse [53].

- Protéines nécessaires a la transduction du signal :

La gaine fibreuse contient de nombreuses protéines impliquées dans diverses
voies de signalisation telle que la voie de I'’Adénosine monophosphate cyclique
(AMPc). L’activation de cette voie permet la phosphorylation de protéines par
l'intermédiaire de la Protéine kinase A (PKA). La voie de signalisation de 'AMPc est
impliqguée dans de nombreux mécanismes cellulaires comme la maturation des
spermatozoides, la motilité, la capacitation, 'hypermotilité et la réaction acrosomique
[51], [52]. Parmi les protéines impliquées, I'A-Kinase Anchoring Protein 4 (AKAP4) et
I’A-Kinase Anchoring Protein 3 (AKAP3) représentent les deux protéines principales
de la gaine fibreuse [49].

d. Piéce terminale
Dans cette partie, le flagelle n’est constitué que de 'axonéme [44].
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E. Bases structurelles et moléculaires de la motilité spermatique
Les spermatozoides présentent deux types de motilité [51] :

- La motilité progressive : Des ondes symétriques se propagent le long du flagelle
et conduisent a une propulsion linéaire permettant la progression dans l'utérus.

- L’hypermotilité : elle apparait lors de la capacitation. Elle se caractérise par des
ondes asymétriques possédant une fréquence et une amplitude plus élevées.
Ces mouvements flagellaires, dits « en coup de fouet », sont asymétriques et
rythmiques en trois dimensions. lls permettent aux spermatozoides de se
détacher de la muqueuse utérine et de traverser la zone pellucide. lls sont donc
nécessaires a la fécondation [51].

Les oscillations du flagelle sont permises par le glissement réciproque de
chaque paire de microtubules, provenant de I'ancrage des bras de dynéine sur le
doublet voisin. La liaison des microtubules a la gaine fibreuse rigide et la présence de
fibres denses externes asymétriques évite les mouvements plans, ce qui confére une
forme hélicoidale en trois dimensions au mouvements flagellaires [54].

La gaine mitochondriale fournie une partie de |'énergie nécessaire au
mouvement du flagelle sous forme d’ATP. Cette ATP va étre consommée par les
dynéine-ATPases lors de cycles de polymeérisation/dépolymérisation. Mécaniquement,
cela se traduit par des cycles d'attachement/détachement des bras de dynéine
permettant le glissement des microtubules les uns par rapport aux autres et se
répercutant de proche en proche le long du flagelle [49].

La phosphorylation oxydative mitochondriale a longtemps été considérée
comme la principale source d’énergie du flagelle. On sait aujourd’hui que ce n’est pas
le cas. La voie glycolytique constitue la principale source d’ATP. Il s’agit d’'une
production locale d’énergie puisque comme nous I'avons vu, on retrouve des enzymes
glycolytiques (GAPDH, HK1) au sein méme de la gaine fibreuse [53], [55].

Par ailleurs, deux voies métaboliques de signalisation sont essentielles dans la
régulation de la motilité : la voie PKA et la voie du calcium. En effet, la phosphorylation
des protéines AMPc-dépendante via la voie de signalisation de la PKA est décrit
comme un meécanisme central de la motilité des spermatozoides. De plus, les
mitochondries de la gaine mitochondriale sont une réserve d’ions calcium qui est un
modulateur de I'hyperactivation du mouvement flagellaire, de la capacitation et de la
réaction acrosomique.
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lll. Le sperme en routine : conservation et évaluation de la qualité

En 2000, les statistiques mondiales relatives a I'insémination artificielle faisaient
état d’'une production de 232 millions de doses ; 11 millions de celles-ci étant utilisées
en frais, le reste en congelé [56]. L'utilisation de semence fraiche pour I'insémination
bovine est donc dérisoire. Il en est de méme dans le contexte de FIV ou le recours a
la semence congelée est quasi systématique.

A. Cryoconservation du sperme

a. Modalité de la cryoconservation

Le sperme est conditionné dans des paillettes. Les dilueurs sont des
composants essentiels des paillettes permettant de protéger les spermatozoides du
choc thermique de la congélation. Ces dilueurs sont composés de différentes
substances :

- Des agents cryoprotecteurs : Leur role est de protéger les spermatozoides
du stress physique et chimique généré par la congélation. On distingue deux
types d’agents cryoprotecteurs :

o Agents non pénétrants : ils entrainent une déshydratation intracellulaire
par hyperosmose. Le lait ou encore le jaune d'ceuf en sont des exemples.

o Agents pénétrants : c’est le cas du glycérol, largement utilisé. De méme,
il est responsable d’'un phénoméne d’hyperosmose entrainant un flux
d’eau du spermatozoide vers son milieu. De plus, le glycérol traverse la
membrane plasmique. Les radicaux hydroxyles vont alors former des
liaisons avec les molécules d’eau, permettant de « capturer » I'eau a
l'intérieur de la cellule et donc de maintenir le volume cellulaire au cours
de la congélation.

Du fait des effets délétéres du glycérol, il est recommandé de le combiner a des
agents non pénétrants.

- Des antioxydants : ils inhibent la formation d’espéeces réactives de I'oxygéne
et la péroxydation des lipides induite lors du stress oxydatif di a la congélation.

- Des substances nutritives : Au moment de la décongélation, le métabolisme
des spermatozoides reprend. lls requiérent alors une source énergétique
facilement utilisable et disponible. Du fructose est couramment utilisé chez les
bovins.

- Des solutions tampon : Les produits du métabolisme des spermatozoides
provoquent une acidification du milieu. Les solutions tampon sont donc utilisée
pour maintenir un pH optimal (6,8 a 7).

- Des antibiotiques : La semence ne pouvant étre stérile, I'ajout d’antibiotiques
est recommandé. Le type et la quantité des antibiotiques est réglementée par
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une directive européenne. La streptomycine, la pénicilline, la lincomycine et la
spectinomycine sont utilisées.

Une fois meélangé au dilueur, le sperme est refroidi. Puis il est conditionné en
paillettes. Les paillettes sont ensuite disposées sur une rampe de refroidissement en
vue de leur congélation. Elles sont d’abord disposées dans les vapeurs d'azote a
environ quatre centimeétres au-dessus du niveau d’azote de la cuve. Au boutde 7 a 9
minutes la congélation est obtenue et les paillettes sont plongées dans I'azote liquide
a -196°C [56].

b. Conséquences de la cryoconservation sur les spermatozoides

La cryoconservation des spermatozoides provoque une modification des
membranes. En effet, en dessous d’'une certaine température, appelée transition de
phase, la bicouche lipidique membranaire change d’état physique. Elle perd une partie
de sa fluidité et des fractions lipidiques prennent la forme de gel. Le cholestérol module
la température de transition de phase : plus il y a de cholestérol, plus la température
de transition de phase est basse donc la membrane résistante [57]. La membrane
plasmique des spermatozoides de taureau contient une faible quantité de cholestérol.
Cela explique donc sa sensibilité a la congélation.

La réorganisation lipidique augmente la viscosité de la membrane plasmique ;
la rendant plus rigide et plus fragile. De plus, les échanges ioniques, notamment
calciques, sont perturbés [58]. Le calcium jouant un réle essentiel dans le phénoméne
de capacitation, la cryoconservation diminue le pouvoir fécondant des spermatozoides
[58].

La modification de fluidité de la membrane plasmique généere également la
libération de dérivés réactifs de 'oxygene (ROS). A I'état physiologique les ROS sont
présents dans les cellules en quantité modérée. lls sont alors bénéfiques. Dans les
spermatozoides, ils représentent une protection contre les agents pathogénes et
jouent un réle dans la transduction du signal au cours de la capacitation [59], [60]. La
concentration des ROS est modulée par un équilibre entre leur production et leur
élimination par des systémes antioxydants. Cependant, une production trop
importante ou un défaut d’élimination des ROS entraine une rupture de cet équilibre :
on parle alors de stress oxydatif. De hombreuses molécules sont susceptibles d’étre
attaquées par les ROS ; notamment :

- Les protéines avec la réduction des liaisons disulfures entrainant une
modification de leur conformation et donc une perte de fonction

- Les acides gras polyinsaturés comme [I'acide linoléique et [l'acide
arachidonique présents dans la membrane plasmique. On parle alors de peroxydation
lipidique. Les hydroperoxydes formeés, notamment I'aldéhyde 4-hydroxynonénal (4-
HNE), sont eux-mémes cytotoxiques.

En effet, les hydroperoxydes sont capables de diffuser dans les différents

compartiments cellulaires et peuvent se fixer aux protéines, altérant leur structure et
leur fonction. De maniére plus spécifique, ils peuvent s’attaquer aux :
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- Protéines du cytosquelette impliquées dans le maintien de lintégrité de
'axoneme (dynéines par exemple).
- Protéines de la chaine respiratoire mitochondriale permettant la production
d’ATP, source d’énergie pour le spermatozoide.
Cela explique la diminution de motilité des spermatozoides a lissu de la
cryoconservation [58].

Par ailleurs, les hydroperoxydes sont également responsables d’altérations de
I’ADN. Les spermatozoides dont 'ADN est endommagé peuvent féconder 'ovocyte
mais le développement embryonnaire peut étre interrompu ou altéré [58].

Toutes les modifications décrites sont en grande partie dépendante du
protocole de cryoconservation utilisé ; notamment de ['utilisation de cryoprotecteurs et
de la vitesse de refroidissement [58]. En revanche, le stockage dans I'azote liquide a
-196°C ne semble pas délétere pour les spermatozoides [58].

B. Méthodes conventionnelles de [I'analyse de la qualité
spermatique

Pour assurer la fertilité de la semence, de nombreuses caractéristiques sont
évaluées en routine dans les centres de collecte. Les paillettes doivent avoir une
concentration en spermatozoides suffisante et ceux-ci doivent notamment présenter
une motilité et une morphologie normales [61].

a. Analyse macroscopique

Immédiatement aprés la récolte, un examen visuel du sperme dans le tube de
récolte permet d’apprécier le volume, la couleur et la consistance de I'éjaculat.

Volume : Chez le taureau, le volume moyen de I'éjaculat est de 5ml [62]. Il varie en
fonction de I'age, de la race et de I'environnement de I'animal.

Couleur : La couleur habituelle du sperme est blanchéatre. La couleur du sperme peut
varier de maniere physiologique (concentration en spermatozoides) mais aussi dans
le cas de pathologies. Une couleur anormale (jaunatre, rosée a rougeatre, brun)
indique la présence d’'urine, de sang ou de pus [62]. La couleur peut donc a elle seule
indiquer la présence d’une affection ou d’'une Iésion du tractus uro-génital.

Viscosité : Elle est directement corrélée a la concentration en spermatozoides de
I'éjaculat : Plus la viscosité est élevée, plus le nombre de spermatozoides est
important. Classiquement, le sperme a une consistance « laiteuse » a « crémeuse »
[62].

pH : Sa mesure se fait a I'aide de papier pH ou d’'un pHmétre. La mesure doit étre faite

rapidement apres la récolte car le sperme s’acidifie rapidement par formation d’acide
lactique. La valeur du pH doit étre comprise entre 6,5 et 6,8 [62].
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Test de Schalm : Ce test a pour but d’évaluer la présence de polynucléaires dans la
semence, signe d’une inflammation. 2,5 ml d’'un détergeant est ajouté a 0,5 ml de
sperme. Aprés 15 secondes d’agitation, la gélification du mélange est notée de 0 a 4
[62]. Plus il y a de polynucléaires, plus le mélange sera visqueux (Tableau III).

Tableau lll : Grille d’interprétation du test de Schalm [62]

0 : Schalm négatif | Mélange fluide

1: Schalm 1+ Grumeaux fugaces disparaissant en quelgues minutes

2 : Schalm 2+ Grumeaux nets persistants

3 : Schalm 3+ Gros grumeaux, mélange visqueux, consistance de blanc d’oeuf
4 : Schalm 4+ Prise en masse du mélange

b. Evaluation de la concentration

Elle est essentielle puisqu’elle permet de déterminer le taux de dilution adapté
pour la réalisation de paillettes donc le volume de dilueur a utilisé.

Plusieurs techniques permettent [I'évaluation de la concentration de
I'éjaculat [62] :

- Comptage sous microscope optique a I'aide d’'une cellule hématimetrique.

- Par spectrophotométrie : Cette technique se base sur la corrélation entre la
densité optique de I'’échantillon et la concentration en spermatozoides.

- Le compteur électronique de particules

- L’analyseur dimage (Computer-assisted sperm analysis par exemple,
explicitée ci-dessous).

En moyenne, la concentration en spermatozoides est comprise entre 0,8x10° et

1x10° spermatozoides/mm3 [62].
c. Evaluation de la motilité spermatique

Elle est évaluée immédiatement aprés la collecte du sperme. L'éjaculat est
maintenu a une température de 37°C. Le matériel en contact avec le sperme est
également chauffé a 37°C pour éviter tout choc thermique.
Analyse sous microscope optique :

Cette méthode est simple et peu colteuse. La motilité massale, c’est-a-dire le
mouvement global des spermatozoides, est estimée au microscope a contraste de

phase au grossissement x100. Elle s’évalue en observant les vagues formées. Elle est
notée de 1 a 5 [62] (Tableau IV). Cette technique est donc semi-quantitative.
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Tableau 1V : Grille d’évaluation de la motilité massale de la semence dans
I’'espéce bovine [63]

Nature et intensité du mouvement
Aucun mouvement a la surface de la goutte
Léger mouvement a la surface de la goutte

Mouvement net mais ne formant pas de vague
Début de vagues
Vagues trés nettes
Tourbillons nettement visibles

A |WIN|~ O

La motilité individuelle peut également étre évaluée et notée (Tableau V). Cette
analyse n’a pas systématiquement réalisé en routine. Elle est effectuée dans le cas
d’'une mauvaise motilité massale par exemple.

La motilité individuelle correspond au nombre de spermatozoides possédant
une motilité dite fléchante c’est-a-dire possédant une trajectoire en ligne droite. Plus
le nombre de spermatozoides fléchants est important, plus la qualité spermatique est
bonne [62].

Tableau V : Grille d’évaluation de la qualité du sperme selon la motilité
individuelle observée au microscope optique [62]

% de spermatozoides fléchants Qualité du sperme
80% — 100% Tres bonne
60% - 79% Bonne
40% a 59% Correcte
<40 % Faible

Cependant, I'évaluation de la matilité individuelle par analyse microscopique est
une méthode subjective. Les résultats obtenus peuvent varier de 30 a 60% selon les
manipulateurs pour un méme échantillon [64]. Pour pallier a cela, des méthodes
d’analyse assistée par ordinateur ont été mises au point. La plus répandue est
I'analyse automatisée de la semence : CASA.
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Analyse automatisée de la semence : CASA

Cette technique permet d’apprécier en détail la motilité des spermatozoides. La
téte des spermatozoides est matérialisée par un point et c’est le déplacement de ce
point qui va étre enregistré par I'ordinateur a I'aide d’'une cameéra directement reliée au
microscope. Cette meéthode est trés précise puisqu’elle analyse différentes
composantes de la motilité de chaque spermatozoide [65]. Ces parametres
sont (Figure 12) :

Motilité totale (%) : pourcentage des spermatozoides mobiles

- Motilité progressive (%) : pourcentage des spermatozoides ayant une motilité
progressive.

- Vitesse moyenne (VAP, um/s) : vitesse de la trajectoire simplifiée en une courbe

- Vitesse de progression linéaire (VSL, um/s) : vitesse de la trajectoire simplifiée
en une droite

- Vitesse curvilinéaire (VCL, um/s) : vitesse de la trajectoire suivie point par point
par I'algorithme

- Amplitude de déplacement latéral de la téte (ALH, um) : moyenne de la largeur
d’oscillation de la téte

- Fréquence du croisement des trajectoires (BCL, Hz) : fréquence de croisement
entre la trajectoire réelle et la trajectoire simplifiée.

- Rectitude de la trajectoire moyenne (STR, %)

- Linéarité de la trajectoire curvilinéaire (LIN, %)

Figure 12 : lllustration des différentes composantes de la motilité analysée par
la méthode CASA [66]

VCL BCF VvAaP P 2 N
. , |
« ~ l ¢ ALH»
) v 4
° N AN B 4 /
AY /. = ‘.
.Y \ / g h -
| - (
o
3 ) .
\,’
S \|
i T »
VSL

Méme si I'analyse automatisée de la semence permet I'analyse d’un tres grand
nombre de spermatozoides et apporte plus de précisions sur la motilité, la corrélation
des différents parametres avec la qualité du sperme et la prédiction de la fertilité n’est
pas encore bien établie [66]. De plus, malgré de nombreuses études sur I'optimisation
des parameétrages CASA, il n'existe pas de standardisation de la technique, entrainant
d'importantes variations entre les laboratoires. Ainsi, pour I'espéce bovine, bien que
de nombreux centres d’insémination possédent un analyseur CASA, la plupart
semblent privilégier I'analyse subjective [66].
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Chez I'Homme, plusieurs études ont démontré que la mesure de la
concentration et les caractéristiques du mouvement des spermatozoides par les
systémes CASA sont liés de maniére significative aux taux de fécondation in vivo et in
vitro. Il a notamment été montré que la VCL, la VSL, I'ALH, la LIN et la VAP sont des
parametres qui peuvent prédire le succés ou non de la fécondation in vitro [161].

d. Evaluation de la morphologie

La morphologie des spermatozoides peut également étre évaluée. Dans la
plupart des centres de collecte, cela n’est pas fait en routine de maniére systématique
mais dans différents cas de figure :

- Taureaux « douteux » pour les autres analyses

- Jeunes taureaux afin d’évaluer leur fonction sexuelle en tant que futur
reproducteur

- Une fois par an par le Laboratoire National de Contréle des Reproducteurs pour
les taureaux sélectionnés dans la filiere de I'insémination artificielle

D’un point de vue pratique, I'analyse morphologique s’effectue par 'observation
sous microscope optique a contraste de phase ou immersion d’'un étalement de
semence. L'examen morphologique nécessite la coloration du sperme. Certaines
colorations ont pour objectif de faire ressortir la morphologie des spermatozoides
(colorations totales); les autres, dites vitales, permettent de distinguer Iles
spermatozoides morts des vivants.

