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Introduction

Les principes, les étapes et les exigences declani@ation

Chez les especes a reproduction sexuée, la formdtion nouvel individu repose sur la
fusion des matériels génétiques haploides du gaméle, le spermatozoide, et du gameéte
femelle, l'ovocyte, au cours d'une étape appeléeoridation. Les gametes, et plus
particulierement le spermatozoide, font I'objet pecessus de maturation précoces et
tardives, indispensables au bon fonctionnemenpdinsatozoide.

La fécondation s’effectue en plusieurs étapes/iddalisées. Aprés avoir traversé le
cumulus oophorus, le spermatozoide ayant un acesoiact se fixe de facon spécifique a
ZP3, une des trois glycoprotéines de la zone pdBuZP) qui entoure I'ovocyte (fixation
primaire). Une fois li€, il subit la réaction acoosique (RA). La RA correspond a I'exocytose
de la vésicule de sécrétion ('acrosome) situéenigaau de la téte du spermatozoide. Le
spermatozoide se fixe alors plus solidement a tee zzellucide (fixation secondaire) et la
pénétre. Une fois I'espace périvitellin atteint, sk lie alors a la membrane plasmique
ovocytaire avec laquelle il fusionne. La fusion spermatozoide induit 'exocytose des
granules corticaux qui modifient la ZP afin de hlegla polyspermie. L’ovocyte est alors

fécondé (Figure 1).

(2) REACTION ACROSOMIALE

- /—\

(1) FIxATION DU
~ SPERMATOZOIDE
A LA MEMBRANE

PELLUCIDE acrosome

cellule folliculaire —

Figure 1: Représentation
@, schématique des étapes de la

e (3 ) PENETRATION A | . )
plasmique ey fécondation chez la souris.

de I'ceuf

membrane
pellucide

L'ensemble des étapes de la
fécondation durent en moyenne

90 min chez la souris.

(o)

SPERMATOZOIDE
PENETRE DANS
LE CYTOPLASME N
DE L'(EUF

| N (4) FUSION DES MEMBRANES
q PLASMIQUES
) LE NOYAU DU \ /
.‘\

Pour que la fécondation réussisse, les deux gardéiesnt se rencontrer a un moment et un
état de maturité propice. L'ovocyte doit étre eméodes cellules folliculaires et bloqué en
métaphase de deuxiéme division méiotique. Le spemuale doit se trouver dans un état
compatible, il doit étre mobile afin de pouvoirveaser I'oviducte et étre capable d’'interagir

avec la zone pellucide et rentrer dans I'ovocyte.



Introduction

Chapitre 1 : Le spermatozoide de Mammifere

Le spermatozoide est une cellule autonome qui reedl® a 150 um de long. Il est constitué

de deux parties distinctes : la téte et le flagelle

|. Latéte du spermatozoide

La téte du spermatozoide (8 um sur 4 um) contiermayau haploide allongé recouvert sur
ses deux tiers antérieurs par la vésicule acrosermoa acrosome. Le noyau haploide
renferme les chromosomes a I'état de chromatingpaote, condensation nucléaire renforcée
par I'association de ’'ADN a des protamines.

L’acrosome est un organite intracellulaire dérieel'dppareil de Golgi. Il contient plusieurs
enzymes hydrolytiques et protéolytiques telles :qua B-N-acétylglucosaminidase, la
hyaluronidase, la phosphatase acide et I'acrosuieparticipent a la rupture des pontages
entre ZP1, ZP2 et ZP3, (Suarez 1987; Suarez, Vineeal. 1987; Ho and Suarez 2001; Ho,
Granish et al. 2002; Turner 2003; Turner 2006; 8udf Foster et al. 2008)

La téte du spermatozoide est constituée : d’'une brame plasmique, d’'un espace péri-
acrosomique, d'une membrane acrosomique extern@ dbntenu acrosomique, d’une
membrane interne acrosomique, d’'un espace sousamsigue et d’un noyau haploide (figure
2).

Novau

<4— Membrane plasmique
<4— Membrane acrosomique externe A

«4— Contenu acrosomique

Acrosome

& Membrane acrosomique interne ¥

4—Membrane nucléaire

Figure 2 : Coupe longitudinale observée au micrpsoélectronique de la téte de spermatozoide désseiusa

représentation schématique.

La téte du spermatozoide est reliée au flagelle ymarcol court et rétréci. Ce dernier est
constitué des centrioles proximaux et distaux,sgui a I'origine de I'axonéme (Figure 3).
2
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Membrane Noyau Mitochondries
plasmique

Centriole Axoneme

Acrosome

_Y__Jlgv_n = v S—

I'ctwe Col  Dicew Piece principale Picew termiinale

intermcdiniry

Figure 3 : Représentation schématique d’'un spezoéte de Mammifére

lI. Le flagelle

Le flagelle est un organite tres complexe qui prau spermatozoide de se mouvoir.
Il est composé d'une piéce intermédiaire, d’'unegiprincipale cing fois plus longue que
I'ensemble téte-col-piéce intermédiaire et d’urgcpiterminale courte (figure 3).

1. La partie motrice principale du flagelle : complexaicrotubulaire

La partie motrice principale du flagelle est appdléxoneme. L'axonéme est une structure
protéigue tres complexe, ou les microtubules aslpuwtéines associées sont organisés en un
long cylindre selon le schéma appelé 9 +2 (Ho amtéx 2001). L’axonéme est un complexe
microtubulaire entouré de fibres denses extern&é-j@t de mitochondries (M) au niveau de

la piece intermédiaire, et d'une gaine fibreuse) @sbniveau de la piece principale (figure 4).

7 Dutier dense fibras Figure 4: (a) Coupe longitudinale observée au
Axoneme

— microscope électronique de la jonction entre lacié
!7 intermédiaire et la piéce principale d'un spermaibz

de souris. L'axonéme, partie centrale du flagelgt e
principalement constitué de microtubules, de dyméih

de plus de 250 protéines associées. Il est entderé
fibres denses externes (ODF) et de mitochondries (M
dans la piece intermédiaire, et d'une gaine fibee(iES)
dans la piéce principale. (b),(c) Coupe transversal
observée au microscope électronique de la piece
intermédiaire et de la piéce principale, respeatiet.

(d) Coupe transversale observée au microscope
électronique de l'axonéme seul, montrant le modéle
appelé « 9 +2 », avec une paire de microtubulesalen

entourée d'un cercle de 9 paires de microtubules. L

barre d'échelle représente 200 nm (Ho and Suaik) 20



Introduction
L’axonéme, dont le diametre mesure environ 0.2 gshconstitué d'un cercle de 9 doublets
microtubulaires et d'une paire centrale composéeddax microtubules simples. Les
microtubules de I'axonéme sont formés par associatiunités de tubuline et 8, deux
molécules trés semblables. Ces dernieres s’empierfiacon alternée afin de former des
protofilaments. Un microtubule est dit «completlorsqu’il est constitué de 13
protofilaments. Les 9 doublets microtubulaires 'd@dnéme sont constitués en avant d’'un
microtubule A «complet » de 13 protofilaments et arriere d’'un microtubuleB

« incomplet » de 10 protofilaments (figure 5).