Le principe de la coloration vitale est d’utiliser un colorant qui ne traverse que
les membranes mortes ou lésées (€osine, rose Bengale) et un colorant de fond qui
facilite la lecture (nigrosine, bleu de méthylene). La coloration classiquement utilisée
est 'éosine-nigrosine [62]. Le pourcentage de spermatozoides vivants peut ainsi étre
déterminé. S’il est inférieur a 60% la semence n’est pas conservée.

Parmi les colorations totales, certaines sont dites simples (encre de chine, bleu
de méthyléne par exemple) : les spermatozoides sont colorés de maniére uniforme.
Les colorations doubles (Giemsa par exemple) permettent de percevoir les différences
structurales au niveau de la téte, de I'acrosome ou de la piéce intermédiaire [62].

Trois types de classifications existent :

- Anomalies primaires et secondaires: Les anomalies primaires
correspondent aux anomalies ayant lieu lors de la spermatogénése. Les
anomalies dites secondaires surviennent lors de la maturation épididymaire des
spermatozoides voire lors de I'éjaculation [67].

- Anomalies majeures et mineures : Cette classification a été proposée par
Bloom en 1973. Elle se base sur la répercussion des anomalies sur la fertilité
des taureaux. Elle distingue des anomalies majeures et mineures (Figure 13).
Cette classification, bien que reconnue et utilisée, est limitée puisque les
connaissances actuelles ne permettent pas toujours de faire le lien entre
I'anomalie observée et la fertilité [67].
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- Classification utilisée par le Laboratoire National de Contréle des
Reproducteurs : Cette classification est plus descriptive puisqu’elle se base
sur la localisation de 'anomalie sur le spermatozoide (téte, flagelle).

Figure 13 : Anomalies majeures et mineures des spermatozoides dans I'espéce
bovine [67]
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Les analyses précédentes sont réalisées sur sperme frais, immédiatement
aprés la récolte. Cependant, comme nous I'avons vu, la cryoconservation altérant les
spermatozoides, il est important d’évaluer la qualité de la semence aprés congélation.
Ainsi pour chaque éjaculat conservé dans I'azote liquide a -196°C, 2/3 paillettes sont
décongelées afin d’en évaluer la motilité massale, individuelle ainsi que le pourcentage
de spermatozoides vivants aprés décongélation [68] (Tableau VI).
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Tableau VI : Analyses conventionnelles de la semence réalisées chez le
taureau

Examens réalisés immédiatement aprés récolte
En vue de la conservation ou non de la semence pour congélation

Analyse rarement effectuée (réservée a quelques centres de collecte)

Critéres de décision pour la -
Analyses . e Avantages Inconvénients
conservation et congélation
Couleur blanchatre Rapide o
. . N Peu couteux Subjectif
Consistance laiteuse a crémeuse - .
Utilisable sur le terrain
Rapide
. Peu couteux
6
20,5 x10° spermatozoides/ml Utilisable sur le terrain
Précision suffisante
. Rapide
0,
Note = 3 (70% dg spermatozoides Peu couteux Subjectif
mobiles) - .
Utilisable sur le terrain
Peu couteux —
Utilisable sur le terrain Subjectif
. M°_“"té > 60% Trés précis (motilité décomposée en Non utilisable sur le terrain
individuelle plusieurs paramétres)
Pas de standardisation du
Grand nombre de spermatozoides paramétrage a l'origine de
analysés variations inter laboratoires
Rapide
> 60% Peu couteux
Utilisable sur le terrain
. Rapide Nécessite de I'expérience
Pourcentage de spermatozoides P Subiectif
anormaux totaux < 20-25% e couteux . ubjecti
Utilisable sur le terrain Chronophage

Test d’aptitude a la congélation :
Examens réalisés sur 2-3 paillettes aprés décongélation (conservation a -196°C dans I’azote liquide)

Analyses

Critéres de décision pour la conservation du reste de I’éjaculat

Note = 3

> 60%

> 0,5 x10° spermatozoides/ml
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C. Limites des méthodes conventionnelles

Méme si toutes ces analyses conventionnelles restent un outil de choix dans
I'évaluation en routine des facteurs de la fertilité, dans les faits, elles ne refletent pas
toujours le potentiel de reproduction. Cela se traduit par un taux de réussite a
'insémination peu élevé. D’apres l'institut de I'élevage, en 2022, le taux de non-retour
en chaleur (18-90 jours) aprés insémination artificielle premiere sur femelles laitiéres
est de 60% (semence congelée). Il y a plusieurs explications a cela :

- Tout d’abord, il est important de rappeler que la fertilité ne dépend pas que du
taureau. Elle dépend également de la femelle ainsi que de nombreux facteurs
environnementaux. Ainsi des éléments tels que l'age, la race, la conduite
d’élevage (alimentation, détection des chaleurs etc.), la saison etc. sont autant
de facteurs pouvant impacter la fertilité.

- De plus, il apparait que les analyses conventionnelles sont assez mal corrélées
a la fertilité [69],[70],[71]. D’autres outils de contrdle de la qualité spermatique
tels que I'évaluation de I'intégrité de la membrane plasmique, I'évaluation de la
fonction mitochondriale, de l'intégrité du matériel acrosomique, I'évaluation du
stress oxydatif, de I'état de condensation de la chromatine etc. peuvent venir
compléter I'analyse de routine afin de donner plus d’'informations concernant la
qualité spermatique de I'échantillon. Malgré le recours a ces techniques,
notamment en médecine humaine, toutes ces analyses restent insuffisantes.
C’est dans ce contexte que la recherche se tourne aujourd’hui vers de nouvelles
techniques dites « omiques » telles que la génomique, la transcriptomique ou
encore la protéomique.

D. Intérét de la protéomique dans I’analyse de la qualité spermatique

La protéomique est I'étude de I'ensemble des protéines d’'un organisme ;
évaluant notamment I'intensité de leur expression [72]. L’analyse protéomique est une
technique relativement simple. Elle repose sur plusieurs étapes [73] : 1) I'extraction
des protéines de I'échantillon, 2) la purification de I'’échantillon, 3) l'identification des
protéines par spectrométrie de masse le plus souvent.

Le spermatozoide se préte tres bien a I'analyse protéomique car c’est une
cellule aisément accessible et isolable [73]. Le protéome du spermatozoide a
largement été étudié chez de nombreuses espéces. Chez 'homme, plus de 6 000
protéines ont déja été identifices. Cette liste n’est pas exhaustive puisque
statistiquement on estime le protéome du spermatozoide humain a au moins 7 500
protéines différentes [74]. Les connaissances actuelles en matiére de biologie
cellulaire ont permis de montrer les réles essentiels et variés de ces protéines :
production d’énergie, transcription, synthese, métabolisme, cytosquelette, motilité, etc.
[75]. En ce qui concerne le protéome des spermatozoides bovins, plus de 3 000
protéines ont déja été identifiées [76]. Au cours de leur passage dans I'épididyme et
de la remontée des voies génitales femelles, les spermatozoides acquiérent leur
pouvoir fécondant. Or ces étapes de maturation et de capacitation sont marquées par
des modifications post traductionnelles des protéines, notamment des
phosphorylations [54].
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Tout cela permet d’envisager le protéome comme le reflet de la « santé » des
spermatozoides et pourrait ainsi permettre de prédire la qualité du sperme et
notamment la fertilité [54].

- Que ce soit pour I'insémination artificielle ou la fécondation in vitro, la
semence est classiquement utilisée sous forme congelée (conservée
dans l'azote liquide a -196°C). La cryoconservation est délétére pour
les spermatozoides ; notamment par le remaniement des membranes
et la génération de stress oxydatif. En résulte une diminution de la
motilité et du pouvoir fécondant.

- De nombreuses analyses permettent d’évaluer la qualité de la
semence avant et aprés cryoconservation. Certains tests sont faits en
routine (analyse macroscopique, concentration, motilité) et d’autres
nécessitent du matériel spécifique qui n'est pas disponible dans tous
les centres.

- La fertilité est multifactorielle. Elle dépend de caractéristiques male,
femelle et de facteurs environnementaux. Aussi, la prédiction du
potentiel de fertilité est complexe. Cependant, il apparait que les
analyses conventionnelles du sperme sont mal corrélées a la fertilité.
Pour cela, la recherche se tourne aujourd’hui vers les méthodes dites
« omiques ».

- La protéomique envisage les protéines comme le reflet de « I'état de
santé » des cellules. Appliquée au spermatozoide, I'étude protéomique
pourrait ainsi permettre d’évaluer la qualité du gaméte male de et donc
d’en prédire la fertilite.

Depuis plusieurs années, différentes protéines ayant davantage d’implication
dans la fertilité ont été étudiées. Chez le taureau, une étude récente a retenu 125
protéines comme étant des marqueurs potentiels de la fertilité [7]. Parmi elles : L'A-
Kinase Anchor Protein 4 (AKAP4). Elle est synthétisée sous la forme d’un précurseur,
la proAKAP4, avant d’étre intégrée a la gaine fibreuse des spermatozoides. Dans la
suite de ce manuscrit, nous nous intéresserons tout particulierement a cette protéine.

De nombreux travaux envisagent la proAKAP4/AKAP4 comme un biomarqueur
de la qualité spermatique. Un grand nombre d’études ont, en effet, mis en lumiére des
corrélations entre les niveaux de proAKAP4/AKAP4 et les paramétres conventionnels
de qualité de la semence tels que la motilité ou la morphologie des spermatozoides.

Dans cette partie nous présenterons une synthese des connaissances sur la
proAKAP4/AKAP4 en médecine humaine et vétérinaire tant du point de vue de sa
biochimie que de son lien avec la qualité de la semence.
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IV. proAKAP4/AKAP4 : biomarqueur de la qualité spermatique

Dans les années 1980, des études ont été menées chez le rat visant a étudier
les composants de la gaine fibreuse du flagelle du spermatozoide [77], [78], [79]. Ces
études avaient alors mis en évidence une protéine quantitativement importante de la
gaine fibreuse sans I'étudier davantage.

En 1994, Carrera et al. reprirent ces études [80]. Aprés avoir isolé les structures
accessoires du flagelle, ils ont mis en évidence par Western blot une entité majeure
possédant un poids moléculaire d’environ 82 000 Mr (Mr pour Masse moléculaire
relative) et appellent donc cette protéine p82. Cette protéine est aujourd’hui connue
sous le nom d’A-Kinase Anchor Protein 4.

A. Biochimie de la proAKAP4/AKAP4
a. Synthése dans I’espace et le temps
i. Localisation et expression du géne
En 1998, Turner et al. ont cartographié le géne AKAP4 humain sur le
chromosome X, au locus Xp11.2 grace a la technique d’hybridation fluorescente in situ
(FISH) [81] (Figure 14).
A ce jour, chez toutes les espéces de mammiféres dont la cartographie

géneétique a été réalisée, le gene AKAP4 est porté par le chromosome X ([82], [83],
[84]). Il s’agit donc d’un héritage maternel.

Figure 14 : Identification et localisation du géne AKAP4 chez ’Homme sur le
chromosome X, au locus Xp11.2 [81]

A/B : Hybridation fluorescente in situ de chromosomes métaphasiques humains. Les
| points rouges indiques par les fléches localisent le géne dans la partie du chromosome
i X adjacente au centromére :

L C: Représentation schématique du chromosome X humain montrant 'emplacement de
la bande 11.2 adjacente au centromere ' 54



Dés leur découverte en 1994 et bien que le gene AKAP4 ne soit pas encore
connu, Carrera et al. se sont intéressés a son expression et plus particuliérement au
moment d’apparition de la protéine au cours de la spermiogénése. lls ont mis en
evidence le fait que 'AKAP4 n’est pas retrouvée dans les extraits de cellules de stades
antérieurs aux spermatozoides (spermatocytes primaires, spermatides rondes,
spermatides condensées). En revanche, a partir du stade de spermatides rondes, ils
ont mis en évidence la présence d’une protéine d’environ 97 000 Mr (Mr pour masse
moléculaire relative). lIs suggérent alors que p82 est d’abord synthétisée sous la forme
d’un précurseur [80] (Figure 15).

Figure 15 : Représentation schématique de I’apparition de ’AKAP4 au cours de
la spermatogénése

Spermatogonie (2n) Spermatocyte Spermatocyte Spermatide Spermatide Spermatide Spermatozoide (2n)
primaire (2n) secondaire (2n) ronde (2n) condensée (2n) allongée (2n)
: —>
Début de I'expression Début du clivage de
du géne AKAP4 proAKAP4 en AKAP4

.......................................................................................................................

La zone bleu clair indique les stades ou seul proAKAP4 est présent. ;
i La zone bleu foncé indique les stades ou la protéine mature est présente
| simultanément avec la proAKAPA4. '

Cela est effectivement vérifié aujourd’hui. Le géne codant pour ’AKAP4 n’est exprimé
que tardivement pendant la spermatogénése : en phase post méiotique. La protéine
est d’abord synthétisée sous la forme d’un précurseur d’environ 97 kDa (acides aminés
1-854) au stade spermatide ronde. Le précurseur est ensuite clivé dés les stades
spermatide condensée et spermatide allongée pour donner la protéine mature (acides
aminés 189-854) qui sera par la suite intégrée au spermatozoide [85], [49], [86], [81],
[87] (Figure 16).

Figure 16 : Représentation schématique de la protéine AKAP4 et de son
précurseur [54]

Sitede liaison aPKA

Pro-AKAP4  [igd T1 854

(97 kDa) Nter Cter
AKAP4 X 854
(82kDa) Nter Cter

.......................................................................................................................

i Le pro-domaine est représente en bleu foncé (acides aminés 1 a 188). Il est par la
i suite clivé pour donner la protéine mature. Les sites de liaison a la PKA sont
| représentés en orange.



ii. Assemblage au sein de la gaine fibreuse

L’assemblage du flagelle du spermatozoide, et plus particulierement celui de la
gaine fibreuse, est un événement crucial ayant lieu au cours de la spermatogénése.
En 1997, Johnson et al. ont étudié ce mécanisme pour la protéine AKAP4 chez la
souris [86].

L’assemblage de la gaine fibreuse s’effectue depuis la partie distale de la queue
vers la téte du spermatozoide. La structure étroite du flagelle en développement
implique que les protéines nécessaires au fonctionnement du spermatozoide soient
synthétisées au niveau du cytoplasme des spermatides puis transportées vers leur site
d’assemblage [86]. Ainsi, la proAKAP4 est synthétisée au niveau des corps cellulaires
dans les spermatides [86]. La proAKAP4 est ensuite transportée vers son site
d’assemblage. La majorité de proAKAP4 y est convertie en AKAP4 avec le clivage du
pro-domaine. Une partie de ces pro-domaines n’est pas dégradée et reste détectable
dans les spermatozoides matures. Enfin, une partie de la proAKAP4 n’est pas clivée
et se retrouve dans les spermatozoides matures sous une forme phosphorylée [86].

Plusieurs hypothéses ont été évoquées concernant I'intérét d’un précurseur. Le
précurseur proAKAP4 serait incapable de s’assembler et ainsi permettrait d’éviter
I'agrégation de protéines dans le cytoplasme des spermatides au détriment de la gaine
fibreuse [86]. De plus, le clivage du pro-domaine pourrait inhiber le transport de la
protéine mature vers un autre endroit que son site d’assemblage et favoriserait donc
son incorporation au sein de la gaine fibreuse [86].

iii. Localisation dans les spermatozoides

La recherche d’AKAP4 par microscopie immunofluorescente indique que la
protéine est exclusivement présente dans la partie principale du flagelle. Plus
précisément au sein de la gaine fibreuse, au niveau des colonnes longitudinales et des
demi anneaux. Elle n’est pas retrouvée dans I'axonéme, les fibres denses externes et
le liquide séminal [80], [86], [88] (Figure 17).

Concernant le précurseur proAKAP4, sa localisation dans les spermatozoides
suscite plus de questionnements. Elle semble présenter des variations en fonction du
stade de maturation des spermatozoides ainsi que de I'espece.

Chez la souris : La proAKAP4 a été mise en évidence sur toute la longueur de la
piece principale des spermatozoides testiculaires. En revanche, dans les
spermatozoides épididymaires, elle est uniquement présente dans le tiers proximal de
la piece principale du flagelle. Cela suggere donc que le précurseur est clivé selon une
direction distale a proximale [86], [89].

Chez ’lhomme : La proAKAP4 est présente sur toute la longueur de la gaine fibreuse.
Cela suggeére donc soit que le précurseur est moins clivé que chez la souris ; soit que
le clivage de proAKAP4 s’effectue tout le long de la gaine fibreuse et non selon une
direction particuliére comme c’est le cas chez la souris [81], [89]
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Chez les bovins : La proAKAP4 est aussi présente sur toute la longueur de la gaine
fibreuse [90].

L’AKAP4 et la proAKAP4 sont les principaux constituants de la gaine fibreuse.
C’est a ce titre quAKAP4 est également prénommée Fibrous Sheath Component 1
(FSC1). Chez la souris, les deux formes représentent 40% des composants de la gaine
fibreuse [53].

Figure 17 : Inmunolocalisation de ’AKAP4 par microscopie électronique chez
la souris [80]

A : Section transversale / B : Section longitudinale / C : Section de contréle (témoin négatif)

FS : Fibrous Sheath = Gaine fibreuse / LC : Longitudinal columns = Colonnes longitudinales
i TR : Transverse ribs = Demi anneaux / ODF : Outer dense fibers = Fibres denses externes
i AX : Axoneme = Axoneme

i On observe une immunoréactivité (traduisant la présence d’AKAP4) tout le long de la gaine fibreuse
i incluant les colonnes longitudinales et les demi anneaux. Aucune immunoreéactivite n'est observee au
i niveau de I'axoneme et des fibres denses externes '

b. Domaines et sites de fixation

Lors de leur découverte en 1984, Carrera et al. ont constaté que la séquence
d’acides aminés de p82 possédait des similitudes avec la famille des AKAPs dont
certains membres étaient déja connus. En effet, la séquence alors déterminée
possédait des régions homologues aux domaines d’ancrage d’AKAP75 et d’AKAP79
[80]. C’est a ce titre que la protéine a aussi été nommée AKAP82.

La famille des AKAPs compte a I'’heure actuelle une cinquantaine de membres.
Elles sont impliquées dans de nombreuses fonctions telles que la reproduction
(AKAP3, AKAP4), la mémoire (WAVE1, AKAP150), la fonction cardiaque (AKAP13),
la sécrétion d’insuline (AKAP79) etc. L'AKAP4 est le premier membre de la famille des
AKAPs ayant été identifi€¢ comme spécifiquement associé aux flagelles des
spermatozoides [49].