Quter A

doublet
microtubules

Dynein arms \

Figure 5 Structure de I'axoneme du flagelle

_ d'un spermatozoide de mammifere. A)
Quter doublet microtubule

" B tubule Atubule !

Représentation schématique d’'un axonéme de
nner
sheath

spermatozoide de mammifére. L’'axonéme est
constitué d'un cercle de 9 doublets

microtubulaires (A et B) et d'une paire

Plasma Jobe s
membrane _-:-'--;"x,_\‘ centrale composée de deux microtubules. Les
microtubules de l'axonéme sont formés par
—— association d'unités de tubulire et B. les

mTu:IrctEILJtnLl-'es By 4 différents doublets sont associés entre eux par
% & g N des ponts de nexine. Les microtubules A sont
B \\ reliés a la gaine centrale (Inner sheat) par des
ﬁwﬁr‘r Protofilaments fibres rayonnantes (Radiale spoke). Les

i«_.; f}ﬁ M;cr'ota:buie ‘ ) microtubulesA portent les bras de dynéine.

“‘) ) ,__1? e - 2; - B) Photographie de [I'axonéeme d'un
“0."".'3?' Py i spermatozoide de mammifére par microscopie

& nm & B électronique (Inaba 2007).

Tubulin molecule

Les différents doublets sont associés entre euxdear ponts tres élastiques constitués
principalement de nexine. Les microtubulasportent par ailleurs des bras de dynéine
ATPasique qui permettent de s'accrocher au micobét du doublet adjacent. L'interaction

cyclique de la dynéine avec le microtubBegénere un phénomeéne de « glissement » des

microtubules entre eux, permettant le mouvemegeflaire (cf page 32).

2. Les dynéines axonémales

Les dynéines sont des ATPases de haut poids mailécul-2 MDa, impliquées dans
'ondulation des cils et flagelles et dans le tgors des vésicules le long des microtubules.
Les dynéines ont été découvertes il y a 50 ansb(@bib 1996). Ces enzymes sont composées

de plusieurs chaines lourdes qui portent l'acti®iiéPasique et qui sont codées par une
4



Introduction
famille multigénique tres conservée (Cosson 199@sdd 1998).
Les dynéines axonémales forment 2 rangées de brasspar les microtubules A de chaque
doublet. On distingue les bras dits « externesu¢sidu coté de la membrane plasmique et les
bras dits «internes » situés du cété des micrédgbaentraux (figure 5). Ces bras sont
espaces tous les 24 nm le long des microtublildses bras externes et internes de dynéine
sont des complexes multiprotéiques formés d'ungtaine de polypeptides. (Cosson 1996;
Inaba 2003; Turner 2006).
La structure des bras de dynéines axonémales laeatecoup étudiée. L’organisme modele
utilisé pour caractériser la structure des bradyaeine axonémale est uakgyue unicellulaire
biflagellée, leChlamydomonas reinhardt{lyamamoto, Yanagisawa et al. 2006). Des études
chez Chlamydomonas reinhardtiichez I'oursin et le verrat ont permis de carasgérla
structure des bras internes de dynéines axonéntales. sont composées de deux chaines
lourdesa et (500 kDa) (trois pouChlamydomonas reinhard}jide trois a cingq chaines
intermédiaires (120-60 kDa) et de six chaines Eg€B0-80 kDa) (huiChlamydomonas
reinhardtii). La structure des bras de dynéines interneslestqpmplexe et moins étudiée,
car la purification des bras de dynéines interrs¢deaucoup plus difficile (Gatti, Nicolle et
al. 1994). Les bras de dynéines internes sont ceégpoomme les bras internes de chaines
lourdes (deux a six selon les especes), de chaiteemédiaires (trois a cing) et de chaines
Iégeres (deux a huit). (Figure 6)
La partie C-terminale de chaque chaine lourde (DHCEst constituéed’une téte globulaire
contenant le site ATPase, de deux hélices qui pgezntela flexibilité et la mobilité de la
dynéine et d’'une petite unité globulaire de liaisarx microtubules B. La téte globulaire est
constituée de six domaines ATPasiques nommés AAfATERase Associated with cellular
Activities). L’équipe de Talahide Kon a pu idergifi par I'élaboration d’'un mutant du
domaine AAAL (remplacement de la lysine K1975 pafhréonine) le site ATPasique qui
permet de générer la force de glissement des ralmutds. En effet, ce site serait localisé au
niveau du domaine AAA1 (Kon, Nishiura et al. 2004).
Des expériences de cartographie de sites de physgimn de la chaine lourde du bras de
dynéine externe ont permis d'établir plusieursssite phosphorylations. Les sites majeurs de
phosphorylations de la dynéine sont situés prédaoaine AAAL et de I'unité globulaire de
liaison aux microtubule® (King and Witman 1994). Ces sites de phosphorytationt
permettre la régulation de I'activité ATPasique dgséines (Dillman and Pfister 1994).Dans

chaque espece, il existe plusieurs genes codandifigsentes DHC : il y en a 12 pour
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Chlamydomonas reinhardtfMilisav 1998), 13 chez l'oursin (Milisav 1998Y, thez la souris
(Vaughan, Mikami et al. 1996) et 13 chez 'homm&ggelin, Duriez et al. 1997).
Au niveau de la partie N-terminale des chaines loules on retrouve les chaines
intermédiaires qui permettent d’augmenter I'intéiacentre la dynéine et le microtubuie,
les chaines légeres et une série de protéinesatéges de la dyénine.
Les chaines légeregLC) vont réguler I'activité de la dynéine par deseractions avec
protéines régulatrices dépendantes du calcium corfanealmoduline et Tctex2. La
calmoduline va interagir avec les chaines légémsaddynéine au niveau de son domaine
LC8. L’identification du domaine d’interaction debaines légeres avec la calmoduline a été
caractérisée (Narisawa, Hecht et al. 2002) parespgriences de co-immuprécipitation par
'équipe de Yang (Yang, Diener et al. 2001). T&tdui aussi va interagir avec les chaines
légeres de la dynéine, mais au niveau de son dem#&d, la phosphorylation de Tctex2 par
la protéine kinase A spécifique au spermatozoidstigtspecifique PKA) va permettre la

régulation de l'activité ATPasique des dynéineslfllm Kagami et al. 1999).

A MT-binding B
. -

Figure 6: Organisation de la dynéine axonémale. R&présentation schématique d'un bras de dynéines
axonémal constitué de deux chaines lourdes. L&epasterminale de chaque chaine lourde est coastitiune

téte globulaire contenant les sites ATPasiquesjal hélices qui permettent la flexibilité et labiivé de la
dynéine et d’une petite unité globulaire de liaisax microtubule (MT-binding). La base de la dynéine se
compose de la partie N-terminale des chaines Isuidies chaines intermédiaires qui augmentent fént@n
entre la dynéine et le microtubuke des chaines légeres. Les chaines légéres permé&temmtige du bras de
dynéine au microtubule A et la régulation de l'eité de la dynéine par des interactions avec deteipes
kinase et la calmoduline, et une série de protégslatrices de la dynéine. BReprésentation schématique de
I'organisation d’une chaine lourde. La téte glolrglase compose de six domaines AAA (ATPase Associated
with cellular Activities), dont le domaine catalytie de I'ATP est le domaine AAA1 (King 2000).
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3. Les fibres denses (ODF)

Les fibres denses sont composées de 14 polypeptides protéines de filaments
intermédiaires, de protéines riches en cystéineroprolines. A I'heure actuelle, les fibres
denses ont été peu étudiées. Différentes équipe®nis I'hypothése (Oko 1988; Shao,
Tarnasky et al. 1997) que ces fibres joueraientrdle de maintien et d'élasticité du

spermatozoide.
4. La gaine de mitochondries

La gaine, générateur énergétique (ATP) du spermatozoiderégsiierement disposée en
spirale au niveau de la piece intermédiaire. Leéschbndries spermatiques sont extrémement
différenciées et spécifiques. En effet, elles gmmcipalement constituées d’'isoformes des
cellules somatiques. La gaine de mitochondrie vadyre, grace au processus de
phosphorylation oxydative, une partie de I'énergicessaire a la mobilité spermatique
(figure 8). Cependant, I'étude du phénotype d’uasris, dont le géne du cytochrome C
(protéine de transfert d’électron indispensabla pHosphorylation oxydative) a été invalide,
a montré que la phosphorylation oxydative n’est Ipaseul processus de fabrication d’ATP
au niveau du spermatozoide. En effet, les spermiatez provenant de souris invalidées pour
le cytochrome C sont mobiles, présentent un niveemal d’ATP quasi normal et finalement

sont fertiles (Narisawa, Hecht et al. 2002).

5. La gaine fibreuse de la piece principale

La gaine fibreuse est une structure unique du flagelle des spermiatezo Elle entoure
'axonéme et les fibres denses ODF au niveau @&z principale. Elle se compose de deux

colonnes longitudinales reliées entre elles parstliéss de fibres (figure 7).

R
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B e RN N 5 Figure 7: Représentation schématique de la gaine
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La gaine fibreuse est constituée de polypeptidesprdtéines de filaments intermédiaires

(keratine-like) (Eddy, O'Brien et al. 1991), de téines riches en cystéines ou en prolines et
de protéines impliquées dans différentes voiesigiealsation ou métaboligues comme la

signalisation des PKA, des Rho, et la glycolysedfEd oshimori et al. 2003; Eddy 2007).

Prés de la moitié des protéines de la gaine fé@eisolées a partir du sperme de souris, sont
des protéines AKAP (A Kinase Anchoring Protein)slpotéines AKAP sont une famille de
protéines d’ancrage. Elles vont permettre, par gimeple fixation sur des sous-unités
protéiques, de réguler la localisation des protkieases dépendantes de TAMPKA), des
phosphatases et d'autres enzymes de signalis&iibva(ds and Scott 2000Qu niveau de la
gaine fibreuse, on retrouve les protéines AKAP 3KAP-80 et AKAP 4, protéines
d’ancrage des protéines kinases dépendantes dePLAIRKA). Elles sont impliquées dans la
structure et 'assemblage de la gaine fibreuse i(Mikllis et al. 2002). Les souris déficientes
en protéines AKAP 3 et AKAP 4 ont des spermatozoidai présentent une mobilité
spermatique déficiente, ceci entrainant une iitértiAu niveau morphologique, la gaine
fibreuse est déstabilisée et le flagelle raccoiMdki, Willis et al. 2002).

AKAP 3 est aussi une protéine d’ancrage des rope®er Les ropporines sont impliquées
dans la voie de signalisation des Rho. Cette veisighalisation permet la réorganisation de
I'actine, la régulation de la motilité et la cylnkse (Bishop and Hall 2000; Takai, Sasaki et
al. 2001).

La gaine fibreuse est comme la gaine mitochondriategénérateur d’ATP (figure 8). La

gaine fibreuse va produire I'énergie nécessaisenaise en place de I'hyperactivité flagellaire
et ainsi permettre au spermatozoide de traversasna pellucide. L’énergie est produite par
le processus de glycolyse grace a la présencevaawide la gaine fibreuse d’enzymes
glycoliques spermatogeniques telle que la lact&shydrogénase isoenzyme C4 (Burgos,
Maldonado et al. 1995), I'hexokinase de type 1 ([Mdtakamura et al. 1998) et la

Glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDS).
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Figure 8: Représentation schématique des voiesbokéigues de synthése de I'ATP du spermatozoide
(Vadnais, Galantino-Homer et al. 2007).

La gaine fibreuse est une structure cytosquelettgpermatique importante. Elle permet :

- la régulation des voies de signalisations imm@eg dans la mobilité spermatique, la
capacitation et I'hypéractivation flagellaire gré&ees protéines d’ancrage.

- la production d'énergie nécessaire pour travéaseone pellucide.

lll.  Les systemes de transport ionique du spermatozoide

Le spermatozoide de mammiferes est equipé de nomlmgstemes de transport ionique,

similaires a ceux présents dans les cellules sqomedi Les canaux ioniques, surtout

calciques, seront plus particulierement détailiiéstaite de leur importance considérable dans
les processus de signalisation du spermatozoidsZba Nishigaki et al. 2005).

Dans le spermatozoide, il existe trois types deesyss de transport ionique :

- Les Adénosines tri phosphatase (ATPase) membran@ioasommant de
I'adénosine tri phosphate (ATP), permettant d’egpulbu de faire rentrer des ions

contre leur gradient électrochimique.

- Les échangeurs ioniques, a l'inverse des ATPaseasbnamaires sont des systemes

ou deux, voire trois transferts ioniques sont césipl

- Les canaux ionigues sont des systemes dont leidoneiment ne dépend que du
gradient électrochimique. lls présentent une capata transfert ionique élevée et
ont le plus souvent une sélectivité pour un ionn#grainsi qu’une cinétique de

fonctionnement spécifique.
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1. Les ATPase membranaires

Deux sortes d’ATPases membranaires sont partieatient importantes :

- Les ATPases Sodium (Na/ Potassium (K), ont pour réle le maintien d’un
gradient transmembranaire d’ion Net K selon un transport actif de 3 ions*Na
vers I'extérieur et de 2 ions'Kers l'intérieur. Les ATPases NK* permettent le
contrdle du potentiel de repos membranaire et sopliquées dans la régulation
de la capacitation, la réaction acrosomique et tbilité des spermatozoides
(Mrsny and Meizel 1981; Mrsny, Siiteri et al. 1984rsny and Meizel 1985).