Les protéines de cette famille possédent des propriétés structurales communes,
que I'on retrouve donc dans 'AKAP4 [49] (Figure 18) :

- Un domaine de liaison a la PKA
- Une séquence de localisation
- La capacité a former des complexes supramoléculaires
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Domaine de liaison a la PKA :

Il s’agit d’'une hélice amphiphatique composée d'une vingtaine de résidus d’acides
aminés. Cette hélice se lie a la sous-unité régulatrice de la PKA : Rl (pour la majorité
des AKAPs) ou RI. On peut relever que certaines AKAPs ont la possibilité de se lier
aux deux formes de la PKA [49] (Figure 18).

Séquence de localisation :

Les AKAPs peuvent se trouver dans différents compartiments cellulaires : membrane
plasmique, golgi, centrosome, noyau, mitochondries ou ancré dans la gaine fibreuse
pour AKAP4. Cette localisation spécifique de la protéine est permise par la présence
d’'une séquence de localisation (par exemple des séquences de reconnaissances des
phospholipides permettant un ancrage a la membrane plasmique) [49]. Cette
séquence détermine le lieu d’action de la protéine (Figure 18).

Capacité a former des complexes supramoléculaires :

Toutes les AKAPs possédent des sites de liaisons a d’autres protéines également
impliquées dans la signalisation, notamment des enzymes impliquées dans la voie de
signalisation de 'AMPc telles que I'adénylyl cyclase (AC), des phosphodiestérases,
des phosphatases, etc. [49] (Figure 18). Concernant AKAP4, on retrouve, entre autres,
des sites de liaison pour PKA, PKC, PKD, protéine phosphatase 1 (PP1), glycogéne
synthase kinase 3 (GSK3), phosphodiestérase (PDE).

Figure 18 : Représentation schématique de la structure des AKAPs [49]

o iPKA: C : Sous unité catalytique '
i R : Sous unité régulatrice
i PKA : Protéine kinase A

. @  cAMP : Cyclic adenosine phosphate
| aoooa0 Hélice amphiphatique de I'’AKAP ;
[ Sites de liaison pour dautres protéines de |

Binding
sites for
other
signaling
proteins

i signalisation (AC, phosphodiestérases, phosphatases)

Localization
sequence
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c. Une protéine présente chez de nombreuses espéces

Aprés sa découverte chez la souris et le rat, la proAKAP4/AKAP4 a été
identifiée et étudiée chez de trés nombreuses espéces (Tableau VII).

Tableau VIl : Découverte de ’AKAP4 chez différentes espéces

Scientifiques a

Année de

découverte I’m:igine de la Lien vers I’étude
découverte
1976 Olson et al.
Rat 1988 Oko et al. [77], [78], [79]
1989 Brito et al.
Souris 1994 Carrera et al. [80]
1996 Carrera et al. [80], [81],
Homme 1998 Turner et al. [87]27/10/2024
1998 Mohapatra et al. 21:39:00
Bovin 1999 Moss et al. [91]
Porc 2008 Teijeiro et al. [92]
Bélier, Bouc 2020 Riesco et al. [93]
Cheval 2005 Turner et al. [94]
Ane 2020 Tian et al.
Chien 2021 Le Couazer et al. [95]
Hamster 2002 Jha et al. [96]
Buffle 2011 Jagan 2’:‘;’;_3""’ ao [97]
Alpaga 2018 Ugarelli et al. [98]
Dromadaire 2021 Malo et al. [99]
Guépard 2015 Dobrynin et al. [100]
Hu et al.

Marsupiaux (Wallaby 2009
tamarin, Opossum, [83], [84]

Ornithorynque, Koala) 2021 Skerrett-Byrne et
al.
. Sarkar et al.
Lézard 2016 , [101], [102]
Crocodile 2019 Nixon, Jonhston et

al.
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De nombreux auteurs ont étudié le degré de conservation de 'AKAP4 a travers
les différentes espéces, notamment via I'alignement des séquences d’acides aminés.
L’AKAP4 s’avére étre une protéine hautement conservée au sein du régne animal.
Une étude publiée en 2020 montre plus de 50% d’homologies aprés comparaison de
24 espéces de mammiféres. Au sein de toute la séquence d’AKAP4, certaines régions
sont mieux conservées : le site de clivage du pro domaine et les sites de fixation aux
sous-unités de la PKA [82].

Parmi toutes les espéces étudiées, on constate évidemment la prédominance
des mammiféres dit euthériens ou placentaires (Figure 19). Cependant des études
portent également sur des mammiféres non euthériens ou des reptiles [83], [84], [101],
[102]. En 2009, Hu et al. ont montré par I'alignement des séquences d’acides aminés
que les orthologues AKAP4 du Wallaby et de I'Ornithorynque étaient hautement
conserveés avec ceux de 'Homme et de la souris notamment. Cela montre donc un
degré élevé de conservation pendant presque 150 millions d’années d’évolution. Plus
récemment, en 2019, Nixon et al. ont identifie AKAP4 dans le protéome des
spermatozoides des crocodiles ce qui repousserait encore le moment d’apparition
d’AKAP4.

Figure 19 : Rappels phylogénétiques [82]
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d. Coordination de la réponse intracellulaire au sein du
spermatozoide

La signalisation intracellulaire est un mécanisme physiologique essentiel dans
de nombreuses cellules. C’est notamment le cas pour les gamétes male et femelle
dans lesquels la réponse a un stimulus par 'augmentation rapide des teneurs en
protéines n’est pas possible du fait de la condensation de 'ADN. Ainsi, dans les
spermatozoides notamment, la réponse cellulaire a des stimuli repose sur des
cascades rapides de signalisation intracellulaire basées sur des modifications post-
traductionnelles des protéines telles que des cycles de
phosphorylation/déphosphorylation.

Les protéines de la famille des AKAPs jouent le réle d’échafauds permettant de
regrouper des enzymes et leurs substrats et ainsi de coordonner de maniére spatio-
temporelle la signalisation intracellulaire. Comme nous I'avons vu les AKAPs forment
des complexes supramoléculaires notamment avec des protéines de la signalisation.
On parle notamment du complexe AKAP/PKA/AMPc (Figure 20). Le complexe
AKAP/PKA/AMPc permet de cloisonner la réponse a un stimulus au sein de la cellule.
La séquence de localisation décrite précédemment permet de déterminer le lieu
d’action précis de la protéine AKAP. Celle-ci se lie a la sous unité régulatrice de la
PKA ce qui lui permet de diriger la PKA vers un emplacement cellulaire précis. De
cette fagon, les protéines sont phosphorylées de maniére compartimentée [49], [103]
(Figure 20).

Figure 20 : Représentation schématique du complexe AKAP/PKA/AMPc

ATP
Cytoplasme 1
AC
| C: Sous unité catalytique R : Sous unité régulatrice PKA : Protéine

i kinase A

i 1. L’adénylyl cyclase (AC) catalyse la production dAMPc & partir 'ATP. Il existe
. différentes isoformes de cette enzyme : I'adénylyl cyclase transmembranaire et |
| l'adénylyl cyclase soluble. Les études récentes suggérent que la forme |
| transmembranaire est couplée aux complexes AKAP. La stimulation de I'adényl
i cyclase transmembranaire entraine la production rapide et localisée d’AMPc. '

2. LAMPc produite va entrainer I'activation de la PKA liée a la protéine AKAP. LAMPc
n'aura pas d’effet sur les PKA situées dans d’autres compartiments cellulaires. 61
3. La PKA activée va ensuite phosphoryler ces substrats : phosphodiestérases (PDE), |
. phosphatases (PA) également ancrés par I'AKAP et initiateurs d’'une cascade de |
| signalisation. '



- Le géne de 'AKAP4 est issu d’'un héritage maternel. Il est exprimé
tardivement au cours de la spermatogénése. Le spermatozoide étant
incapable de transcription/traduction, lI'ensemble du stock de
proAKAP4 est synthétisé lors de la spermatogénése.

- L’AKAP4 est une molécule trés conservée au sein du régne animal.

- L’AKAP4 est d’abord synthétisé sous la forme d’un précurseur : la
proAKAP4. Celui-ci est par la suite clive afin de permettre
I'assemblage de 'AKAP4 au sein de la gaine fibreuse.

- L’AKAP4 appartient a la famille des AKAP. Elle posséde les propriétés
structurales propre a cette famille que sont un domaine de liaison a la
PKA, une séquence de localisation et la capacité a former des
complexes supramoléculaires.

-  L’AKAP4 joue le role d’échafaud permettant de regrouper enzymes et
substrats. Elle permet ainsi la coordination spatio-temporelle de la
réponse intracellulaire.

B. Roles de proAKAP4/AKAP4 au sein du spermatozoide et
conséquences d’'une défection ou d’une diminution de
proAKAP4/AKAPA4 sur la fertilité

La fertilité est définie comme la capacité a se reproduire. En reproduction
sexueée, les deux individus doivent produire des gamétes fertiles qui pourront, apres la
fécondation, aboutir a la production d'un embryon. La fertilité est un enjeu majeur en
élevage : que ce soit pour la production de viande ou l’initiation d’'une lactation,
I'objectif premier est la naissance d’'un veau. Un grand intérét est donc porté a la
prédiction de la fertilité.

La tache n’est pas simple puisque, comme rappelé plus haut, la fertilité est
multifactorielle. Son évaluation peut se faire par des mesures directes ou indirectes.
En élevage, elle s’apprécie directement par le taux de gestation, le taux de réussite a
I'lA ou encore le taux de non-retour en chaleur. Indirectement, le potentiel de fertilité
s’évalue a travers I'étude de parametres corrélés a la fertilité, tel que la motilité. C'est
l'objectif des méthodes d’analyse conventionnelles décrites précédemment.
Cependant, comme nous 'avons vu, ces parameétres apparaissent mal corrélés a la
fertilité [69], [70], [71]. La proAKAP4 étant pressentie comme biomarqueur de la fertilité
male, il est donc attendu qu’elle ait une meilleure corrélation a la fertilité afin de valider
ce role.

Cette partie synthétise a la fois les roles de la proAKAP4/AKAP4 au sein des
spermatozoides et les résultats de la littérature concernant le lien, direct et indirect,
entre la proAKAP4 et |a fertilité.
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a. Spermatogénése et maturation des spermatozoides

Les spermatozoides étant produit lors de la spermatogénése, tout facteur
perturbant cette derniere aura potentiellement des conséquences sur le stock de
proAKAP4 [104]. De nombreuses études ont démontré que I'expression de 'AKAP4
était modifiée dans un contexte d’exposition a des facteurs connus comme étant des
perturbateurs de la spermatogénése tel que le Vinclozolin [105], utilisé dans la
conservation des fruits et légumes, ou encore le Bisphénol A [106] utilisé pour la
fabrication de plastiques notamment alimentaires.

Les pathologies testiculaires peuvent également affecter la production des
gametes males. Les cancers testiculaires représentent une préoccupation majeure en
médecine humaine. En effet, ceux-ci ont un impact majeur sur la fertilité notamment
en diminuant la spermatogénése [107]. Dans une étude publiée en 2015, Argawal et
al. ont montré que I'expression d’AKAP4 était diminuée chez les patients atteints de
séminome [108]. D’autres affections affectent le stock de proAKAP4 telles que les
varicocéles [109] ou les épididymites [110].

Au cours de leur migration a travers I'épididyme, les spermatozoides vont subir
de nombreuses modifications biochimiques et fonctionnelles qui se traduisent par
'acquisition de la motilité et du pouvoir fécondant [111], [112]. L'une de ses
modifications est une augmentation de l'oxydation des groupes sulfhydriles des
protéines spermatiques [112]. Les groupements thiol des résidus cystéines sont des
centres d’oxydo-réduction impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques. Il a
été postulé que le changement du statut redox des spermatozoides épididymaires
contribue au processus de maturation [113]. Différentes études se sont intéressées
aux protéines spermatiques dont le statut thiol était modifié au cours de la maturation.
Parmi elles, la proAKAP4 [112]. Les conséquences de I'oxydation des groupements
thiol sont encore mal comprises. Des études suggérent que cela permettrait une
stabilisation de la queue des spermatozoides [112]. Dans une étude publiée en 2014,
ljiri et al. envisagent les protéines dont le statut thiol est modifi€ comme des
biomarqueurs de l'angulation du flagelle, anomalie morphologique a [lorigine
d’infertilité [112].

Au cours de la capacitation, les spermatozoides développent une motilité
hyperactivée. Cette derniére est acquise suite a une multitude de changements
fonctionnels et biochimiques; notamment la phosphorylation des protéines
spermatiques. Cette phosphorylation est considérée comme étant le marqueur
biochimique de la capacitation [114], [115], [97]. LAKAP4 et la proAKAP4 font partie
des protéines phosphorylées au cours de la capacitation comme le démontrent des
études chez la souris [115], ’homme [116], le taureau et le buffle [97]. Elles subissent
une phosphorylation de leurs résidus tyrosines et sérines par les Extracellular signal-
Regulated kinases (ERK) 1 et 2 sous le contrble de la PKC [114]. En plus d’étre elles-
mémes phosphorylées, il semblerait que la proAKAP4 et 'AKAP4 contrblent la
phosphorylation d’autres protéines au cours de la capacitation. En 2020, Griffin et al.
ont montré qu’une baisse d’activité d’AKAP4 entrainait une réduction globale des
profils de phosphorylations apres capacitation [117].
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Aussi, ’AKAP4 est capable de se lier et d’ancrer a la gaine fibreuse la calcium-
binding tyrosin phosphorylation regulated protein (CABYR) via un domaine de
régulation de la CABYR semblable au RIl de la PKA [118]. Cette protéine régule le
signal calcique d’induction de la capacitation. L’AKAP4 pourrait donc étre impliquée
dans la modulation du signal calcique a l'origine de la réaction acrosomique.

Enfin, au cours de la capacitation, les localisations de proAKAP4 et d AKAP4
changent [114]. En plus de la piece principale, on retrouve 'AKAP4 dans la piéce
intermédiaire et en région post-acrosomale. La proAKAP4 est quant a elle déplacée
vers 'acrosome. Les conséquences de ces modifications restent non élucidées mais
pourraient étre en lien avec le role de proAKAP4/AKAP4 lors de la capacitation.

b. Structure des spermatozoides et anomalies morphologiques

Les souris knock-out (KO) pour le géne AKAP4 sont stériles. L’analyse
cytomorphologique montre que les spermatozoides produits sont fortement
dysmorphiques. En effet, ceux-ci possédent un développement anormal de la gaine
fibreuse ainsi qu’un enroulement anormal du flagelle. La structure de la gaine fibreuse,
dont AKAP4 est le composant majeur, est incompléte. La piéce principale est de
diamétre réduit. |l est possible de reconnaitre des colonnes longitudinales naissantes
ainsi que des ébauches de demi-anneaux. Cependant méme si I'organisation de base
de la gaine est bien établie, le processus est incomplet sans I'incorporation d’AKAP4.
En revanche, les autres structures cytosquelettiques du flagelle (fibres denses
externes, axonéme) présentent des structures intactes [119], [120] (Figure 21, Figure
22).

De plus, d’autres protéines habituellement présentes dans la gaine fibreuse
sont absentes ou en quantités réduites dans les spermatozoides de souris AKAP4
knock-out. C’est notamment le cas d’AKAP3 et de GAPDS. Cela peut s’expliquer par
le fait que la PKA est présente en quantité réduite ou que sa distribution est altérée du
fait de 'absence d’AKAPA4. Il est également possible que I'absence d’AKAP4 perturbe
'ancrage de d’autres protéines a la gaine fibreuse [119].

Figure 21 : Coupes longitudinales de piéces principales de flagelles vues au
microscope électronique a transmission (x40000) chez des souris de type
sauvage (WT) et knock-out (KO) pour le géne AKAP4 montrant le
développement incomplet de la gaine fibreuse (FS) chez les souris KO [120]
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Figure 22 : Comparaison de la morphologie du spermatozoide normal de
souris de type sauvage (a) avec celui de souris AKAP4 knock-out (b-i) [119]
Les souris AKAP4 knock-out présentent des anomalies morphologiques.

Différentes anomalies peuvent étre
observées en comparaison au type
sauvage (a) :

| - Diamétre flagellaire réduit

i - Flagelle raccourci :
i - Flagelle divisé en plusieurs filaments |
| - Enroulement du flagelle '

Plusieurs études portant notamment sur les bovins [121] et les équidés [117]
ont montré une corrélation positive entre la teneur en proAKAP4 et |la proportion de
spermatozoides morphologiquement normaux (Annexe 1, Annexe 5).

Chez 'homme, plusieurs anomalies flagellaires sont décrites [49]. Parmi elles,
la dysplasie de la gaine fibreuse (DFS pour dysplasia of the fibrous sheath) consiste
en un développement dysplasique du cytosquelette anoxémique et péri-axonémique.
Dans de nombreux cas, la DFS est familiale ce qui suggére une composante génétique
[122]. L’'hypothése qu’une mutation des genes AKAP4 et AKAP3 serait responsable
de la DFS chez 'homme a été émise [122], [123]. La coloration par
immunofluorescence de 'AKAP4 chez les patients atteints de DFS montre un signal
modéré et diffus révélant une gaine fibreuse désorganisée et incomplétement
assemblée [124], [125]. Cependant, I'implication directe de 'AKAP4 n’a pas été
prouvée : aucune modification quantitative ou qualitative de la proAKAP4 et de
'AKAP4 n’a été mise en évidence. En effet, TAKAP4 est correctement localisée dans
la gaine fibreuse désorganisée. L’interaction avec la PKA est normale [122], [126]. Le
lien entre 'AKAP4 et la DFS reste donc non élucidé. L'implication d’autres protéines
de la gaine fibreuse est a envisager. Une origine multi-génétique est a explorer
[122],[127]. Concernant la pathologie des flagelles courts, une étude portant sur un
patient n’a pas montré d’anomalie significative dans la quantité en proAKAP4 et
AKAP4, ni dans sa capacité a fixer la PKA. De plus, la séquence génétique ne
présentait pas d’altération [128].