- L'ATPase calcique, permet I'expulsion de deux ide"* par molécule d’ATP
dégradée. Des APTases calciques sont présentesveau nde la membrane
plasmique du spermatozoide (Gordon and Barrnet?;186hraf, Peterson et al.
1982; Breitbart and Rubinstein 1982; Breitbart,rn$tet al. 1983). L'étude de
Roldan and Fleming 1989, a permis d’établir I'incplion des ATPases calcique
dans la signalisation calcique régulant la captisitala réaction acrosomique et la
mobilité spermatique. Cette implication a été méatrpar ['utilisation

d’antagonistes des ATPases calciques

2. Les échangeurs ioniques

Les échangeurs ioniques, a l'inverse des ATPasesbna@aires, sont des systemes ou deux,
voire trois transferts ioniques sont couplés. Ligreeétant fournie par le mouvement de I'un
des ions qui suit son gradient électrochimiquen®#&s nombreux co-transporteurs connus,
guatre sont importants dans la physiologie speguati
- L’échangeur sodium/proton (N&*) (NHX) assurant la régulation du pH interne,
entre 7.0 et 7.4, dont le maintien est indispemsabln déroulement correct des
voies de signalisation de la physiologie spermatigiross 2007).
- L'échangeur NHC&#* (NCX), de nature électrogénique, présents une
stoechiométrie de 3 molécules de*Nmur une de G4 L'échangeur NECa&*
(NCX) est présent au niveau du spermatozoide emgiede maintien de
I'homéostasie calcique. Le blocage de I'échangeaf/@ (NCX), par des
inhibiteurs tels que le bepridil, 3'-4’ dichlorobsamil hydrochloride, et KB-
R7943, induit une modulation du potentiel de memérat une immobilité
spermatique (Krasznai, Krasznai et al. 2006; SivMzajan et al. 2006).
- L’échangeur chlore/bicarbonates (BICO;), utilisant dans les conditions

normales le gradient entrant de*gaur produire I'extrusion de protons hors de la
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cellule. L’échangeur chlore/bicarbonate (BCO;) permet une augmentation
intracellulaire de bicarbonate, premiére étape rdedifications physiologiques,
intracellulaires ou membranaires du spermatozoiddui permettra de féconder
I'ovocyte (Visconti, Muschietti et al. 1990; Gadeland Harrison 2000; Flesch,
Brouwers et al. 2001; Harrison and Gadella 2005 plus, des études
fonctionnelles ont démontré qu’il existait dans $permatozoides de souris deux
systémes régulant le pH : un échangeHCIO; dépendant du Naet un systéeme
inhibé par des antagonistes des canaux 1@his qui ne posseéde pas toutes les
caractéristiques des échangeursH O, indépendants du N&eng, Oberdorf et
al. 1996).

3. Les canaux ioniques

» Les canaux sodiques

Deux types de canaux sodiques sont actuellementdsgerits, des canaux sodiques activés
par une dépolarisation de la membrane,(Naet des canaux sodiques couplés aux protéines
G. Actuellement, aucun enregistrement de flux segliq’a été décrit dans le spermatozoide
de mammiferes, mais réecemment I'équipe de Pintot¢PRavina et al. 2009) a montré par
une technique d'immunofluorescence la présencecaesux sodiques dépendant du voltage
Nal.l a 1.9 au niveau des spermatozoides humairsxeéeption de NA.1 et Nal.3.
L’équipe de Pinto a aussi montré un possible r@eces canaux dans la régulation de la
mobilité spermatique, car I'application de verdtre un activateur des canaux,Naur les

spermatozoides induit une augmentation de leur lité@bi

> Les canaux potassiques

Les ions K participent principalement a I'établissement é& anodulation du potentiel de
membranaire (Em). Les canaux potassiques perméétatiffusion passive et sélective des
ions K™ a travers la membrane plasmique. Dans les conditphysiologiques, le flux est
presque systématiquement dirigé vers l'extérieurmpétant le maintien du potentiel
électrique a une valeur proche de celle du potediéuilibre de Iion K*. Il existe une
grande diversité de canaux potassiques qui segiistnt par des mécanismes modulant leur
activité. Ces canaux sont des multimeres dont deis-snitésa forment le pore ionique et
déterminent le mode de régulation. lls peuventiaasdifférencier en plusieurs catégories
ceux dépendants du voltage, ceux sensibles awgglceux couplés a une protéine G, ceux
sensibles a I'ATP et ceux a deux domaines P (KR&Jgge, Barhanin et al. 2000).

11
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De nombreux canaux potassiques ont été identifeass des spermatozoides, ils sont
soupconnés de jouer un rdle dans la maturation spesmatozoides. Au niveau des
spermatozoides, difféerents canaux potassiquesténte&ouvés, des canaux dépendants du
voltage tel que KL..1, K/1.2, K,3.1, Ksper, Slo3 et un canal couplé a une protéirelRK.
lls ont été localisés au niveau de la piéce praleiu flagelle et au niveau de la téte du
spermatozoide (Schreiber, Wei et al. 1998; Feletyého et al. 2002; Barfield, Yeung et al.
2005; Navarro, Kirichok et al. 2007). L’étude de mdz 2001 a permis de mettre en évidence
le réle des canaux potassiques dépendants du &ohkagectification entrante dans le
mécanisme de capacitation des spermatozoides.f&n adtte étude montre que le blocage
des courants Ka l'aide de baryum et césium empéche I'hyperpsddion de la membrane
plasmique (élément clef de la capacitation) et diraile taux de réaction acrosomique induit
par la zone pellucide (Munoz-Garay, De La Vega+iRalet al. 2001).
L’étude de Navarro et al, 2007 a permis de metmeégidence le rble Ksper dans
I'hyperpolarisation de la membrane plasmique dutanmaturation du spermatozoide. De
plus cette équipe a posé la question de savoirspeKet Slo3 ne sont pas le méme canal
potassique. En effet, diverses observations von$ da sens, Slo3 et Ksper sont des canaux
potassiques régulés par le pH, ils présentent lnersuil d’activation de dépolarisation de la
membrane (-16 mV) et le géne codant pour Kspeqgeasi identique au géne codant pour
Slo3 (Schreiber, Wei et al. 1998; Navarro, Kirictaikal. 2007).

> Les canaux chlorures

Comparés aux autres canaux ioniques, les canawnClongtemps joué le role alitsiders
intéressants, mais marginaux. Cela est di en partie que les conductances €int plus
difficiles a détecter que d’autres et que les fiamst des canaux CTlde la membrane
plasmique sont mal définies dans la plupart desigisTrois types de canaux chlorures sont
plus étudiés et retrouveés au niveau des spermdexz@eizel 1997) :

Les canaux Clcouplés au récepteur GABAdont I'activation entraine un influx

de CI sont responsable d’'une hyperpolarisation de la lonane.

Les canaux CIl couplés a un récepteur glycine, complexe memhmnai

oligomérique formé de sous-unités protéiques.

- Les canaux CHépendants du voltage ( CIC). Les CIC sont despres d’environ
680 a 910 acides aminés (70 a 95 kDa). lls possédedomaines hydrophobes

qui s’organisent en hélicexr, mais seulement 10 a 12 domaines seraient

12
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effectivement transmembranaires. Les CIC s’orgaaiset en homo- ou

hétéromultiméres (par 2 ou par 4) pour former uratfonctionnel.

Des récepteurs GABAsont présents au niveau de la membrane du speamwidohumain
(Aanesen, Fried et al. 1996; Ritta, Calamera e1@®8). lls sont localisés dans la région du
segment equatorial (Wistrom and Meizel 1993). CHeanme, le GABA initie la réaction
acrosomique de facon dose dépendante selon un B@eardépendant du calcium
extracellulaire (Shi, Yuan et al. 1997). Cet effetir la réaction acrosomique est
principalement lié a I'activation des récepteurstglee GABA, (Calogero, Burrello et al.
1999).

Les cellules spermatogoniques de souris posseédalesgi des canaux Gbuverts a des
potentiels au-dessus de -50 mV et sensibles adé&adiflumique, inhibiteur anionique
(Espinosa, De la Vega et al. 1998). Chez la soceigjernier inhibe la réaction acrosomique
induite par différents inducteurs tels que la zq@edlucide, la progestérone et le GABA
(Espinosa, De la Vega et al. 1998) (Espinosa, d¥dga-Beltran et al. 1998; Darszon,
Labarca et al. 1999). L'étude de Yeung 2005 a pedtétablir la présence de deux canaux
chlore dépendant du voltage :G&CN3 et CLNS1Aau niveau des spermatozoides humains.
Ces canaux sont impliqués dans la régulation dwnvel cellulaire des spermatozoides
humains (Yeung, Barfield et al. 2005).

» Les canaux sensibles aux nucléotides cycliques @anCNG)

Les canaux sensibles aux nucléotides cycliquesfdartte de la famille des canaux ioniques
activés par des ligands. Les CNG sont des cananiguies non sélectifs (Kaupp, Niidome et
al. 1989). Ces derniers sont activés par des ntigdésocycliques tels que 'AMRet le GMR
(Dzeja, Hagen et al. 1999). Les CNG sont des té&rasy Chaque monomeére est composé de
six segments transmembranaires et d’'un domainglagmique de liaison aux nucléotides

cycliques.

Des études d’imunohistochimie ont montré la présae deux canaux CNG au niveau du

flagelle des spermatozoides, CNGA3 et CNGA1l (Wieskieeiner et al. 1998; Kobori,

Miyazaki et al. 2000). Des études utilisant un agaé du GME, le 8-BrcGMP a permis de

montrer I'implication des canaux CNG dans la siggaion calcique spermatique. En effet,

ces études montrent que le 8-BrcGMP induit d’'ung [garéaction acrosomique (Rotem,

Zamir et al. 1998) et d’autre part une vague cakeigu niveau de la téte des spermatozoides
13
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(Kobori, Miyazaki et al. 2000). Cependant, I'in\ddtion du géne GNCAS n’induit aucune
infertilité spermatique (Biel, Seeliger et al. 999La découverte d’'une nouvelle famille de
canaux calcique dépendant du voltage et de I'aaivgpar AMR : « Catsper » au niveau du
flagelle des spermatozoides (Ren, Navarro et &8l12@ette un doute sur le réle des canaux
CNG dans la signalisation calcique spermatique.

4. Diversité des canaux calciques présents au niveatsdermatozoide

Le calcium constitue un messager intracellulaisersel n'ayant ni précurseur ni produit de
dégradation. Il est mobilisable soit a partir dunpartiment extracellulaire, soit a partir des

stocks internes comme le réticulum endoplasmiqgliesgiace intermembranaire du noyau.

Afin de répondre a la pluralité de fonctions celltés du calcium au sein d’'une méme cellule,
les canaux calciques présentent une variabilitééoutdire importante et permettent a la
cellule de mettre en place une large gamme de lsgtians calciques différentes, d’'une
élévation rapide, transitoire et localisée, a ungnzentation persistante et généralisée. Le
répertoire en canaux calciques des cellules geftesiren général, et du spermatozoide en
particulier, est extrémement étendu puisque ndusueons sur ces cellules des représentants

de toutes les familles de canaux calciques. (Figure
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Figure 9 : Représentation schématique de la digtoib des canaux calciques dans le sperme de manesif

(Darszon, Nishigaki et al. 2005).
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Il a ainsi été décrit au niveau des spermatozaides

» Les canaux calciques dépendant du potentiel.

Ces canaux sont des protéines hétéro-oligomeriffigsire 10), situés sur la membrane
plasmique, qui s’ouvrent lorsque la cellule estnsize & une dépolarisation. Ces canaux sont
impliqués dans la réaction acrosomique et la meéb#permatique. Il existe deux classes de
canaux calciques activés par le voltage. La classibn de ces canaux a tout d'abord été
fondée sur des criteres biophysiques (Tsien, Ellieb al. 1991) puis sur des criteres
pharmacologiques, avec la découverte de toxinesifgpes et enfin sur des critéres
phylogéniques par la comparaison de leurs séqueéreEsniques.

A Figure 10 : Représentation

schématique de la structure des
| | canaux calciques dépendants du
\‘ e voltage. Les canaux calciques

dépendants du voltage sont

Sous-unité v, , constitués  d’'une  sous-unité

) principale ol qui constitue
Extracellulaire

notamment le pore du canal. Elle

Membrane ' comprend 4 domaines
plasmique ) )
membranaires (I-1Vv) qui

Intracellulaire  possédent chacun 6 hélices

CORH transmembranaires (S1-S6)

reliées par des boucles intra et

extracellulaires. Pour les canaux
HVA, la sous unité al est

associée a des protéines
COOH auxiliaires: a2, o6, B et vy

Sous-unité B, (McCleskey 1994; Darszon,

Nishigaki et al. 2005).
NH,

Six canaux ont été clairement identifiés et regésupn deux grandes familles (Nargeot and
Charnet 1994):
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- La famille des canaux a haut seuil d'activation quécessitent de fortes
dépolarisations de la membrane (de -90 mV a 0 md)r ’'activer. Ces canaux

appartiennent aux sous-familles,Ca et Ca2.x

- La famille des canaux a bas seuil dactivation qécessitent de faibles
dépolarisations de la membrane (de -90 a -50 m\iy géactiver. lls sont appelés
LVA (« Low Voltage-Activated »). Ces canaux corresgent aux canaux de type T
(« Transient ») ou £3.X. lls sont caractérisés par un courant transitgili s'inactive

avec des constantes de temps de l'ordre de 10750

Au niveau des spermatozoides, des membres de oesfalmilles sont présents : (a2,
Caz.1,2.2et 2.3, Ga.1, 3.2 et 3.3 (Florman, Corron et al. 1992; Aene§ried et al. 1996;
Goodwin, Leeds et al. 1998; Perez-Reyes 1998; Wlesiek and Babcock 1999; Goodwin,
Karabinus et al. 2000; Wennemuth, Westenbroek. &06l0; Park, Ahn et al. 2003; Trevino,
Felix et al. 2004; Escoffier, Boisseau et al. 200Z¢s canaux sont impliqués dans la
régulation de la réaction acrosomique (Florman lingt 1988; Florman, Corron et al. 1992;
Florman 1994; Arnoult, Cardullo et al. 1996; Arnpuleng et al. 1996; Lievano, Santi et al.
1996; Bai and Shi 2002; Escoffier, Boisseau e2@0D7).