65



c. Motilité des spermatozoides

Outre son rdle dans la structure et I'assemblage de la gaine fibreuse,
proAKAP4/AKAP4 est indispensable au développement et au maintien de la motilité
des spermatozoides. Le réle d’échafaud d’AKAP4 est essentiel pour la coordination
des différentes enzymes. Plusieurs kinases, phosphatases et phosphodiestérases
ainsi que des protéines du cytosquelette sont impliquées dans la cascade de
signalisation permettant la motilit¢ des spermatozoides. Leur coordination et leur
activation est liée a AKAP4 qui permet une production localisée d’AMPc [49], [80], [53].

La motilité des spermatozoides est reconnue comme étant un marqueur de
fertilité et prédictif de la fécondation [129]. C'est pour cela que les techniques
conventionnelles s’intéressent particulierement a son évaluation.

Un grand nombre de travaux indiquent une corrélation positive entre la
concentration en proAKAP4 et les paramétres de motilité, notamment les motilités
totale et progressive. En ce qui concerne la corrélation entre la proAKAP4 et autres
parameétres de I'analyse CASA (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF), les résultats
varient selon les études (Annexes1-7).

L’asthénozoospermie, définie comme une diminution ou une absence de
motilité des spermatozoides, n'est pas toujours associée a des anomalies
morphologiques. Les causes de I'asthénozoospermie sont encore méconnues. Les
études protéomiques portant sur les individus asthénozoospermiques sont limitées.
Chez 'homme, une trentaine de protéines ayant une expression différentielle par
rapport aux individus normozoospermiques ont été identifiées. La réduction d’AKAP4
est pressentie pour étre un biomarqueur d’'une moindre motilitt. Dans une étude
menée en 2015 chez 68 patients (35 asthénozoospermiques et 33
normozoospermiques), Hashemitabar et al. ont montré une diminution de I'expression
d’AKAP4 chez les patients asthénozoospermiques [130]. Récemment, des mutations
genetiques du géne AKAP4 ont également été rapportées chez des patients atteint
d’asthénozoospermie [131], [132].

d. Stress oxydatif

Les spermatozoides sont particulierement sensibles au stress oxydatif. Cela
s’explique par plusieurs éléments. D’abord parce qu’ils possedent de trées nombreuses
mitochondries. De plus, les spermatozoides ne sont pas en capacité de répondre a un
stress oxydatif important puisqu’ils ne possédent qu'une quantité limitée
d’antioxydants. Enfin, leur membrane plasmique est particulierement riche en acides
gras polyinsaturés, cible de choix des ROS [133]. Des études récentes ont démontré
que la spermatogénése et notamment le stade de spermatide ronde est
particulierement critique pour I'exposition des spermatozoides au stress oxydatif [134].

Toutes les protéines ne possedent pas une sensibilité équivalente au 4-HNE.
proAKAP4 et AKAP4 font partie des protéines cibles [134], [135]. Ainsi, 'exposition au
4-HNE réduit considérablement 'abondance du précurseur et de la protéine mature
dans les stades spermatides rondes mais aussi dans les spermatozoides matures
[134]. L’une des hypothéses est que le 4-HNE déstabilise la forme précurseur et
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perturbe la formation d’A-KAP4 [134]. Cela permet notamment d’expliquer la perte de
motilité constatée suite a I'exposition au 4-HNE [136], [137], [134]. Ce défaut de
motilité réduit la probabilité que des spermatozoides possédant des Iésions oxydatives
de ’ADN participent a la fécondation. Dans ce sens la proAKAP4 et 'AKAP4 peuvent
étre considérées comme un mécanisme de protection qui limite la transmission d’un
génome male altéré a la génération suivante [134].

De nombreux facteurs extérieurs peuvent générer un stress oxydatif des
cellules. C’est le cas de la fumée de cigarette. Dans une étude préliminaire menée en
2019, Delehedde et al. ont démontré que la concentration en proAKAP4 était diminuée
chez les hommes fumeurs par rapport au non-fumeurs. Cela a été confirmé avec un
modeéle animal : Les souris exposées a la fumée de cigarette ont présenté une forte
diminution des concentrations en proAKAP4. Un traitement a base de N-
acétylcystéine, un antioxydant, permettait d’améliorer considérablement les niveaux
en précurseur [138].

~

Un tableau récapitulatif des corrélations mises en évidences entre la proAKAP4
et les paramétres corrélés a la fertilité (toutes especes confondues) est présenté
dans le Tableau VIII.

Dans un souci de synthése, les Annexes 1-7 présentent, par espece, les
différentes études portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur de la
qualité spermatique. /
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C. Quantification de la proAKAP4

a. Intéréts

La fertilité d’'un individu peut varier au cours du temps : un individu fertile peut
produire a un moment donné une semence infertile. De plus, I'impact sur la fertilité de
traitements courants tels que les antibiotiques ou les vaccins est encore méconnu
[61],[153]. Dans ce contexte, il apparait particulierement intéressant de pouvoir tester
la fertilité des individus de maniére plus systématique que ce soit au cours de la saison
de reproduction afin de pouvoir choisir au mieux le moment d’accouplement [99] ou
aprés la fin d’'un traitement [61].

Chez toutes les espéces étudiées, des variations inter individuelles de la
concentration en proAKAP4 ont été mises en évidence [61], [90]. Ces variations sont
aussi observées chez des individus possédant des parameétres spermatiques
similaires selon les analyses conventionnelles [61]. Pour un méme individu, des
variations de la proAKAP4 entre différents éjaculats ont aussi été constatées [90], [61].
Chez plusieurs espéces, des variations au cours de la saison de reproduction ont été
mise en évidence [99], [145].

Dans le cadre de la FIV, la qualité de la paillette utilisée n'est pas évaluée.
Pourtant comme nous I'avons vu, la cryoconservation altere la fertilité de la semence.
Afin d’améliorer les taux de fécondation, il apparait donc pertinent de tester la qualité
de la semence en amont des manipulations.

Récemment des tests fonctionnels ont fait leur apparition sur le marché : les
kit4MID®. lls détectent et quantifient spécifiquement la proAKAP4 dans les
spermatozoides par la méthode ELISA sandwich. Ces kits sont disponibles chez de
nombreuses espéces (chien, chat, taureau, étalon, bouc, bélier, porc, souris, lapin,
chameau, homme). lls permettent I'analyse de sperme frais, réfrigéré et congelé.
Simples d’utilisation et économiques, ces kits présentent I'avantage d’étre adaptés a
une utilisation de routine. lls constituent donc une alternative potentielle aux méthodes
d’analyses conventionnelles.

b. Valeurs de référence
Les études chez les différentes espéces permettent de suggérer des seuils de
concentration en proAKAP4 en lien avec la qualité spermatique. Elles sont toutefois
susceptibles d’évoluer dans le temps avec I'avancée de la recherche.
Le fabricant des kits 4MID® propose une classification de la qualité des

éjaculats en fonction de la teneur en proAKAP4. Les valeurs sont les mémes pour
toutes les especes (Tableau IX).
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Tableau IX : Valeurs de référence de la concentration en proAKAP4 [154]

Concentration en proAKAP4 ‘ Qualité de I’échantillon
Inférieure 15 ng/10 millions de spz Faible
Entre 15 et 40 ng/10 millions de spz Bonne
Entre 40 et 60 ng/10 millions de spz Tres bonne
Supérieure a 60 ng/10 millions de spz Excellente

Dans un but de standardisation, Bastan et al. [121] ont étudié en 2019 chez les
bovins I'adéquation entre les niveaux en proAKAP4 (mesurés a l'aide des kits Bull
4MID®) et les techniques conventionnelles d’analyse du sperme dans 60 paillettes de
sperme congelé. lls ont analysé les paramétres de motilité (analyse CASA), la
morphologie des spermatozoides, I'intégrité membranaire et la concentration. lls ont
réparti les échantillons en trois groupes selon la teneur en proAKAP4 :

- Concentration faible : < 25 ng/10 millions de spermatozoides
- Concentration modérée : Entre 25 et 39 ng/10 millions de spermatozoides
- Forte concentration : Supérieure a 40 ng/10 millions de spermatozoides

lls ont observé que les échantillons possédant des concentrations supérieures a 25
ng/10 millions de spermatozoides présentaient des motilités totale et progressive plus
élevées et persistantes dans le temps. De plus, la proportion de spermatozoides
présentant des queues anormales était plus faible.

- Une multitude de références démontrent une corrélation entre la
qualité spermatique globale, évaluée par les techniques
conventionnelles, et 'expression d’AKAP4 et de proAKAP4.

- De maniére plus spécifique, de nombreuses études ont montrés des
corrélations positives entre la concentration en proAKAP4/AKAP4 et
la motilité spermatique et la proportion de spermatozoides
morphologiquement normaux.

- Parailleurs, plusieurs travaux ont démontré I'impact du stress oxydatif
ou de perturbateurs de la spermatogénese sur le stock de
proAKAP4/AKAP4. Cela permet donc d’envisager la protéine comme
le reflet des événements ayant lieu au cours de la «vie » des
spermatozoides.

- La quantification de la proAKAP4 via les kits 4MID® représente une
alternative aux méthodes d’analyses conventionnelles.
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DEUXIEME PARTIE :
Partie expérimentale -
Travaux de these

/La partie expérimentale de notre travail est présentée sous la forme d'un e@
scientifique en vue de sa publication apres traduction. Afin d’en faciliter la
compréhension, plusieurs illustrations ont été insérées dans ce manuscrit. De plus,
une conclusion générale sera présentée afin de rester conforme au format de these.

Contribution personnelle a I’étude :

Dans ce projet, mon réle a été de faire le lien entre les différentes parties prenantes.
Pour cela, jai participé a I'élaboration du protocole expérimental. J'ai ensuite été
chargée de colliger I'ensemble des données avec d'une part les mesures de
proAKAP4 et d’autre part les résultats de la production embryonnaire. Les résultats qui
seront présentés sont issus d’'une analyse statistique effectuée sous la supervision du
Dr. Nicolas Sergeant. Par ailleurs, la revue de la littérature effectuée dans la premiére
partie de ce manuscrit m’a permis, avec l'aide du Dr. Lamia Briand-Amirat et du Dr.
Alline Reis, de rédiger l'introduction ainsi que la discussion de l'article présenté ci-
dessous.
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proAKAP4 : biomarqueur prédictif du développement embryonnaire
in vitro chez les bovins

Mots clés : bovin, taureau, proAKAP4, sperme, spermatozoide, développement
embryonnaire, fécondation in vitro, biomarqueur, fertilité

1. Introduction

En élevage bovin, la production d’'embryons in vitro en vue de leur transfert est utilisée
dans les schémas d’amélioration génétique. La technique d’Ovum Pick Up (OPU), ne
nécessitant pas de traitement de superovulation et étant répétable a raison de deux
fois par semaine, permet une meilleure valorisation du potentiel génétique femelle.
Cela explique la tendance mondiale actuelle en faveur des transferts embryonnaires
(TE) a partir d’'embryons produits in vitro (P1V). Ainsi, entre 2020 et 2021, I'lnternational
Embryo Technology Society (IETS) a rapporté une augmentation record (+32,8%) des
TE a partir d'embryons PIV [3].

Cependant, la procédure reste peu efficace et de nombreux embryons transférés sont
incapables de conduire a une gestation [4]. Aprés collecte des ovocytes et fécondation
in vitro (FIV), le nombre de blastocystes transférables avoisine les 30% [5]. Aprés
transfert, seulement 40% des vaches sont gestantes. Les taux de gestation obtenus
sont 10 a 40% inférieurs a ceux observeés aprés transferts d’'embryons obtenus in vivo
[2], [162]. Ce résultat est encore plus faible lorsque les embryons sont congelés [2],
[6]. Aussi, il apparait essentiel de rechercher tous les moyens permettant d’améliorer
les rendements de la technique. Pour cela, deux axes sont a envisager [43]: 1/
Optimiser la production in vitro afin d’obtenir un nombre d’embryons transférables plus
important ; 2/ Améliorer la sélection des embryons afin d’augmenter le pourcentage
d’embryons transférés qui conduiront a une gestation.

Le succes de 'OPU-FIV dépend de l'optimisation des facteurs males, femelles et
opérationnels [4], [6]. La qualité des gameétes est un facteur déterminant du
développement embryonnaire. Le rble central de I'ovocyte n'est plus discuté. Le
spermatozoide assure quant a lui la fécondation de I'ovocyte et détermine en partie le
développement embryonnaire précoce et I'implantation dans l'utérus [2]. Un enjeu
majeur est donc I'appréciation de la qualité de la semence ; voire la prédiction du
potentiel de fertilité.

L’A-Kinase Anchoring Protein 4 (AKAP4) est une protéine de structure spécifique des
spermatozoides strictement localisée au niveau du flagelle pressentie comme un
biomarqueur de qualité spermatique [61], [129]. Elle est synthétisée sous la forme d’un
précurseur : la proAKAP4. Au stade mature, 'AKAP4 permet de recruter la protéine
kinase A (PKA) au sein de la gaine fibreuse et favorise ainsi la phosphorylation locale
des substrats ainsi que la régulation des fonctions flagellaires telles que l'initiation et
I'entretien de la motilité des spermatozoides, fondamentale pour la fécondation [49].

Chez les bovins, de nombreux travaux ont mis en lumiere une corrélation entre les
niveaux de proAKAP4/AKAP4 et les paramétres conventionnels de qualité de la
semence tels que la motilité [90], [121], [129], [140] ou encore la morphologie des
spermatozoides [121]. Récemment, une étude a montré une corrélation entre la
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concentration en proAKAP4 de I'éjaculat congelé et la fertilité in vivo évaluée par le
taux de non-retour en chaleur a 90 jours sur 199 100 inséminations artificielles [129].

Concernant la fertilité in vitro, a notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée
a évaluer la proAKAP4 comme biomarqueur du développement embryonnaire. En
effet, la FIV est réalisée dans un cadre différent de l'insémination artificielle. La
semence est soumise a de nombreuses manipulations avant la mise en contact avec
les ovocytes, la distance a parcourir pour la fécondation est moindre, I'environnement
artificiel est dépourvu de I'ensemble de facteurs cellulaires utérins présents lors d’'une
fécondation in vivo.

Dans ce contexte, nous avons souhaité déterminer 1) si la proAKAP4 est un
biomarqueur de fertilité d’intérét lors de la FIV permettant notamment de prédire le
taux de blastocystes obtenu ; 2) le matériel d’élection pour évaluer la proAKAP4 en
tant que biomarqueur de la fertilité male in vitro ; 3) la concentration seuil de proAKAP4
pronostique du développement embryonnaire en termes de quantité et/ou de qualité
des embryons obtenus.

Ainsi, ce travail se décompose en trois études menées chez le bovin :

Etude 1 : Evaluation de la variabilité des concentrations en proAKAP4 tout au
long de la chaine de préparation de la semence en vue de la fécondation in vitro

L’objectif est d’évaluer la variabilité de la teneur en proAKAP4 au cours des étapes de
préparation de la semence en vue de la FIV. Pour cela, nous avons quantifié la
proAKAP4 dans différents échantillons, tout au long de la chaine de préparation du
sperme.

Etudes 2 et 2 bis : Evaluation de la proAKAP4 comme biomarqueur de I'issue du
développement embryonnaire

L’objectif de ces deux études est d’évaluer la corrélation entre le développement
embryonnaire et la teneur en proAKAP4.

Dans I'Etude 2, nous évaluerons cette corrélation & partir des concentrations en
proAKAP4 mesurées dans les différents échantillons de I'Etude 1. En cas de
corrélation avérée, nous déterminerons lequel des échantillons s’avere le mieux
corrélé aux résultats du développement embryonnaire en termes de quantité et de
qualité.

Dans I'Etude 2bis, nous évaluerons cette corrélation & partir des concentrations en
proAKAP4 des paillettes. Cette étude inclut un échantillon de fécondations in vitro
élargi par rapport a celui de I'Etude 2.

2. Matériels et Méthodes

Les études 1, 2 et 2bis ont été réalisées selon une méme méthodologie. Le traitement
des données et I'analyse des résultats ont différé et seront explicités pour chaque
étude. Une représentation schématique de la méthodologie globale employée est
présentée dans la Figure 23.
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2.1. Procédures générales

2.1.1. Préparation des donneuses en vue de la collecte de complexes cumulus
oocytes

Des génisses de 16 a 27 mois, ont été soumises a des sessions d’OPU. L’effectif des
génisses varie en fonction des études : Etude 2 (n=14), Etude 2bis (n=29). Pour ce
faire, un protocole de synchronisation des chaleurs et de stimulation ovarienne a été
mis en place selon la méthode décrite par Idrissi et al. (2021) [157]. Un dispositif intra
vaginal de progestérone (Prid Delta, 1.55 g, Ceva, Libourne, France) a été mis en
place (J-9). Six jours aprés (J-3), une injection intramusculaire de 2ml d’'un analogue
de la prostaglandine F2 (Estrumate, MSD Santé Animale, équivalent a 0,5 mg de
cloprosténol) a été administrée. Le jour suivant (J-2), le dispositif intra vaginal a été
retiré. Les chaleurs de référence ont été détectées par le suivi de I'activité et de la
rumination (Heatime, Evolution XY, France) en moyenne 48h aprés le retrait du
dispositif intra vaginal (JO). Une ablation des follicules dominants (follicules dont le
diamétre était supérieur a 8mm) a éteé réalisée 8 jours plus tard (J8). Trente-six heures
aprés I'ablation des follicules dominants (J10), un nouveau dispositif intra vaginal de
progestéerone (Prid Delta, 1.55 g, Ceva, Libourne, France) a été posé et une stimulation
ovarienne a été réalisée par 5 injections intramusculaires de doses décroissantes de
pFSH/pLH (Stimulfol, Reprobiol, Oufet, Belgique) toutes les 12h pendant 2,5 jours
(J11:7 p.m=75 ug FSH/15 ug LH; J12: 7 a.m—62.5 ug FSH/12.5 pg LH; J12 : 7 p.m—
50 ug FSH/10 pg LH; J13: 7 a.m-37.5 ug FSH/7.5 pg LH; J13 : 7 p.m—25 ug FSH/5
Mg LH. L'ovum pick-up a été réalisée a J14 (OPU1).

Suite a OPU1, un nouveau dispositif intravaginal a été mis en place et 'ensemble des
procédures décrites entre J8 et J14 ont été répétées afin de réaliser une nouvelle
collecte avec 14 jours d’intervalle (OPU2, et ainsi de suite) (Figure 24).

Figure 24 : Représentation schématique du protocole de préparation des
donneuses (adapté du protocole d’ldrissi et al. [157])
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2.1.2. Collecte des ovocytes

La collecte d'ovocytes par voie transvaginale sous guidage échographique (ovum pick-
up - OPU) a été réalisé sous anesthésie locorégionale (bloc épidural) avec 86,5-173
mg de procaine par animal (Procamidor®, Richter Pharma, Wels, Autriche), aprés
sédation par 10 mg/100 kg PV de xylazine (Rompun®, Bayer Animal Health, Saint-
Georges-de-Reneins, France). La zone anogénitale a ensuite été lavée et désinfectée
(Vétédine savon®, Vétoquinol, Lure, France). Avant la ponction, un porte-aiguille,
comprenant une aiguille (18G) et relié a un systéme d'aspiration, a été rincé dans une
solution de ringage additionnée d'héparine (Héparine Choay, 25 000 UIl/5 mL, Sanofi-
Aventis, France) (1:50) pour éviter la formation de caillots sanguins dans la tubulure.
Un guide portant une sonde échographique (sonde EC123, 7,5 MHz, échographe
MyLab30, ESAOTE Pie Medical, Saint-Germain-en-Laye, France) a été inséré par voie
vaginale et l'ovaire a été positionné contre la sonde par le technicien par voie
transrectale. Le porte-aiguille a ensuite été introduit via le guide par voie transvaginale.
Tous les follicules de 6 a 12 mm de diametre des deux ovaires ont été aspirés et le
contenu récupéré dans un tube Falcon de 50 ml, contenant 1 ml de solution de ringage
additionnée d'héparine (1:50), maintenue a 37 °C.

2.2. Production des embryons in vitro

Les embryons ont été obtenus a l'issu de plusieurs séances de FIV. Au cours d’'une
séance, la semence d’'un unique taureau a été utilisée pour réaliser plusieurs
fécondations in vitro. Ainsi, au cours d’'une séance, la semence d’un taureau a servi a

féconder les ovocytes de plusieurs femelles (Figure 25). Pour nos trois études, la
semence de 5 taureaux a été utilisée.

Figure 25 : Déroulement d’une séance de production d’embryons in vitro
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2.2.1. Maturation in vitro

Suite a la collecte, les complexes cumulus ovocytes (COCs) ont été identifiés,
sélectionnés et rincés trois fois dans le milieu de ringage Euroflush (IMV Technologies,
France) a 37°C puis une fois dans le milieu de maturation in vitro (MIV). Le milieu de
maturation était composé de TCM-199/NaHCO3 additionné de 10% de sérum de veau

foetal, 10 ug/ml de FSH, 12 pg/ml de LH, 1ug/ml de 17-estradiol et 5Sng/ml de facteur
de croissance épidermique (EGF) et 5ug/mL de gentamicine. Avant d’étre placés en
MIV, la qualité des COCs a été évaluée selon les criteres morphologiques de 'ETS
[158]. Seuls les COCs présentant un cytoplasme homogéne, non-granulaire et
présentant au moins 3 couches de cellules de la granulosa ont été sélectionnés.

La MIV des ovocytes de chaque donneuse a été réalisée séparément dans 500uL de
milieu de maturation, pendant 22 h, a 38,5°C dans une atmosphére humidifiée a 5%
de CO2.

2.2.2. Fécondation in vitro

Chaque paillette a été décongelée en la plongeant dans un bain-marie a 37°C pendant
30 secondes puis essuyee. Le contenu de la paillette a été vidé délicatement sur un
gradient discontinu BoviPure (40/80) et le tube a été centrifugé selon les instructions
du fabricant (Nidacon International AB, Suéde). Aprés centrifugation a 500 g pendant
20 minutes le culot a été récupéré par élimination du surnageant. Un comptage a été
effectué a l'aide d’'une cellule de Malassez, permettant de déterminer la concentration
du culot. Ce dernier a ensuite été dilué dans du milieu de fécondation afin d’obtenir
une concentration finale de 1,0 x 108 spermatozoides/ml.

Parallélement, les cellules du cumulus des ovocytes maturés ont été rincés deux fois
dans le milieu de fécondation.

Les ovocytes ont été co-incubés avec 1,0 x 10° spermatozoides/mL dans 500uL de
milieu de fécondation pendant 22 heures a 38,5°C dans 5% de CO2 dans lair

humidifié. Le milieu de fécondation [138] était un milieu Tyrode (Fert TALP) contenant
10ug/mL d'héparine, 6g/L BSA, 20uM de pénicillamine, 10uM d’hypotaurine et 1uM
d’épinéphrine et 20uM de sodium pyruvate. Le moment initial de la co-incubation est
considéré comme le point de départ (TO) du développement précoce de I'embryon.

2.2.3. Développement embryonnaire in vitro et acquisition des images

Vingt-deux heures aprés la mise en contact des gametes, les cellules du cumulus ont
été enlevées a I'aide d’un cycle court de vortex et les zygotes présumeés de chaque
vache séparément ont éteé rincés dans le milieu de culture puis placés individuellement
dans des micro-puits de boites de Pétri adaptés a la production d’embryons avec
prises de vues en temps réel (time lapse — Primovision®). Les micro-puits ont été
couverts par une goutte de 150puL de milieu SOF (SOF, Minitib, Gmbh, Allemagne)
additionné de 1% de sérum de vache en cestrus, sous huile minérale, et placés dans
l'incubateur a 38,5°C, 5% de CO2, 5% d'O2 et 90% de N2 dans l'air humidifié jusqu’au
jour 7 aprés co-incubation. Au sixiéme jour post co-incubation, les embryons ayant
déja atteint le stade blastocyste en début d’expansion (diamétre a I'intérieur de la zone
pellucide supérieur a 135 pum et zone pellucide affinée de plus de 2 um) ont été
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congelés en congélation vitale individuellement. La procédure a été renouvelée au
septiéme jour post co-incubation.

Les boites de Pétri adaptées au systeme PrimoVision® contenant les embryons ont
été placées sous la micro-caméra dans l'incubateur. Une unité de contrdle externe
équipée d'un logiciel en cours d'exécution a permis de focaliser I'image initiale et de
régler la durée du laps de temps et la fréquence de capture d'image. Un faible courant
électrique est envoyé au microscope pendant quelques milisecondes pour permettre
la capture d'image. Afin d'éviter d'endommager I'embryon, le microscope est équipé
d'une lumiére LED verte homogéne. La durée d'éclairage et l'intensité lumineuse sont
minimisées sans affecter la résolution. La fréquence de capture d'images a été fixée a
15 minutes. Le logiciel d’analyse Primo Vision® a compilé les images pour générer les
vidéos.

2.3. Annotation du développement embryonnaire et classification
morphocinétique

Pour chacune des FIV, le développement embryonnaire ainsi que la classification
morphocinétique des blastocystes ont été annotés indépendamment. Toutes les
annotations statiques du développement embryonnaire ont été effectuées par un
technicien et toutes les annotations morphocinétiques ont été réalisées par un autre
technicien spécialisé dans ce domaine (Figure 27).

2.3.1. Evaluation morphologique (statique)

Pour chaque FIV, le technicien a annoté :

T=22h : le nombre de zygotes présumeés

T=48h : le nombre de zygotes segmentés (zygotes ayant réalisé le premier clivage (au
moins 2 blastoméres visibles — cette observation est réalisée sur le logiciel Primovision
— sans sortir les embryons de l'incubateur)

T=J6 et T=J7, tous les blastocystes, blastocystes expansés et blastocystes éclos ont
eu leur qualité morphologique annotée selon les criteres de I'lETS [158]. Ensuite, il a
été annoté, la classification IETS de chaque blastocyste et le nombre total pour chaque
femelle, comme suit :

- Le nombre de blastocystes (embryons présentant une formation de blastoccele
sans signes d’expansion) (Figure 26)

- Le nombre de blastocystes expansés (embryons présentant un blastoccele,
associée aux deux signes d'expansion validés par nos soins: une
augmentation du diamétre intrapellucidaire de I'embryon (>135 pum) et un
affinement d’au moins 2um de la zone pellucide (Figure 26). Ces embryons ne
présentent pas de signe d’éclosion.

- Le nombre de blastocystes éclos : embryons expansés présentant des signes
d’éclosion : la rupture de la zone pellucide avec une sortie partielle ou compléte
de 'embryon de la zone pellucide

- Le nombre d’embryons congelés : Seuls les embryons expansés de bonne
qualité morphologique (qualité IETS Q1 ou Q2) ont été congelés.
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Figure 26 : Photographie time-lapse d’embryons bovins obtenues a I'aide du
dispositif Primovision® (proportions conservées)

A : Blastocyste
\ Diametre intrapellucidaire = 120um

. N0
B : Blastocyste en début d’expansion
Diametre intrapellucidaire = 135um
Expansion minimale pour étre considéreé
congelable (zone pellucide affinée +
diamétre intrapellucidaire)

C : Blastocyste expansé
Diametre intrapellucidaire = 150um

2.3.2. Evaluation morphocinétique

Suite a la fin de la séance, les time lapses obtenues par vidéo-microscopie ont été
envoyees pour I'analyse morphocinétique.

L’analyse des criteres morphocinétiques ne faisant pas encore I'objet d’un consensus,
nous avons utilisé la méthode décrite par Le Brusq [43] et développée et réecemment
validée dans notre laboratoire. Cette méthode se base sur I'annotation standardisée
de 27 criteres cinétiques et morphodynamiques observés entre le premier clivage et
la fin de la phase LAG (phase d’arrét du développement embryonnaire observé in vitro
au stade 8-16 cellules [43]) suivie d’'une prédiction réalisée par un prédicteur semi-
automatique basé sur la méthode mathématique de forét aléatoire [163]. Ainsi chaque
embryon a pu étre classé dans une des 4 catégories morphocinétiques définies par
Reis et al. [159].

- Catégorie A - ou blastocystes a éclosion précoce : Embryons possédant une
trajectoire morphocinétique trés proche du développement normal décrit dans
la littérature mais présentant un potentiel d’éclosion précoce c’est-a-dire avant
J7.5 post co-incubation

- Catégorie B - ou blastocystes éclos : Embryons possédant une trajectoire
morphocinétique trés proche du développement normal décrit dans la littérature
et présentant un potentiel d’éclosion entre J7.5 et J8 post co-incubation

- Catégorie C - ou blastocystes retardés : Embryons possédant une trajectoire
morphocinétique pouvant étre considérée comme normale mais avec quelques
paramétres morphocinétiques légerement plus variables que le décrit la
littérature et présentant un faible potentiel d’éclosion avant J8.

- Catégorie D - ou blastocystes arythmiques : Embryons présentant des divisions

anormales et/ou une cyclicité arythmique mais atteignant le stade de blastocyste
« transférable ».
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Un petit nombre d’embryons avaient entamé le premier clivage avant la mise en culture
sous cameéra (avant T22h). lls n'ont donc pas pu étre classés dans les catégories
précédentes puisque ce classement dépend d’informations obtenues des le début du
premier clivage. Ces embryons représentent pourtant un intérét puisqu’ils ont clivé
précocement. Nous les avons donc regroupés dans une catégorie a part entiére : les
clivés.

Figure 27 : Format du tableau des annotations du développement
embryonnaire et de la classification morphocinétique
Au cours de chaque séance, la semence la semence d’'un méme taureau a servi a féconder
les ovocytes différentes vaches donneuses.

n clivés

Evaluation morphocinétique

n catégorie A | n catégorie B | n catégorie C | n catégorie D

congelés

n blastocystes | n embryons
éclos

n blastocystes
éxpansés

Evaluation morphologique (statique)

n segmentés| n blastocystes

n zygotes

Rang OPU | mis en culture

Femelle

N° Vache
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2.4. Quantification de la proAKAP4
2.4.1. Matériel biologique
Pour chacun des 5 taureaux, 3 types de matériel biologique ont été retenus :

- P : Paillettes de 250l et n’ayant jamais été décongelées. La concentration
des paillettes étaient de 80M de spermatozoides/mL pour quatre taureaux et de
70M de spermatozoides/mL pour un taureau.

Les échantillons suivants ont été récupérés directement lors des séances de
production d’embryons (Figure 28). Le matériel suivant provient de paillettes
issues du méme lot (éjaculat) que les paillettes (P) retenues.

- Sp: 20uL du contenu de la paillette décongelée, utilisée pour la production
d’embryons. Ces échantillons ont été collectés immédiatement aprés le dépot
du contenu de la paillette sur le gradient percoll en évitant leur mélange.

- Cul: 7uL du culot aprés la procédure de séparation par gradient et avant
dilution.

Les matériels Sp et Cul ont été envoyés en double pour la réalisation d’'une double
quantification.

Les paillettes ont été conservées dans 'azote liquide (-196°C) et le reste du matériel
a été conservé a -80°C jusqu’a I'envoi pour analyse. L'ensemble du matériel a été
envoye par transporteur routier dans un contenant unique a une température de -80°C
(carboglace) pour une livraison sous 24h, tels que préconisé par le laboratoire. La liste
et les caractéristiques des échantillons envoyés est disponible en Annexe 8.
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2.4.2. Quantification de la proAKAP4 a I'aide des kits Bull 4MID®

Les mesures de la concentration en proAKAP4 ont été réalisées par le laboratoire de
recherche de 'INSERM UMRS1172 Alzheimer et Tauopathies a Lille, par I'équipe
4BioDx. A réception des échantillons, ceux-ci ont été conservés a -80°C. Avant le
dosage de proAKAP4, les échantillons ont été décongelés en étant placés une minute
a 37°C dans une étuve séche.

Toutes les mesures de proAKAP4 ont été réalisées a 'aide d'un kit Bull 4MID (4BioDx,
Lille, France) conformément aux instructions du fabricant.

Un volume proportionnel d’échantillon décongelé a été mélangé a un tampon de lyse.
Le lysat obtenu a été placé dans chaque puit de la plaque recouverte d’anticorps anti-
proAKAP4. Un anticorps proAKAP4 secondaire conjugué au raifort a ensuite été ajouté
pour réaliser I'étape ELISA sandwich. Aprés lavage approprié, la solution de substrat
a été ajoutée et la coloration a été arrétée avec la solution d’arrét fournie dans le Kkit.
L’intensité de la couleur étant proportionnelle a la quantité de proAKAP4 présente dans
chaque échantillon de sperme, la densité optique a été mesurée par
spectrophotométrie a 450 nm. Une courbe d’étalonnage a été déterminée en paralléle.
Les résultats des concentrations en proAKAP4 étaient toujours exprimés en ng/ml ou
en ng par 10 millions de spermatozoides (ng/10M spz) lorsque les concentrations de
spermatozoides en millions par ml étaient déterminées.

2.5. Traitement des données et analyse statistique

2.5.1. Etude 1 : Evaluation de la variabilité des concentrations en proAKAP4 tout
au long de la chaine de préparation de la semence en vue de la fécondation in
vitro

Pour chaque taureau (n=5), la quantification en proAKAP4 a été réalisée sur 2
paillettes (2 mesures par paillette) (Figure 29). Par ailleurs, 4 échantillons Sp et 4
échantillons Cul, correspondant a 2 séances de production d’embryons, ont été traités
comme décrit dans les procédures générales. La concentration en proAKAP4 a été
mesureée sur chacun des échantillons Sp et Cul (Figure 29).

Figure 29 : Format du tableau des résultats relatifs a la quantification de
proAKAP4 dans les différents échantillons P, Sp et Cul

Taureau X
Concentration en proAKAP4
Paillette 1 Paillette 2
Mesure 1
Mesure 2

Concentration en proAKAP4
Sp1l Sp 2 Cull Cul 2

Taureau | Séance

1
2




Pour chaque paillette, la moyenne des deux mesures de concentration en proAKAP4
a été calculée. La moyenne des concentrations en proAKAP4 et le coefficient de
variation (CV) des deux paillettes ont été calculés. Un CV ayant une valeur inférieure
a 0,15 indique une variabilité faible entre les deux paillettes.

Pour chaque séance, les moyennes des deux échantillons Sp et Cul ont été calculées.
Pour les deux types d’échantillon, le CV entre les deux séances a été calculé. Un CV
ayant une valeur inferieure a 0,15 indique une variabilité faible d’'une séance a l'autre.

Afin de déterminer une éventuelle différence significative de la concentration en
proAKAP4 dans les différents échantillons (P, Sp et Cul), des fonctions gaussiennes
ont été utilisées pour évaluer la distribution des données. Des tests de normalité
Shapiro Wilk ont été appliqués. Dans les groupes de données normalement distribués,
les différences significatives ont été déterminées par des tests T de Student a
échantillons indépendants. Des tests F d’égalité des variances ont préalablement été
réalisés. L’hypothése nulle (HO) retenue est I'absence de différence significative. La
valeur limite fixée pour le rejet de HO est 0,05.

2.5.2. Etude 2 : Evaluation de la proAKAP4 comme biomarqueur de I'issue du
développement embryonnaire

Seul le matériel biologique ayant une faible variabilité entre les séances (CV<0,15)
pour 'ensemble des taureaux (Etude 1) a été retenu pour I'Etude 2. La médiane de la
concentration en proAKAP4 dans ce matériel biologique a été utilisée afin de définir
deux groupes distincts de taureaux (proAKAP4 inf — taureaux avec une concentration
en proAKAP4 inférieure a la médiane ; et proAKAP4 sup — taureaux avec une
concentration en proAKAP4 supérieure a la médiane).

Dans cette étude, nous avons cherché a vérifier 'existence ou non d’un lien entre la
concentration en proAKAP4 dans ce matériel biologique et production d’'embryons.

Pour ce faire, le développement embryonnaire (en termes quantitatifs) des mémes
séances de FIV ayant fourni les différents matériels biologiques de I'Etude 1 a été
analyseé.

Le protocole de fécondation in vitro et d’'analyse du développement embryonnaire ont
eté identiques pour les différents taureaux tel qu’indiqué dans la Figure 27.