Récemment, une nouvelle famille de ces canaux calges, nommeée CatSpera éte
découverte. Ce canal a été initialement trouvéup&r recherche « in silico » basée sur des
homologies de séquences avec les canaux calciceshdant du voltage (CCDV) (Quill,
Ren et al. 2001; Ren, Navarro et al. 2001). Cependontrairement aux CCDV, CatSper est
composé d'un seul domaine de 6 hélices transmemipean (S1-S6), autrement dit, 4
molécules ou sous-unités de CatSper sont nécesspoar former un canal calcique
fonctionnel, a l'image des canaux potassiques (Eidll). Quatre genes, situés sur des
chromosomes différents codent actuellement pogofbimes de CatSper (CatSperl, 2, 3 et
4) (Ren, Navarro et al. 2001; Carlson, Westenbedekl. 2003; Lobley, Pierron et al. 2003;
Carlson, Quill et al. 2005; Kirichok, Navarro et aD06). CatSper est associé a des protéines
auxiliaires : CatSpep (Liu, Xia et al. 2007) et CatSpegr (Wang, Liu et al. 2009). Mais
I'expression hétérologue des différentes isoforashe<atSper (séparément ou ensemble) n'a
pas permis de mettre en évidence la fonction cmaks protéines. On suppose actuellement
gue les canaux CatSper nécessitent d’autres sauds-auxiliaires inconnues pour que la

fonction canal s’exprime
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- » Figure 11 : Représentation schématique du canal
. ‘W“ CatSper. Le complexe CatSper est formé de
CatSper 1-4 et d'une sous-unité auxiliaires :
CatSper. CatSper 3 est constitué de 2 domaines
transmembranaires, séparés par une grande boucle
extracellulaire (~ 1000 acides aminés). Comme les
3 ’W‘ ¢ autres canaux calciques dépendant du voltage, les 4
; ‘!E/ y €< isoformes de CatSper sont constituées de 6

CatSpers domaines transmembranaires (S1-S6) reliés par des

CatSper?2 ‘ boucles intra et extracellulaires. Le domaine

CatSperf transmembranaire S4 constitue le senseur de

potentiel (sensor voltage domain). Les domaines

transmembranaires S5, S6 et les boucles S5, B&membranaire constitue le pore du cana. sélectivité du
canal pour le calcium est déterminée par une ségueonsensus d'acides aminés négatifs ([T/S]x[DAB]x

située au niveau du pore du canal(Navarro, Kiriokio&l. 2008)

Les quatre membres de la famille CatSper sont egsipresque exclusivement dans le
testicule, et les spermatozoides de mammiferec&wmux sont localisés au niveau de la piece
principale du spermatozoide. Bien que leur modetdation reste inconnu, ces canaux
calciques sont impliqués dans I'hyperactivité cigélle et la fertilité. L'invalidation d’un des

4 genes de CatSper (CatSper 1, 2, 3 ou 4) chemitgssnale induit une immobilité flagellaire
et une infertilité (Ren, Navarro et al. 2001; Avidd@amary et al. 2003; Carlson, Westenbroek
et al. 2003; Lobley, Pierron et al. 2003; CarlsQuill et al. 2005; Qi, Moran et al. 2007;
Navarro, Kirichok et al. 2008; Carlson, Burnetakt2009)

» Les canaux de type SOC « Store Operated Channels »

L’activation de ces canaux dépend du niveau de lissage des stocks calciques internes,
d’ou leur nom. Parmi les canaux SOC, la sous-fend#é canaux, appelée TRPC (7 genes),
semble majoritairement responsable de cette edgémlcium (Figure 12). L’activation des

SOCs qui fait suite a la vidange des stocks estrengn mécanisme mal compris ainsi que
leur réle dans la physiologie spermatique. Quatoeles d’activations des TRPC ont été

envisages :

- un couplage conformationnel avec les canaux casiqiles stocks intracellulaires
IP3R ou RyR (Berridge 1995; Kiselyov, Xu et al. 829

- un recrutement des canaux vers la membrane plasmiguexocytose (Yao, Ferrer-
Montiel et al. 1999).
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- La vidange des stocks pourrait permettre le reldeme d'un facteur diffusant jusqu'a

la membrane plasmique (Randriamampita and TsieB)199

- Depuis les 3 dernieres années, une nouvelle faolprotéine senseur de calcium a
été identifice comme régulateur des TRPC: Les ST®Tromal Interaction
Molecule). Elles permettraient I'activation des T®RPar une interaction fonctionnelle
(Potier and Trebak 2008; Bojarski, Pomorski et28l09; Deng, Wang et al. 2009;
Potier, Gonzalez et al. 2009).

Boucle du pore _ L
Ext Figure 12 : Organisation structurale d'un

monomeére des TRPCs. Les TRPCs sont des
tétrameres formé de 4 sous-unités identiques.

Chaque monomeére comprend six domaines

Domaine transmembranaires et une partie Cter et Nter
Cytoplasme

TRP intracytoplasmiques. En Nter, il existe une

succession de 4 motifs de type ankyrin. La

R I
Répétitions de
type ankyrine | segments transmembranaires 5 et 6. La partie

| Cter comprend une région trés conservée

région putative du pore se situe entre les

: appelée « TRP box », une région d’interaction
| entre I'lP3R et la CaM appelée domaine CIRB

N C et un motif de type coil-coil (Felix 2005). La

structure générale des TRPC est similaire a

celle des canaux CNG et des canaux calciquesndapts du voltage, sauf que le domaine S4 ne pegssl

de résidus positif, ce qui leur confére une inddlité aux variations de voltage.(Darszon, Nislkiget al. 2005)

Plusieurs membres des TRPC ont été décrits daspelenatozoide comme TRPC 1,
2, 3, 4 et 6 (O'Toole, Arnoult et al. 2000; Jungeic Marrero et al. 2001; Stamboulian,
Waard et al. 2002; Castellano, Trevino et al. 2088tton, Jungnickel et al. 2004).
L'implication de TRPC2 dans la physiologie spermaé a été mise en évidence par
l'utilisation d’'un anticorps spécifique dirigé coat TRPC2 qui permet linhibition des
courants calciques dépendant du TRPC2. L'inhibitilences courants calciques bloque la
réaction acrosomique induite par ZP3 (Jungnickelrristo et al. 2001). Cependant, la souris
KO TRPC2 reste fertile (Leypold et al.,, 2002), stigamt que les autres TRPCs présents

pourraient se substituer a TRPC2.
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> Les récepteurs canaux.

Ces canaux, eux aussi localisés dans la membraemigjue, s’ouvrent par la fixation d’'une

molécule sur leur domaine extracellulaire. Le réeepa I'acétylcholine qui appartient a cette
famille est lui aussi présent sur le spermatozaBim réle dans la physiologie spermatique
reste encore mal défini. Il pourrait cependant @tq@iqué dans le contréle de la RA (Son and
Meizel, 2003).

» Les canaux calciques du réticulum.

lls permettent la vidange des stocks internesmtd® deux types : le récepteur a I'lP3 activé
par une augmentation de la concentration de I'B’@enes) et le récepteur de la Ryanodine (3
genes), activé par le calcium ou grace a un coeptagcanique avec des canaux dépendant
du voltage de la membrane plasmique. Au niveau pkernsatozoide, on les retrouve
majoritairement au niveau derfeembrane acrosomiqugWalensky and Snyder 1995).