Un total de N=10 séances (2 par taureau) a été inclus dans cette étude. Pour chaque
séance, la semence d’'un taureau a servi a féconder les ovocytes de 4 a 7 femelles
différentes. Les ovocytes proviennent de 14 génisses différentes. Ainsi, un total de
n=57 FIV a été inclus dans cette étude (Tableau X).
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Tableau X : Présentation du nombre de fécondations in vitro réalisées au cours
de chaque séance pour chacun des cinq taureaux de I’Etude 2

Taureau Séance Nombre de FIV
1 4
1
2 5
1 7
2
2 5
1 7
3
2 6
1 5
4
2 5
1 7
5
2 6
N=10 n=57

Pour chaque FIV (n=57), nous avons calculé :

n Segmentés

- Taux de segmentés =

n Zygotes mis en culture

n Blastocystes + n Blastocystes expansés + n Blastocystes éclos

- Taux de blastocystes totaux a J7 =

n Zygotes mis en culture

n Congelés

- Taux d’embryons transférables (congelés) =

n Zygotes mis en culture

n Zygotes de catégorie X

- Taux de catégorie morphocinétique (A, B, C, D, clivés) =

n Congelés

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Prism 8.2 GraphPad.
Afin d’évaluer I'existence d'une différence significative entre les deux groupes quant a
la production embryonnaire d’'une part et la qualité des embryons obtenus d’autre part,
des fonctions gaussiennes ont été utilisées pour évaluer la distribution des données.
Des tests de normalité Shapiro Wilk ont été appliqués. Dans les groupes de données
normalement distribués, les différences significatives ont été déterminées par des tests
T de Student a échantillons indépendants. Des tests F d’égalité des variances ont
préalablement été réalisés. L’hypothése nulle (HO) retenue est I'absence de différence
significative. La valeur limite fixée pour le rejet de HO est 0,05.

2.5.3. Etude 2bis : Elargissement de I’effectif de FIV

Afin d’obtenir un effectif plus important que celui de I'Etude 2 (n=57 FIV), nous avons
collecté rétrospectivement les résultats de FIV ayant été réalisées avec la semence
issue des mémes lots que I'Etude 2. Cela a permis de porter l'effectif a n=164 FIV.
Dans cette étude, les ovocytes provenaient de 29 génisses différentes.

Les taureaux ont été répartis en deux groupes (proAKAP4 inf et proAKAP4 sup) en
fonction de la valeur seuil en proAKAP4 préalablement établie (Etude 1).
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Pour chaque taureau, les moyennes des parameétres de la production embryonnaire
(taux de segmentés, taux de blastocystes totaux a J7, taux d’embryons transférables)
ont été calculées comme décrit dans I'Etude 2. De plus, le caractére qualitatif
morphocinétique a été évalué. Pour ce faire, 'ensemble des embryons ont été évalués
selon la classification proposée par Reis et al. (2018). De plus, les embryons déja
clivés au début de la culture embryonnaire ont été classés comme « clivés », comme
décrit dans la section 2.3.2.

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Prism 8.2 GraphPad.
Afin d’évaluer I'existence d’'une différence significative entre les deux groupes quant a
la production embryonnaire d’'une part et la qualité des embryons obtenus d’autre part,
des fonctions gaussiennes ont été utilisées pour évaluer la distribution des données.
Des tests de normalité Shapiro Wilk ont été appliqués. Dans les groupes de données
normalement distribués, les différences significatives ont été déterminées par des tests
T de Student a échantillons indépendants. Des tests F d’égalité des variances ont
préalablement été réalisés. L’hypothése nulle (HO) retenue est I'absence de différence
significative. La valeur limite fixée pour le rejet de HO est 0,05.

3. Résultats

3.1. Etude 1 : Evaluation de la variabilité des concentrations en proAKAP4 tout
au long de la chaine de préparation de la semence en vue de la fécondation in
vitro

Les concentrations de proAKAP4 obtenues dans les paillettes (n=5 taureaux, 2
paillettes/taureau) ont été comprises entre 46,2 ng/10M spz et 75,6 ng/10M spz. La
concentration moyenne a été de 61 ng/10M spz. La médiane obtenue a été de 58,5
ng/10M spz (Tableau XI).

Pour chaque taureau, les concentrations en proAKAP4 des deux paillettes analysées
sont présentées dans le Tableau XI. La concentration en proAKAP4 a présenté une
faible variabilité entre les deux paillettes de chaque taureau (coefficients de variation
entre 0,02 et 0,07) (Tableau XI).

Tableau Xl : Concentrations en proAKAP4 obtenues dans les paillettes des
cinq taureaux de I’étude ainsi que la moyenne et le coefficient de variation (CV)

Concentration en proAKAP4 | Concentration en proAKAP4
Taureaux paillette 1 (ng/10M spz) paillette 2 (ng/10M spz) Moyenne (/taureau) CV (/taureau)
(Moyenne des deux mesures) | (Moyenne des deux mesures)
T1 60,7 56,4 58,6 0,05
T2 70,2 65,5 67,9 0,05
T3 55,9 54,4 55,2 0,02
T4 75,6 73,9 74,8 0,02
5 50,8 46,2 48,5 0,07
TOTAL Moyt'enne :61,0
Médiane : 58,5
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Les concentrations en proAKAP4 des échantillons Sp ont présenté une variabilité
acceptable entre les deux séances de FIV (coefficients de variation entre 0,05 et 0,15),
sauf pour le Taureau 3 (CV = 0,34) (Tableau XII).

Tableau Xll : Concentrations en proAKAP4 obtenues dans les échantillons
sans préparation (Sp) des cinq taureaux de I’étude ainsi que le coefficient de
variation (CV) entre les deux séances de FIV

Sp cVv
Taureaux | Séance FIV | ng/10M spz
T L 44,1 0,06
2 47,8 ’
1 40,1
T2 0,12
2 33,9
1 18,6
= 2 30,2 0,34
T4 L >0,6 0,05
2 46,9 ’
1 31,5
1 2 38,7 0,15

Les concentrations en proAKAP4 des échantillons Cul ont présenté une variabilité
élevée entre les deux séances de FIV (coefficients de variation entre 0,19 et 1,34)
(Tableau XIlII).

Tableau XlIl : Concentrations en proAKAP4 obtenues dans les culots (Cul) des
cinq taureaux de I’étude ainsi que le coefficient de variation (CV) entre les deux
séances de FIV

Cul
Taureaux | Séance FIV ng/10l:n spz v
1 18,5
Tl 5 a1a 0,54
1 109,8
T2 > 747 0,27
1 2,5
T3 > 93.4 1,34
1 139,5
T4 > 183 0,19
1 143,5
15 5 69,5 0,49

En considérant 'ensemble des taureaux, la comparaison entre les concentrations en
proAKAP4 des échantillons P et Sp a montré une différence significative (p-
value<0,001) (Tableau XIV). Dans l'intégralité des échantillons, une diminution de la
concentration en proAKAP4 a été observée entre les échantillons P et Sp (Tableau
XIV).
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Tableau XIV : Comparaison des concentrations en proAKAP4 obtenues dans
les paillettes (P) et les échantillons sans préparation (Sp) des cinq taureaux
utilisés dans I'étude

P Sp
Taureaux | Séance FIV | ng/10Mspz | ng/10M spz
1 1 60,7 a1 |
2 56,4 478
2 1 70,2 40,1
2 65,5 339
1 55,9 186 <
T3 :
2 54,4 302 4
T4 1 75,6 506
2 73,9 469 |
1 50,8 )
15 31,5 4
2 46,2 38,7
Moyenne 61,0 38,24
Ecart type 10,00 9,84
p-value <0,001

En considérant 'ensemble des taureaux, la comparaison entre les concentrations en
proAKAP4 des échantillons Sp et Cul a montré une différence significative (p-
value=0,006) (Tableau XV). Elle a augmenté entre les échantillons Sp et Cul pour tous
les taureaux sauf pour le Taureau 1 (Tableau XV).

Tableau XV : Comparaison des concentrations en proAKAP4 obtenues dans
les échantillons sans préparation (Sp) et les culots (Cul) des cinq taureaux
utilisés dans I’'étude

Sp Cul

Taureaux | Séance FIV | ng/10Mspz | ng/10M spz
u 1 44,1 |185 4
2 47,8 414
2 1 40,1 |1098 T
2 339 |77 1
T3* 2 302 [934 1T
4 1 506 [1395 T
2 46,9 |183 T
Ts 1 3,5 [1435 1
2 38,7 69,5 T

Moyenne 40,42 97,03

Ecart type 7,44 52,50

p-value ),006

e [es valeurs des concentrations pour la séance 1 du Taureau 3 n’ont pas été prises
en compte dans I'analyse statistique du fait de I'aberrance de la valeur obtenue.
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En considérant 'ensemble des taureaux, la comparaison entre les concentrations en
proAKAP4 des échantillons P et Cul a montré une différence significative (p-
value=0,03) (Tableau XVI). Elle a augmenté entre les échantillons P et Cul pour tous
les taureaux sauf pour le Taureau 1 (Tableau XVI).

De plus, la concentration en proAKAP4 de la paillette n’a pas toujours été reliée a celle
du culot. En effet, le Taureau 5 qui présentait la plus faible concentration en proAKAP4
dans la paillette (P) a, par la suite, présenté une excellente concentration dans le culot
(Cul). Alors que le Taureau 2 qui présentait une concentration élevée dans la paillette
a présenté une concentration équivalente voire inférieure a celle du Taureau 5 dans le
culot (Tableau XVI).

Tableau XVI : Comparaison des concentrations en proAKAP4 obtenues dans
les paillettes (P) et les culots (Cul) des cinq taureaux utilisés dans I’étude

P Cul
Taureaux | Séance FIV | ng/10Mspz | ng/10M spz

) 1 60,7 18,5 J
2 56,4 |41,4 4
o 1 70,2 1098 T
2 655 |747 1
T3* 2 54,4 93,4 )
4 1 75,6 1395 T
2 73,9 183 )
Ts 1 508 (1435 1T
2 46,2 69,5 )

Moyenne 61,5 97,0

Ecart type 10,43 52,50

p-value ‘

e [es valeurs des concentrations pour la séance 1 du Taureau 3 n’ont pas été prises
en compte dans l'analyse statistique du fait de I'aberrance de la valeur obtenue.

Compte tenu de la variabilité de la concentration de la proAKAP4 dans les échantillons
manipulés (Sp et Cul), seule la concentration de la paillette sera utilisée pour I'analyse
de lissue du développement embryonnaire (Etude 2 et 2bis). Aussi, le seuil de
répartition des taureaux dans les groupes proAKAP4 inf et proAKAP4 sup pour les
Etude 2 et 2bis a été de 58,5 ng/10M spz, correspondant a la médiane de
concentration de la proAKAP4 obtenue dans les paillettes des 5 taureaux (Tableau
Xl).
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3.2. Etude 2: Evaluation de la proAKAP4 comme biomarqueur du
développement embryonnaire

Les sessions de FIV ont été réparties en deux groupes selon la concentration moyenne
en proAKAP4 des paillettes du taureau utilisé pour la session.

Ainsi :
- proAKAP4 sup: sessions ayant été réalisées a partir des paillettes des
Taureaux 1, 2 et 4 dont la concentration moyenne en proAKAP4 est supérieure
a 58,5 ng/10M spz (Tableau XVII).

- proAKAP4 inf : sessions ayant éte réalisées a partir des paillettes des Taureaux
3 et 5 dont la concentration moyenne en proAKAP4 est inférieure a 58,5 ng/10M
spz (Tableau XVII).

Tableau XVII : Répartition des sessions de FIV en deux groupes (proAKAP4 inf
et proAKAP4 sup) en fonction de la concentration en proAKAP4 des deux
paillettes analysées

proAKAP4 sup proAKAP4 inf
>58,5 ng/10M spz <58,5 ng/10M spz
Taureaux T1, T2, T4 T3, T5
Nombre de sessions analysées N=6 N=4
Moyenne en proAKAP4 des paillettes
(ng/10M sp2) 67,1 51,9
Nombre de FIV analysées (n=57) n=31 n=26

La comparaison entre les deux groupes n’a pas été significative pour les paramétres
de la production embryonnaire (zygotes mis culture, taux de segmentés, taux de
blastocystes, taux d’embryons transférables) (Tableau XVIII).

Du fait de la taille réduite de I'échantillon, des écarts types trés importants au sein des
groupes ont été obtenus concernant les paramétres morphocinétiques, ne permettant
pas la comparaison statistique des deux groupes.

Tableau XVIII : Comparaison de la production embryonnaire entre les groupes
proAKAP4 inf et proAKAP4 sup sur un total de 57 FIV analysées

Zygotes mis Segmentés Blastocystes Embryons tran’sferables
en culture totaux J7 (congelés)
proAKAP4 sup Effectifs bruts 249 212 112 87
n=31FIV Taux 0,85 0,45 0,35
proAKAP4 inf Effectifs bruts 192 171 92 69
n=26 FIV Taux 0,89 0,48 0,36
p-value 0,28 0,39 0,23 0,39
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3.3. Etude 2bis : Elargissement de I'effectif de FIV

L’Etude 2 souffrant d’'un manque de puissance statistique, nous avons choisi d’élargir
la taille de I'échantillon de FIV analysées. L’'augmentation de I'effectif a notamment
permis I'étude de la corrélation entre la proAKAP4 et les paramétres morphocinétiques

Les groupes proAKAP4 inf et proAKAP4 sup ont été formés comme dans I'Etude 2, en
utilisant la concentration de 58,5 ng/10M spz comme seuil de séparation. Ainsi les
taureaux T3 et TS5 ont été classés dans le groupe proAKAP4 inf et les taureaux T1, T2
et T4 dans le groupe proAKAP4 sup (Tableau XIX).

Tableau XIX : Répartition des taureaux en deux groupes (proAKAP4 inf et
proAKAP4 sup) en fonction de la concentration moyenne en proAKAP4 des
deux paillettes analysées

proAKAP4 sup proAKAP4 inf
>58,5 ng/10M spz <58,5 ng/10M spz
Taureaux T1,T2, T4 T3, T5
Moyenne en proAKAP4 des paillettes
(ng/10M spz) T S
Nombre de FIV analysées (n=164) n=94 n=70

Le Tableau XX présente pour chaque taureau, le nombre de FIV analysées ainsi que
les effectifs bruts de la production embryonnaire obtenus au cours de I'ensemble de
ces FIV.

Tableau XX : Effectifs bruts de la production embryonnaire (nombre de zygotes
mis en culture, nombre de segmentés, nombre de blastocystes totaux a J7,
nombres d’embryons transférables)

Pour chaque taureau, les effectifs présentés correspondent a la somme des effectifs de
I'ensemble des FIV

T n Zygotes mis n Blastocystes I Embiryons
aureaux n FIV en culture n Segmentés totaux J7 transférables
(congelés)
T4 29 205 191 116 81
'°"°:|"‘AP4 T2 39 332 292 138 112
P T1 26 212 193 158 114
proAKAP4 T3 45 331 297 158 91
inf T5 25 177 155 86 67
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Le taux d’embryons transférables a été significativement supérieur dans le groupe
proAKAP4 sup par rapport au groupe proAKAP4 inf (p=0,0271). Un facteur
multiplicateur de 1,3 a été observé (Tableau XXI).

Tableau XXI : Comparaison de la production embryonnaire entre les groupes

proAKAP4 inf et proAKAP4 sup sur un total de 164 FIV analysées

Zygotes mis , Blastocystes Embryons transférables
Segmentés J
en culture totaux J7 (congelés)

proAKAP4 sup Effectifs bruts 749 676 412 307
n=94 FIV Taux 0,90 0,55 0,41
proAKAP4 inf Effectifs bruts 508 452 244 158
n=70 FIV Taux 0,89 0,48 0,31
p-value 0,2373 0,6265 0,2355 ),027

Le Tableau XXII présente pour chaque taureau, les effectifs bruts de chaque catégorie
morphocinétique des embryons obtenus au cours de I'ensemble des FIV analysées.

Tableau XXII : Effectifs bruts de chaque catégorie morphocinétique (catégorie
A, B, C, D, clivés)
Pour chaque taureau, les effectifs présentés correspondent a la somme des effectifs de
I'ensemble des FIV

n Embryons

Taureaux nFIV | transférables nCatA nCatB nCatC nCatD nClivés
(congelés)
T4 29 81 4 21 14 31 8
ProfkAP4 12 39 112 7 24 28 46 5
P T 26 114 27 44 29 8 0
proAKAP4 T3 45 91 2 16 7 54 10
inf T5 25 67 8 17 18 15 2

Le taux d’embryons de catégorie D a été significativement supérieur dans le groupe
proAKAP4 inf (p-value=0,022) (Tableau XXIII). Un facteur multiplicateur de 1,6 a été
observé (Tableau XXIIl). Pour rappel, la catégorie D est celle qui se distingue le plus
morphocinétiquement parlant de la trajectoire morphocinétique « normale » décrite
dans la littérature.
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Tableau XXlIl : Comparaison de la qualité des embryons obtenus entre les

groupes proAKAP4 inf et proAKAP4 sup (analyse morphocinétique)

Embryons transférables | - . orie A | Catégorie B | Catégorie C | CatégorieD|  Clivés
(congelés)
proAKAP4 sup | Effectifs bruts 307 38 89 71 85 13
n=94 FIV Taux 0,41 0,12 0,29 0,23 0,28 0,04
proAKAPA inf | Effectifs bruts 158 10 33 25 69 12
n=70 FIV Taux 0,31 0,06 0,21 0,16 0,44 0,08
p-value 0,0271 0,11 0,09 0,10 0,022 0,2

3.4. Bilan des résultats

Le Tableau XXIV résume I'ensemble des résultats de nos 3 études.

Tableau XXIV : Bilan des résultats obtenus dans les études 1, 2 et 2bis

proAKAP4 stable dans les paillettes issues d’'un méme lot (éjaculat)
Variabilité acceptable des échantillons Sp entre les deux séances de production in vitro

Variabilité élevée des échantillons Cul entre les deux séances de production in vitro

Etude 1
Diminution de la concentration en proAKAP4 entre les échantillons P et Sp
Augmentation de la concentration en proAKAP4 entre les échantillons Sp et Cul
Augmentation de la concentration en proAKAP4 entre les échantillons P et Cul
n=57 FIV

Etude 2 e o . .
Absence de différence significative entre la concentration en proAKAP4 et la production
embryonnaire
n=164 FIV
Taux d’embryons transférables significativement supérieur dans le groupe proAKAP4 sup

Etude 2bis | (p-value=0,0271)

Taux d’embryons de catégorie D significativement supérieur dans le groupe proAKAP4 inf
(p-value= 0,022)
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4. Discussion

L’objectif de notre étude était d’évaluer la proAKAP4 comme biomarqueur de la fertilité
in vitro chez les bovins. En effet, la majorité des travaux ayant étudié la proAKAP4
concerne la fertilité in vivo [90], [129]. Or, une bonne fertilité in vivo n’est pas la garantie
d’'une bonne fertilité in vitro [2], [38]. En effet, les conditions biologiques de la
fécondation in vitro sont trés différentes des conditions in vivo. La distance a parcourir
pour la fécondation est moindre, I'environnement artificiel est dépourvu de I'ensemble
de facteurs cellulaires utérins présents lors d’'une fécondation in vivo. De plus, la
semence est soumise a de nombreuses manipulations avant la mise en contact avec
les ovocytes. L'objectif de notre travail était donc, dans un premier temps, de
déterminer quelles conséquences ces manipulations peuvent avoir sur la
concentration en proAKAP4 et quel est le matériel d’élection pour I'évaluation de la
proAKAP4 dans le contexte de FIV. Dans un second temps, notre objectif était
d’évaluer l'existence d'une corrélation entre la proAKAP4 et les résultats du
développement embryonnaire.