Le récepteur a l'inositol 1.4.5 triphosphate (IBR) récepteur tétrameérique est activé par la

liaison de l'inositol 1.4.5 triphosphate (R L'IP , est un messager secondaire, provenant de

la déegradation du phosphatidylinositol biphospH&#°,) par la phospholipase C (PLC) en
réponse a la stimulation d’'un récepteur couplé ptptéines G ou d'un récepteur aux

tyrosines kinases (Berridge, Lipp et al. 2000).s€riant au canal récepteur a I'lA(IP;R),
I'IP , permet le relachement de calcium contenu danstteks intracellulaires (figure 13).

Du point de vue de sa structure, il s’agit d’'urrastére (Jiang, Thrower et al. 2002). La
région du canal calcique possede des homologieslauRyR et est localisée au niveau Cter
de la protéine. Le filtre de sélectivité est cod# pne ségquence précise en acides aminés
GVGD. La sélectivité au calcium est déterminéeyarésidu Asp2550(Boehning, Joseph et
al. 2001). La protéine comprend six domaines tramsbranaires et sa partie Cter se projette
dans le cytoplasme. Le site de liaison pourI8E situe au niveau Nter de la protéine. L'IP3R
est une trés grosse protéine d’environ 1000 kDa.

19



Introduction

Cytosol

Figure 13 : Représentation schématique d'un
monomere du récepteur a LIP Le récepteur

'IP3sR est un tétramére formé de 4 sous-unités
identiques. Chaque sous-unité comprend six

domaines transmembranaires et une partie Cter
Asp2550

cytoplasmique. La sélectivité du canal pour le
calcium est déterminée par un résidu Asp2550
(Patterson, Boehning et al. 2004).

Lumen

L'IP3R n’a pas qu'une fonction de canal calcique. Erteffle nombreuses protéines
interagissent directement avec BRP qui est impliqué dans de nombreuses voies de
signalisations. La régulation de cette protéineassez complexe. Plusieurs acteurs peuvent
réguler 'R :

- Le calcium contrbéle I'lBR de facon biphasique. Le calcium a forte concéotra

intracellulaire (100 nM) active I'l§R et a faible concentration intracellulaire I'inkib
- La régulation de I'lBR peut s’effectuer par le biais de phosphorylatid’i¥ ;R peut
étre phosphorylé par plusieurs protéines kinasgghosphorylation de I'dR modifie
les caractéristiques spatiotemporelles du relachene calcium (Ferris, Cameron et
al. 1991; Ferris, Huganir et al. 1991).

- L’ATP augmente l'influx de calcium via 'R quand sa concentration est de 100 puM.
En revanche, lorsque sa concentration est éleX®€P linhibe le relachement de
calcium induit par I'lIB (Ferris, Huganir et al. 1990).

- Régulation par des interactions protéine - progirmmEus de 25 protéines ont été

identifiées comme interagissant avec JBRP comme l'ankrine, la calmoduline, la

myosine, la caspase 3, la calpain, le cytochromERPC, etc...

Walensky et Snyder en 1995 ont réalisé une étudéfdeence sur la présence du récepteur a
I'lP3 dans le spermatozoide mature. lls ont mogtré le spermatozoide était une cellule trés
riche en IP3R, que I'lP3R se colocalisait essdetigént avec I'acrosome et que le signal
disparaissait lors de la réaction acrosomique (W&kdg and Snyder 1995). D’autres études
ont par la suite démontré I'implication du récept@ul'lP3 dans la mise en place de la

signalisation calcique qui induit la réaction acmméque (Arnoult, Kazam et al. 1999).

Le Récepteur de la Ryanodine (RyRjorme une famille de récepteurs présentant de
fortes homologies avec le récepteur IP3. Comme lgoécepteur IP3, le récepteur ryanodine
est un tétramere formé de 4 sous-unités identiqlees560 kDa environ (Figure 14).

Initialement, ces récepteurs ont été mis en évielencniveau du réticulum sarcoplasmique
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des muscles squelettiques (RyR1) et cardiaquesZRypepuis les récepteurs ryanodine ont
ete identifies dans beaucoup d’autres types celiglaLe RyR est présent dans les cellules
spermatogéniques. Des études de protection a ladRadnybridation in situ (Giannini et al.,
1995) et d'immunocytochimie (Trevino et al., 1998pntrent que RyR1 et 3 sont présents
dans les tubules séminiféres au niveau des régiomshies en spermatocytes et spermatides.
RyR3 est le seul isoforme présent dans le spermi@zanature (Trevino, Santi et al. 1998).
Une étude récente (Chiarella et al., 2004) montre expression différentielle de RyR1 au
cours de la spermatogénese. Le RyR est fonctiatared les cellules spermatogéniques et la
mobilisation du calcium via le RyR participeraitgématuration de la lignée germinale.

Ryanodine receptor i , . , .
Figure 14 : Représentation schématique

de la structure du récepteur a la

ryanodine. La protéine comprend six

N\\_________ domaines  transmembranaires. Le
& domaine C-terminal constitue le pore
Cytosol p ionique. Le domaine cytoplasmique N-

ter interagit avec le récepteur aux

dihydropyridines (DHP-sensible &a

Lumen

AN

channels ou L-type calcium channel). Il

\_’/ y a 3 sites de fixation du €adans la

partie N-terminale, proche du canal.

Nous lI'avons vu, le spermatozoide est une celhéle tcomplexe, hautement différencié. Il va
subir tout au long de son existence une série défications physiologiques, intracellulaires
ou membranaires qui Ilui permettront de fécondervoayte. Ces changements
s’accompagnent de signaux et d'activation des vadgefransduction intracellulaires. Ils sont
principalement composés de signaux ioniques et buoktmes. La premiére série de
modifications est la capacitation. La capacitatiest une étape de maturation des
spermatozoides lors de leur ascension dans leisrgénital femelle. On appelle capacitation
'ensemble des changements physiologiques qui renkds spermatozoides capables de

féconder I'ovocyte.
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Chapitre 2 : La capacitation, étape de maturatioagispermatozoides

La capacitation est une étape de maturation desngpezoides lors de leur ascension

dans le tractus génital femelle. On appelle capteit 'ensemble des changements

physiologiques qui rendent les spermatozoides tepale féconder I'ovocyte. C'est un

phénomene réversible, les spermatozoides capamtésent étre « décapacités » s'’ils sont

incubés dans le plasma séminal (Vadnais, Kirkwaodl.e2005; Vadnais, Kirkwood et al.

2005). A l'heure actuelle, on ne connait pas touess modifications moléculaires qui

accompagnent la capacitation, cependant on en ttajusdre principales :

Modification de la composition lipidique de la merabe caractérisée notamment par
un efflux de cholestérol membranaire, induite pes Iprotéines de I'albumine
présentes dans le tractus génital femelle (Martiaed Morros 1996; Nolan and
Hammerstedt 1997; Harrison and Gadella 2005; Vig@H09) (Visconti, Galantino-
Homer et al. 1999).

Modifications ioniques intracellulaires et membriags: hyperpolarisation de la
membrane plasmique, augmentation de la concentrattoacellulaire de calcium et

augmentation du pH interne (Arnoult, Kazam et 8D9) (Zeng, Clark et al. 1995).