Nous avons choisi d’évaluer la variabilité des concentrations en proAKAP4 tout au long
de la chaine de préparation de la semence (échantillons Sp et Cul). A notre
connaissance, l'intégralité des précédentes études a mesuré la concentration en
proAKAP4 dans la semence. Mais, l'utilisation de ces échantillons intermédiaires
pourrait étre utile dans le cas ou le laboratoire ne posséde qu’'un nombre limité de
paillettes et que la concentration de proAKAP4 n’a pas été prédéterminée. C'est
pourquoi nous avons souhaité vérifier si les concentrations en proAKAP4 des
échantillons intermédiaires sont reliées aux concentrations obtenues dans les
paillettes.

Dans la premiére partie de I'Etude 1, il a été montré une faible variabilité des
concentrations en proAKAP4 entre les deux paillettes analysées. Ce résultat reste a
nuancer puisqu’il s’appuie sur la comparaison de seulement deux paillettes par
taureau. Chez les différentes especes, la plupart des études ont quantifié la proAKAP4
dans les paillettes issues d’éjaculats difféerents [90], [99], [147], [149], [150]. Toutes
s’accordent sur le fait que, pour un méme individu, les concentrations en proAKAP4
peuvent varier d’'un éjaculat a l'autre (au cours de la saison notamment [99]). En
revanche, a notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée a évaluer la stabilité
des concentrations en proAKAP4 pour des paillettes issues d’'un méme lot.

La variabilité des concentrations en proAKAP4 des échantillons sans préparation (Sp)
entre les deux séances de FIV était acceptable (CV<0,15) pour la majorité des
Taureaux. Les résultats de I'Etude 1 ont montré une diminution significative des
concentrations en proAKAP4 entre les échantillons P et Sp (p<0,05). Or, d’un point de
vue théorique, ces échantillons ne different que par un cycle de décongélation /
congélation. Une étude récente menée chez le verrat a montré une stabilité de la
proAKAP4 au cours d’une succession de cycles de congélation/décongélation [144].
Cependant, il est a noter des différences méthodologiques entre nos études. En effet,
les auteurs ont répété des cycles de congélation / décongélation a -20°C [144] ; alors
que dans cette étude les échantillons ont été congelés en carboglace immédiatement
aprés la décongélation, sans ajout supplémentaire de dilueur. Ces échantillons ont été
conserves a -80°C, puis envoyés par transporteur dans la carboglace au laboratoire
d’analyses, pendant une durée de transport d’environ 24 heures. De plus, il existe
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d'importantes variations quant a la sensibilité du sperme vis-a-vis de la
cryoconservation. La membrane plasmique des spermatozoides de taureau contient
une faible quantité de cholestérol, les rendant particulierement sensibles a la
congélation [58]. Par ailleurs, plusieurs travaux suggérent que la stabilité de proAKAP4
dépend des cryoprotecteurs et dilueurs utilisés [140], [148]. En effet, ils peuvent avoir
un impact sur la qualité du sperme aprés décongélation [88] ainsi que sur les
concentrations en proAKAP4. Cela pourrait s’expliquer par deux hypothéses [150] : A
des concentrations trop élevées, les cryoprotecteurs/dilueurs utilisés peuvent étre
déléteres pour le spermatozoide et/ou ils accélérent la conversion de proAKAP4 en
AKAP4. Classiquement, chez le taureau, I'association glycérol/jaune d’ceuf est utilisée
comme cryoprotecteur. Cependant, dans notre étude, la semence utilisée étant une
semence commerciale, ni le dilueur ni le cryoprotecteur utilisés pour la préparation de
la paillette n'ont été informés. Enfin, ces échantillons ont été prélevés juste apres leur
dépdt sur le gradient. Il est donc possible que I'échantillon Sp se retrouve légerement
contaminé par le percoll, contribuant ainsi a réduire la concentration en proAKAP4.
Pour cela, il aurait été préférable de verser le contenu de la paillette dans un contenant
pour prélever I'échantillon Sp, plutét que d’effectuer le prélévement apres le dépbt sur
le percoll ou bien de procéder a une étape de lavage. Dans ce contexte, des études
plus approfondies sur la stabilité de la proAKAP4 au cours de la cryoconservation du
sperme de taureau seront nécessaires.

La centrifugation en gradient discontinu, utilisée pour sélectionner les spermatozoides
vivants et les plus motiles, a eu une tendance a favoriser la concentration en
proAKAP4 (en ng/10M spz) puisque la concentration en proAKAP4 du culot (Cul) était
significativement supérieure a celle de la paillette (P) (p-value<0,05) et a celle du
matériel Sp (p-value<0,05). Ce résultat est logique, vu la fonction de cette étape de la
préparation.

Cependant, pour les échantillons Cul, nous avons observeé une variabilité élevée entre
les deux séances de production, pourtant réalisées avec des paillettes provenant du
méme lot. Cette variabilité pourrait s’expliquer par le nombre d’étapes important
jusqu’a l'obtention le culot (dépét de la semence dans le tube de gradient,
centrifugation, élimination du surnageant). Nous avons effectué cette comparaison
entre des échantillons obtenus lors de séance de routine réalisées a des dates
différentes afin de voir a quel point une collecte de matériel biologique pendant une
séance serait pertinent. Cette grande variabilité n’est pas en faveur, en I'état actuel,
de l'utilisation des échantillons ayant été soumis aux processus de manipulations pour
le dosage de proAKAP4. Il serait important de réaliser de nouveaux travaux afin de
vérifier si une meilleure standardisation de la procédure de collecte des échantillons
(notamment avec des mesures multiples intra séance) pourrait améliorer ces résultats.
Dans le cas contraire, il serait nécessaire de comprendre I'origine d'une telle variabilité
si elle n’était pas d'ordre purement technique. Cet ensemble de mesures sur toute la
chaine de préparation de la semence a donc montré que, dans les conditions de terrain
dans lesquelles a été réalisée cette étude, seules les paillettes étaient capables de
fournir une information suffisamment standardisée.
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Dans notre étude, nous avons pour la premiére fois montré une corrélation positive
entre la concentration en proAKAP4 dans la semence et |a fertilité in vitro des taureaux.
En effet, les taureaux présentant une concentration moyenne de proAKAP4 supérieure
a 58,5 ng/10M spz ont présenté un taux d'embryons transférables significativement
supérieure a celui des taureaux présentant une concentration en proAKAP4 inférieur
a ce seuil (p-value<0,05). Nos résultats corroborent avec ceux obtenus chez 'lhomme.
Une précédente étude clinique menée dans le cadre de I'assistance médicale a la
procréation (AMP) avait montré une meilleure qualité du développement embryonnaire
a J2-J3 ainsi qu’un taux supérieur de cryoconservation des embryons pour les patients
dont la proAKAP4 était intégre c’est-a-dire non protéolysée [54].

Ce résultat est cohérent avec la fonction de la proAKAP4/AKAP4 au sein des
spermatozoides. En effet, une condition essentielle a la fécondation de 'ovocyte est
la motilité des spermatozoides. Au stade mature, 'AKAP4 permet de recruter la
protéine kinase A (PKA) au sein de la gaine fibreuse et favorise ainsi la
phosphorylation locale des substrats [49] ainsi que la régulation des fonctions
flagellaires telles que l'initiation et I'entretien de la motilité des spermatozoides [49].
Les souris KO pour le géne AKAP4 sont stériles [119], [120]. De nombreux travaux ont
mis en avant la corrélation entre la concentration en proAKAP4 et la motilité
spermatique [90], [121], [129], [140]. Outre son rdle pivot dans la motilité des
spermatozoides, la proAKAP4/AKAP4 est également un indicateur de la maturation
des spermatozoides. L’expression du géne AKAP4 est strictement limitée aux stades
de la spermiogénése. Aussi, tout événement ayant lieu a ce moment aura des
conséquences sur le stock de proAKAP4 disponible. De plus, L'AKAP4 et |la proAKAP4
sont phosphorylées au cours de la capacitation comme le démontrent des études chez
la souris [115], 'homme [116], le taureau et le buffle [97]. Elles subissent une
phosphorylation de leurs résidus tyrosines et sérines par les Extracellular signal-
Regulated kinases (ERK) 1 et 2 sous le contréle de la PKC [114]. En plus d’étre elles-
mémes phosphorylées, il semblerait que la proAKAP4 et 'AKAP4 contrélent la
phosphorylation d’autres protéines au cours de la capacitation. Une étude récente a
montré qu’une baisse d’activité d’AKAP4 entrainait une réduction globale des profils
de phosphorylations aprés capacitation [117]. Ainsi, une concentration plus élevée en
proAKAP4 pourrait garantir une meilleure capacitation in vitro.

Parmi tous les paramétres analysés au cours de la production embryonnaire, seul le
taux d’embryons transférables (congelés) a présenté une différence significative entre
les deux groupes. Pourtant, les taux de segmentés n’étaient pas différents entre les
deux groupes. Cela peut s’expliquer par le fait qu’'un grand nombre d’embryons initient
leur segmentation mais sont incapables de se développer jusqu’au stade blastocyste.
La proAKAP4 pourrait donc étre un bon marqueur de I'apport paternel a la capacité
des embryons a poursuivre leur développement jusqu’a atteindre le stade de
blastocyste transférable.

Concernant les criteres morphocinétiques, nous avons montré une différence
significative (p-value<0,05) pour les embryons de catégorie D (catégorie
morphocinétique de plus faible qualité), sous représentés dans le groupe proAKAP4
sup. Dans le méme sens, il semblerait que les taureaux proAKAP4 sup produisent une
proportion plus importante d’embryons de catégorie B (p-value=0,09), embryons
possédant une trajectoire morphocinétique trés proche du développement normal
décrit dans la littérature. Ce dernier résultat reste a vérifier dans un plus grand
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échantillon. La proAKAP4 pourrait donc étre un bon marqueur pour la prédiction de la
qualité des embryons.

Par ailleurs, notre étude comporte un important biais de sélection. En effet, aucun des
taureaux utilisés dans notre étude n’a présenté une mauvaise qualité spermatique
selon le parameétre proAKAP4. D’aprés les données de référence fournies par le
fabricant des kits Bull 4MID, le seuil établi de 58,5 ng/10M de spz permet de discriminer
les taureaux présentant une qualité spermatique « Excellente » de ceux présentant
une qualité spermatique « Trés bonne ». Il serait intéressant de mener une étude a
partir d’'un pool de taureaux présentant des concentrations en proAKAP4 plus
disparates.

5. Conclusion

Les données de notre étude suggérent que la proAKAP4 dans la paillette pourrait étre
utilisée comme biomarqueur de la fertilité in vitro chez les taureaux. En effet, au sein
d’'un méme éjaculat, il semble que la concentration en proAKAP4 des paillettes soit
peu variable. En l'état actuel, la mesure de proAKAP4 sur des échantillons
intermédiaires d’'une routine de FIV (contenu de la paillette déposé sur le percoll, culot)
sont trop variables et ne seraient pas indiqués comme matériel de prédilection. L’étude
clinique réalisée de maniere rétrospective a démontré une corrélation positive entre la
concentration en proAKAP4 de la paillette et le taux d’embryons transférables obtenus
aprés fécondation in vitro ainsi qu'une corrélation négative entre la concentration en
proAKAP4 et la production d’embryons de catégorie D. Ces résultats préliminaires sont
encourageants et doivent étre vérifiés et approfondis sur une plus grande cohorte
comportant aussi des taureaux plus disparates pour le paramétre proAKAP4.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La proAKAP4 est une protéine de structure spécifique des spermatozoides strictement
localisée au niveau du flagelle pressentie comme un biomarqueur de qualité
spermatique. De nombreuses études ont mis en évidence des corrélations positives
entre la proAKAP4 et les parameétres de I'analyse conventionnelle du sperme ; en
particulier la motilité et la morphologie des spermatozoides. De plus, plusieurs travaux
ont démontré I'impact du stress oxydatif ou de perturbateurs de la spermatogénése
sur le stock de proAKAP4/AKAP4. Cela permet d’envisager la protéine comme le reflet
des événements ayant lieu au cours de la « vie » des spermatozoides, notamment lors
des processus de maturation des gamétes. Ces études montrent donc une corrélation
indirecte entre la proAKAP4 et la fertilité in vivo de la semence. En revanche, aucune
étude ne s’est intéressée a essayer de mettre en corrélation la concentration en
proAKAP4 de la semence utilisée en FIV et le développement embryonnaire in vitro
chez les bovins apres OPU/FIV.

La quantification de la proAKAP4 tout au long de la chaine de préparation de la
semence nous a permis d’établir la paillette comme étant le matériel d’élection pour
évaluer la proAKAP4 en tant que biomarqueur de la fertilité male in vitro. En effet, dans
les conditions de terrain dans lesquelles a été réalisée 'Etude 1, seules les paillettes
ont présenté une concentration stable. Les échantillons intermédiaires (Sp et Cul),
soumis aux manipulations, ont présenté une variabilité trop importante pour étre
exploités.

Sur 164 FIV, nous avons mis en évidence une corrélation positive entre la
concentration en proAKAP4 et le taux d’embryons transférables obtenus. Les FIV
réalisées avec de la semence ayant une concentration en proAKAP4 supérieure a
58ng/10M spz présentaient un taux d’embryons transférables plus important que les
FIV réalisées a partir de semence ayant une concentration en proAKAP4 inférieure a
58,5ng/10M spz. De plus, nous avons montré une corrélation négative entre la
concentration en proAKAP4 et la production d’embryons de catégorie D, catégorie la
plus éloignée de la trajectoire morphocinétique « normale » décrite dans la littérature.
Si nos premiers résultats se confirment, la quantification de la proAKAP4 pourrait
constituer un nouveau test permettant I'évaluation simple, rapide et en routine d’un
nouvel indicateur de qualité spermatique et pronostique de l'issue de la FIV.

L’objectif a terme serait de pouvoir quantifier la proAKAP4 dans le lot de paillettes
utilisées pour la FIV en amont des séances. Cela permettrait de sélectionner les
taureaux ayant une meilleure fertilité in vitro et donc permettre d’obtenir un nombre
plus important d’embryons transférables produits in vitro ainsi que des embryons de
meilleur qualité, d’avantage susceptibles de poursuivre leur développement.
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Annexe 1 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur de la
qualité spermatique chez le taureau

Auteurs et
année

Objectif(s) de
I'étude

Matériels et méthode

Conclusions principales

Peddinti et al.
2008

[7]

Comparaison des
protéomes de
spermatozoides issus
de taureaux ayant
une haute fertilité et
de taureaux ayant
une faible fertilité

6 taureaux :
Fertilité basée sur test de descendance
3 taureaux « haute fertilité »
3 taureaux « faible fertilité »

Identification des protéines par spectrométrie
de masse puis quantification

Expression plus élevée de 125 protéines
dans la semence a haute fertilité dont
AKAP4

Delehedde et al.

Evaluation de la
corrélation de la
concentration en
proAKAP4, les

13 taureaux :
Index de fertilité variables
104 paillettes (0,2 ml) a 80M spz/ml)

Analyse des parametres spermatiques :

Variations marquées de proAKAP4 entre
les éjaculats
Variations en proAKAP4 comprise entre
8,62 ng/10M spz et 95,5 ng/10M spz
Corrélation positive avec motilité

2019 N - S progressive
para\tmetres tl Concentration, motilité Concentration en proAKAP4 reflete la
[90] spermatiques et fa I o proportion de spermatozoides
fertilité apres Quantification et caractérisation de fonctionnels
décongélation proAKAP4 (Bull 4 MID, Western blot, : o
cytométrie en flux, microscopie électronique) Absence de proAKAR4 dans les débris
cellulaire
6 taureaux de race croisée
. Analyse des parametres spermatiques :
Sinah et al. Etude de I'abondance volume, concentration, nombre de
g : des transcrits de spermatozoides, la motilité, taux de 5 transcrits avec un niveau d’expression
2019 spermatozoides dans conception plus élevé chez les taureaux possédant
le sperme de une bonne qualité spermatique dont
[139] taureaux de race 3 taureaux : bonne qualité spermatique AKAP4
croisée 3 taureaux : mauvaise qualité spermatique

Isolation et quantification de 'ARN

Bastan et al.
2021

[121]

Evaluation de
corrélation entre la
concentration en
proAKAP4 et la
qualité spermatique

6 taureaux
60 paillettes issues d’éjaculats différents

A Oh et 3h aprés décongélation :

Analyse des parametres spermatiques :
morphologie, motilité

Quantification de la proAKAP4 (Bull 4MID) et
élaboration de 3 groupes selon concentration
en proAKAP4 des échantillons :

Concentration faible : <25 ng/10M spz
Concentration modérée : 25 a 39 ng/10M spz
Concentration forte : >40 ng/10M spz

Corrélation positive entre proAKAP4 et
la motilité totale, progressive, VSL, VCL
a 3h post décongélation

Corrélation négative entre proAKAP4 et
le pourcentage de queue anormale

Dordas-Perpinya
et al.

2022

[129]

Evaluation des
valeurs de proAKAP4
avec les descripteurs

classiques de la
motilité et les
résultats de fertilité
dans des conditions
post décongélation

10 taureaux / 4 collectes chacun

Analyse des parametres spermatiques :
concentration, motilité totale et progressive,
VCL, VSL, VAP, LIN, STR, ALH, BCF

Quantification et caractérisation de
proAKAP4 (Bull 4 MID, Western blot)

Taux de non-retour en chaleur a 90j (calculé a
partir de 100 IA réalisées)

Corrélation positive entre proAKAP4 et
la motilité progressive, LIN, STR

Absence de corrélation significative
entre proAKAP4 et VCL, VAP, VSL

Corrélation positive entre proAKAP4 et
le taux de non-retour en chaleur a 90j
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Kowalczyk et al.

2022

[140]

Evaluer la
concentration en
proAKP4 des
spermatozoides
congelés dans un
dilueur additionné
d’Holothuroida

9 taureaux

Analyse des parametres spermatiques :
motilité, intégrité acrosomique

Quantification de proAKAP4 (Bull 4MID)

Corrélation positive entre proAKAP4 et
motilité progressive, VSL, vitalité,
intégrité acrosomique

L’ajout d’extrait d’'Holothuroida améliore

la survie des spermatozoides, préserve

la structure de I'acrosome, augmente les
parameétres de motilité.

Une supplémentation en Holothuroida
est associée a une concentration en
proAKAP4 plus élevée

Annexe 2 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur de la
qualité spermatique chez le chien

Auteurs et année

Objectif(s) de
I'étude

Matériels et méthode

Conclusions principales

Le Couazer et al.
2019

[141]

Evaluation de la
pertinence de la
concentration en
proAKAP4 comme
parametre de la
qualité du sperme
frais de chien

12 chiens adultes
17 éjaculats complets (fractions spermatique,
urétrale et prostatique)

Analyse des parametres spermatiques :
concentration, motilité totale, progressive,
VAP, VSL, VCL

Quantification et caractérisation de
proAKAP4 (Dog 4 MID, Western blot,
cytométrie en flux, microscopie électronique,
immunofluorescence)

Corrélation positive entre proAKAP4 et
la motilité totale et progressive, VAP,

entre proAKAP4 et la concentration en

Moyenne en proAKAP4 : 26,41 ng/ml

Variations en proAKAP4 comprises
entre 12,46 ng/ml et 61,44 ng/ml

VSL, VCL
Absence de corrélation significative

spermatozoide

Le Couazer et al.
2019

[142]

Evaluation de
I'expression et de la
localisation de
proAKAP4 et
AKAP4

10 chiens
Analyse des paramétres spermatiques

Quantification et caractérisation de
proAKAP4 et AKAP4 (Dog 4MID, Western
blot, cytométrie en flux, microscopie
électronique, immunofluorescence)

entre 2,37 ng/10M spz et 132 ng/10M

d’expression de proAKAP4 différents

Variations en proAKAP4 comprises
spz
Différentes populations de

spermatozoides avec des niveaux

Présence de spermatozoides
n’exprimant pas proAKAP4
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Annexe 3 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur
de la qualité spermatique chez le porc

Auteurs et année | Obijectif(s) de I’étude Matériels et méthode Conclusions principales

13 verrats
Parametres spermatiques similaires

Quantification de la proAKAP4 (Pig 4MID)
et élaboration de 2 groupes selon une
concentration seuil (45ng/10M)

Grande variation de la proAKAP4
entre les verrats

Sergeant et al. Evaluation de la
corrélation entre Le groupe de truies inséminées avec
Résultats e P . la semence ayant une concentration
mentionnés [61] mais pmAKAP‘:&)II;iéigmte etla 1 mulnze??slgit:zg g$e201l(e)1 ::Iriche 3 plus élevée en proAKAP4 présente
non publiés P group . une augmentation de l'indice de
faible concentration de proAKAP4 fécondité et une augmentation de
1 groupe inséminé avec la semence ayant lindice de roIifigité (+2,05)
une forte concentration en proAKAP4 P ’
Mesure des indices de fécondité et de
prolificité
Evaluation de la Variation en proAKAP4 comprise
Delehedde et al. pertinence de la entre 3,7ng/10M spz et 24,25
quantification de ng/10M spz
2018 proAKAP4 comme 20 verrats
[143] parametre de la qualité du Corrélation positive entre proAKAP4
sperme et la motilité totale et progressive
Pour chaque éjaculat :
2 paillettes pour I'expérience gel/dégel
3 pour I'expérience de stockage long
N Absence de différence significative
Etude de la stabilité de Mesure a TO dans les concentrations en
Dewulf et al. pFOAKS-EiéZlL 'E)eOlél'eS dela Expérience gelidégel proAKAP4 S:I/Z%Lé':l des cycles
2019 congélation/décongélation Succession de cycles gel/dégel 10 fois
et du processus de - . Absence de différence significative
[144] conservation longue Expérience stockage longue durée : dans les concentrations en

durée a -20°C

Stockage a -20°C pendant 1, 3 et 6 mois

Quantification et caractérisation de
proAKAP4 et AKAP4 (Pig 4MID, Western
blot)

proAKAP4 lors du processus de
conservation longue durée

Martin-Hidalgo et
al.

2020

[145]

Elucider les variations
possibles des profils
protéomiques des
spermatozoides collectés
au cours de I'été et de
I'hiver (qualité
spermatique des verrats
moindre en été)

Collecte en février/mars
Collecte en juin/juillet

Analyse des parametres spermatiques :
motilité, viabilité, potentiel de membrane
mitochondriale, intégrité acrosomique,
organisation des lipides de la membrane
plasmique

Identification des protéines par
spectrométrie de masse puis
quantification

Viabilité et potentiel de membrane
mitochondriale moindres I'été

85 protéines moins abondantes dans
les spermatozoides collectés en été

AKAP4 moins abondante dans les
spermatozoides collectés en été
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Annexe 4 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur
de la qualité spermatique chez le bélier

Auteurs et année

Riesco et al.
2020
[93]

Objectif(s) de
I'étude

Analyse intégrative
de la qualité du
sperme de bélier
dans les échantillons
frais, réfrigérés et
congelés

Matériels et méthode

8 béliers adultes
2 collectes/semaine/bélier pendant la saison
de reproduction

3 groupes d’échantillons :
Frais, réfrigérés, congelés

Analyse des parametres spermatiques :
volume, concentration, viabilité, motilité
massale, totale, progressive, VCL, Potentiel
d’oxydo-réduction, Iésions de 'ADN

Quantification caractérisation de la
proAKAP4 (Ram 4MID, cytométrie en flux)

Conclusions principales

Diminution de la motilité totale et
progressive ainsi que de la vitalité
dans les échantillons congelés.

Diminution de I'expression de
proAKAP4 dans les échantillons
congelés.

Diminution des concentrations en
proAKAP4 dans les échantillons
refroidis par rapport aux échantillons
frais.

Diminution des concentrations en
proAKAP4 dans les échantillons
congelés par rapport aux échantillons
réfrigérés.

Corrélation positive entre proAKAP4 et
les motilités totale et progressive

Corrélation positive entre proAKAP4 et
la viabilité

Corrélation négative entre proAKAP4
et 'apoptose et les Iésions de 'ADN

Lvetal.
2020
[146]

Analyser les effets
de la congélation sur
le profil protéique du

sperme de bélier

5 béliers

Identification des protéines par
spectrométrie de masse puis quantification

39 protéines différentiellement
exprimées

28 protéines sous exprimées dans le
sperme congelé dont AKAP4.
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Annexe 5 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur
de la qualité spermatique chez I’étalon et I’dne

Auteurs et année | Objectif(s) de I’étude Maatériels et méthode Conclusions principales

Evaluation de la

13 étalons
17 éjaculats

Moyenne en proAKAP4 : 7,372 ng/ml

Blommaert et al. corrélation entre la motilit¢ | Analyse des paramétres spermatiques : Variations en proAKAP4 comprises
2018 totale et progressive et la motilité entre 3,45ng/ml et 13,22 ng/ml
concentration en
[147] proAKAP4 dans le sperme Quantification et caractérisation de la Corrélation positive entre proAKAP4 et
décongelé proAKAP4 (Horse 4MID, Western blot, les motilités totale et progressive
cytomeétrie en flux, microscopie apres décongélation
électronique, immunofluorescence)
Evaluation de la Variations en proAKAP4 comprises
Delehedde et al. pertinence de la 15 étalons entre 2,6 ng/10pM spz et 20,2 nF;/1OM
2018 quantification de spz
proAKAP4 comme Analyse des parametres spermatiques :
[143] parametre de la qualité du motilité Corrélation positive entre proAKAP4 et
sperme les motilités totale et progressive
4 étalons Les spermatozoides de haute qualité

Griffin et al.

Comparaison du profil
protéomique de
spermatozoides de haute
et de faible qualité

Normozoospermiques
12 échantillons issus de 3 éjaculats par
étalons

Utilisation d’un gradient de percoll pour
isoler les populations de spermatozoides

présentent des motilités totale et
progressive plus élevées ainsi qu'une
proportion plus élevée de cellule
morphologiquement normale.

2020 22 protéines significativement plus
de haute (ceux du culot) et mauvaise abondante dans la population de
[117] Identification de qualité spermatozoides de haute qualité dont
biomarqueurs de la qualité AKAP4 et HK1
de I'éjaculat Analyse des parametres spermatiques :
motilité, morphologie Corrélation positive entre proAKAP4 et
Analyse protéomique (spectrométrie de les motilités totale et progressive,
masse) VAP, VSL
5 étalons
Deux diluants utilisés :
INRA FREEZE
Milieu SPERLIN Oh aprés décongélation :
Blommaert et al. Comparaison de la proAKAP4, viabilité et motilité totale
: . Chaque éjaculat divisé entre les deux plus élevées pour le diluant SPERLIN
concentration en diluants
2021 proAKAP4 dans le sperme ah 55 dé slation -
congelé avec deux R s A apres cecongelation -
[148] dilueurs différents Mesures a Oh et 3h aprés décongélation proAKAP4, viabilité et motilités totale

Analyse des parametres spermatiques :
concentration, motilité

Quantification de proAKAP4 (Horse
4MID)

et progressive plus élevées pour le
diluant SPERLIN

Dordas-Perpinya et
al.

2022

[149]

Evaluation des
concentrations en
proAKAP4 des semences
d’étalon et d’anes

Evaluation de la
corrélation entre la
concentration en
proAAKP4 et les
parameétres cinétiques

5 éjaculats de 5 étalons
3 éjaculats de 3 anes

Analyse des parametres spermatiques :
motilité, concentration, viabilité

Quantification de la proAKAP4 (Horse
4MID)

Pas de différence significative entre
les concentrations en proAKAP4 des
anes et des étalons

Etalons :
Variations en proAKAP4 comprises
entre 2,15 ng/10M et 7,35 ng/10M spz

Anes :
Variations en proAKAP4 comprises
entre 2,38 ng/10M et 8,46 ng/10M spz

Etalons :
Corrélation négative entre proAKAP4
et concentration

Ane :

Corrélation positive entre proAKAP4 et
motilité progressive
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Dordas-Perpinya et
al.

2024

[150]

Quantifier et caractériser
la proAKAP4 dans le
sperme d’anes

12 éjaculats d’anes

Mesures a Oh, 1h et 3h apres
décongélation :

Analyse des parametres spermatiques :
motilité, potentiel de membrane
mitochondriale

Quantification de la proAKAP4 (Horse
4MID)

Corrélation positive entre proAKAP4 et
les motilités totale et progressive
apres décongélation

proAKAP4 affectée par la présence de
cryoprotecteur avec une
consommation importante observée
au cours de la premiére heure suivant
la décongélation

Annexe 6 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur
de la qualité spermatique chez les camélidés

Auteurs et année

Objectif(s) de I’étude

Matériels et méthode

Conclusions principales

Malo et al.
2021
[99]

Quantification et
caractérisation de la
proAKAP4 dans le sperme
de camélidés

Evaluation de la
corrélation avec la qualité
spermatique

Evaluation de la
dynamique saisonniére

6 chameaux
Collecte des échantillons chaque
semaine de novembre a avril (saison du
rut)

Analyse des parametres spermatiques :
Volume, viscosité, concentration,
production totale, motilité progressive,
totale, vitalité, intégrité acrosomique,
anomalies morphologiques

Quantification et caractérisation de la
proAKAP4 (dromadary 4MID, Western
blot, microscopie électronique)

Variation saisonniére de la
concentration en proAKAP4

Corrélation positive entre proAKAP4 et
le volume, la viscosité et la motilité
totale
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Annexe 7 : Etudes portant sur la proAKAP4/AKAP4 comme biomarqueur de la
qualité spermatique chez ’homme

Auteurs et année

Objectif(s) de
I'étude

Matériels et méthode

Conclusions principales

Xu et al.
2012

[151]

Dépister et étudier les
protéines
différentiellement
exprimées dans le
sperme de patients
infertiles mais
normozoospermiques
selon les criteres de
'OMS

10 patients infertiles
normozoospermiques

Groupe témoin : 10 patients fertiles
(donneur de sperme)

Identification des protéines par
spectrométrie de masse puis
quantification

24 protéines différentiellement
exprimées dont AKAP4.

AKAP4 sous exprimée dans le groupe
de patients infertiles

Frapsauce et al.

Dépister et étudier les
protéines
différentiellement
exprimées dans le

3 patients normozoospermiques avec
échec de fécondation en FIV
conventionnelle (suite a une liaison
déficiente a la zone pellucide)

17 protéines différentiellement
exprimées dont AKAP4.

2014 sperme de patients Groupe témoin : 3 hommes présentant
infertiles mais des taux de fécondation et de clivage AKAP4 sous exprimée dans le groupe
[152] normozoospermiques normaux aprés FIV conventionnelle de patients infertiles
selon les criteres de
'OMS Identification des protéines par
spectrométrie de masse puis
quantification
Un niveau d’expression de proAKAP4
supérieur ou égal a la valeur de
référence est associé a une bonne
Identification et qualité spermatique
Sergeant et al. caractérisation des
2016 spefr;gtteg;;'z;j:iians Un niveau d’expression de proAKAP4

1

des échantillons
normozoospermiques
humains

Echantillons normozoospermiques

inférieur a la valeur de référence est
associé a une mauvaise qualité
spermatique

Corrélation positive entre la proAKP4 et
la motilité progressive
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Annexe 8 : Liste et caractéristiques des échantillons envoyés pour
quantification de la proAKAP4

Date Type Concentration
Taureaux . ) f Volume Contenant
séance FIV | d’échantillon en spz (en M/mL)
/ P 0,25 mL Paillette 80
/ P 0,25 mL Paillette 80
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
T1 24/01/2023
Cul 2 x7uL Eppendorf 4,5
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
30/01/2023
Cul 2 x7uL Eppendorf 4,5
/ P 0,25 mL Paillette 80
/ P 0,25 mL Paillette 80
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
T2 05/12/2022
Cul 2x7uL Eppendorf 3
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
12/12/2022
Cul 2x7uL Eppendorf 3
/ P 0,25 mL Paillette 80
/ P 0,25 mL Paillette 80
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
T3 07/11/2022
Cul 2x7uL Eppendorf 3,3
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
14/11/2022
Cul 2x7uL Eppendorf 3,75
/ P 0,25 mL Paillette 70
/ P 0,25 mL Paillette 70
Sp 2 x 20uL Eppendorf 70
T4 05/10/2022
Cul 2 x7uL Eppendorf 27
Sp 2 x 20uL Eppendorf 70
17/10/2022
Cul 2x7uL Eppendorf 3
/ P 0,25 mL Paillette 80
/ P 0,25 mL Paillette 80
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
T5 21/11/2022
Cul 2 x7uL Eppendorf 3,75
Sp 2 x 20uL Eppendorf 80
28/11/2022
Cul 2 x7uL Eppendorf 3,75
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Justine PALARD-DE MEYER

EVALUATION DE LA CORREALTION ENTRE LA CONCENTRATION EN
PROAKAP4 DANS LE SPERME ET LA QUALITE DU DEVELOPPEENT
EMBRYONNAIRE A J7 APRES FECONDATION IN VITRO CHEZ LES BOVINS

EVALUATION OF THE CORRELATION BETWEEN PROAKAP4
CONCENTRATION IN SEMEN AND THE QUALITY OF EMBRYO
DEVELOPMENT ON D7 AFTER IN VITRO FERTILIZATION IN BOVINE
ANIMALS

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 07/11/2024

RESUME en francais (1700 caracteres)

L’A-Kinase Anchoring Protein 4 (AKAP4) est une protéine de structure spécifique des
spermatozoides, strictement localisée au niveau du flagelle. Elle est synthétisée sous la
forme d’un précurseur : la proAKAP4. Au stade mature, ’AKAP4 permet de recruter la
protéine kinase A (PKA) au sein de la gaine fibreuse et favorise ainsi la phosphorylation
locale des substrats ainsi que la régulation des fonction flagellaires telles que I’initiation et
I’entretient de la motilité spermatique. Pour ces raisons, la proAKAP4 est pressentie pour
étre un bon marqueur de fertilité chez les bovins. Cependant, la plupart des études
concernent la fertilité in vivo. Notre travail est une étude clinique menée en simple aveugle
donc I’objectif était d’étudier I’intérét de la proAKAP4 comme biomarqueur de la fertilité
male in vitro chez le taureau. Pour cela, nous avons évalué la stabilité de la proAKAP4 tout
au long de la chaine de préparation de la semence (Etude 1) puis nous avons confronté les
concentrations obtenues avec les résultats du développement embryonnaire apres
fécondation in vitro (Etude 2 et 2bis). Dans les conditions de terrain dans lesquelles a été
réalisée notre étude, seules les paillettes étaient capables de fournir une information
suffisamment standardisée. Les échantillons intermédiaires prélevés le long de la chaine de
préparation de la semence ont présenté une variabilité trop importante. Ce résultat n’est pas
en faveur de I’utilisation de ces échantillons pour le dosage de la proAKAP4. Par ailleurs,
nous avons démontré une corrélation positive entre la concentration en proAKAP4 de la
paillette et le taux d’embryons transférables obtenus apres fécondation in vitro ainsi qu’une
corrélation négative entre la concentration en proAKAP4 et la production d’embryons de
catégorie D, catégorie la plus éloignée de la trajectoire morphocinétique « normale » décrite
dans la littérature. Ces données suggérent donc que la proAKAP4 pourrait étre utilisée
comme biomarqueur afin de sélectionner les taureaux ayant une meilleure fertilité in vitro
et donc permettre d’obtenir un nombre plus important d’embryons transférables produits in
vitro ainsi que des embryons de meilleur qualité, d’avantage susceptibles de poursuivre leur
développement.

MOTS CLES: BOVIN, TAUREAU, proAKAP4, SPERME, DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE, FECONDATION IN VITRO, BIOMARQUEUR, FERTILITE

DATE DE SOUTENANCE : 07/11/2024
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