Certaines protéines impliguées dans la fixationsgermatozoide a la membrane
pellucide de l'ceuf et dans l'exocytose de la vdsicacrosomiale vont étre
phosphorylées au niveau de leurs résidus tyrogiheenez, Gonzalez-Marquez et al.
2003) (Visconti, Bailey et al. 1995; Visconti, Meoet al. 1995; Salicioni, Platt et al.
2007).

Hyperactivation flagellaire (Navarro, Kirichok dt 2008).
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I.  Modification de la composition lipidique membranare lors de la
capacitation

Lors de la capacitation, la membrane plasmiquepa&unsatozoide subit des modifications et
notamment des modifications lipidiques. Ces deesi@orrespondent a des changements dans
la distribution et la composition en lipides et ppbolipides, ce qui conduit a une
augmentation de la fluidité membranaire et a deengbments de l'architecture et de la

composition de la membraBaldi, Luconi et al. 2000; Gadella, Tsai et al0g2

1. La membrane plasmigue du spermatozoide avant caption

La composition lipidigue des membranes des spemuates est inhabituelle par rapport a
celle des autres cellules somatiques de mammitdtask, Everingham et al. 1986; Alvarez

and Storey 1995; Martinez and Morros 199En effet, ces membranes présentent :

Un taux élevé de cholestérol (et de stérols-sidjattistribué uniformément au niveau

des zones apicales et équatoriales de la membedaet@&e du spermatozoide.

- Des glycérophospholipides essentiellement sousdatenphosphatidylcholine (PC) et
de phosphatidyléthanolamine (PE) mais aussi de malagénes (choline et
éthanolamine) eles phosphatidylinositol (P# fort pouvoir antioxydant (figure 16)

- De la sphingomyéline (SM). La sphingomyéline est uhisgolipide constitué d’'un
céramide substitué sur I'alcool primaire par unugement phosphorylcholine (figure

X)

- Le rapport cholestérol/phospholipides (Chol/Pls)ndigateur de la fluidité
membranairegst élevé de 0,21 a 1 selon les espéces.

- Des acides gras polyinsaturés tels Igseacides arachidoniques, docosapentanoique et

docosahexaénoique fixés au nivear? des phospholipides (Ladha 1998).(figure 15)

- Des acides grasaturés tels que I'acide palmitigekl’acide stéarique fixésu niveau
sn-1 des PC et PE (Ladha 1998). (Tableau 1)
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Figure 15 : Formules chimiques de quelques phogpties communément observés et du cholestérol. La

nature du substituant (X) fixé sur I'acide phospdnee définit la nature du phosphoglycéride (Rejiaaez

et al. 2009).
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Figure 16 : Formules chimiques de la phosphatiayiok (PC), choline plasmalogéne et de la sphingdime
(SM). Les plasmalogenes forment un groupe de plubgpdies a résidu aldéhyde, contenant un AG esérif
avec un glycérol et un ester insaturé a longuenehedrbonée. Leur hydrolyse donne un aldéhydeegnais AG.

La choline plasmalogéne, la phosphatidylcholinéaetphingomyéline possédent le méme groupemenir@ola

phosphorylcholine (Rejraji, Saez et al. 2009).
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Tableau 1: Noms et formules chimiques de quelqu&s chmmunément rencontrés dans les membranes

cellulaires (Murray, Mayes et al. 1999)

Noms chimiques (vulgarisés) Formules Noms usuels

Acides gras saturés

Tétradécanoique 14: 0 Myristique
Hexadécanoigque 16:0 Palmitique
Octodécancigue 18 : 0 Stéarique
Eicosanoique 20:0 Arachidique
Docosanoique 22:0 Béhénique
Tétracosanoigue 24:0 Lignocérique
Acides gras insaturés

Octadécénoique I8 : In-9 (cis) Oléique
Octadécadiénoique 1% : 2n-6 (cis) Linoléique
Octadécatriénoique 18 : 3n-9 (cis) Linolénigue
Octadécatriénoique 18 : 3n-3 Alphalinolénique
Octadécatriénoique 18 : 3n-6 Gammalinolénique
Eicosatetraénoique 20 : 4n-6 Arachidonique (AA)
Eicosapentaenoique (EPA) 20 : 5n-3 Timnodonique
Docosapentaénoique 22 : 5n-3 Clupanodonique
Docosahexaénoique (DHA) 22 : 6n-3 Cervonique

La quantité de lipides membranaires du spermatezagade considérablement d’'une espéce a
une autre Les PE et les PC sont les phospholipides maj@e#ale la membrane des
spermatozoidesjuelques soient I'espéce animale ou I'état deurit@tdu spermatozoide. En
guise d’exemple, PE et PC représentent a elleeséilll a 80 % des phospholipides de la
membrane plasmique du spermatozoide de béliergRack Hammerstedt 1985; Parks, Arion
et al. 1987). La PS et le Pl représentent resparoint 4 et 3 % des phospholipides totaux des
spermatozoides (Parks and Hammerstedt 1985). Larepkésente en moyenne 15 % des
lipides totaux des spermatozoides. Les stérolsldstayol) sont des éléments essentiels des
membranes cellulaires, ils représentent le deuxi@oestituant lipidique majeur des
membranes spermatiques aprées les phospholigidgs 26 fois plus de cholestérol présent
dans les membranepermatiquegjue dans les membranes des cellules somatiquds(Mac
Everingham et al. 1986)

La présence, d'une part, d'un taux élevé de chalels et de glycérophospholipides
contribuant a former des régions membranaires iffusitbles (Martinez and Morros 1996)
et, d’autre part, de la sphingomyéline interagiss&ec le cholestérol (Schroeder, Jefferson et
al. 1991), conduit a rigidifier et a stabiliser raembrane. La fluidit¢ membranaire
(notamment la mobilité des phospholipides dansitauche) est limitée tout comme la
perméabilité membranaire aux ions ou encore I'timeide protéines (Schroeder, Jefferson et
al. 1991; Martinez and Morros 1996).

La diffusion limitée des phospholipides induit uresymétrie de la membrane: les
aminophospholipides (phosphatidylsérine (PS) etsphatidyléthanolamine (PE)) sont de
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facon prépondérante dans le feuillet interne (@fiqee) de la bicouche lipidique alors que
les phospholipides neutres (phosphatidylcholine) (BCsphingomyéline) sont davantage
présents dans le feuillet externe (Flesch, Brouweérs. 2001; Flesch, Wijnand et al. 2001;
Gadella, Tsai et al. 2008). Une large proportion lgedes peut cependant diffuser
latéralement dans la membrane (Gadella, Tsai 20aB).
Il existe également dans la membrane des spernidészdes régions ou des microdomaines
particuliers, appelés « lipids rafts », riches noteent en sphingolipides, en phospholipides a
longues chaines saturées et en cholestérol (Siamhd/az 2004), mais aussi en protéines
spécifiques (cavéoline-1 par exemple) (Simons ayahire 2000) (Figure 17).

long
transmembrane Legend

Lipid Raft protein % phosphatidylethanolamine
A phosphatidylserine

Tul.

Extracellular . phosphatidylcholine

bt e ot ss@ > ;% ® Pt
P64 656BES << 5 sasaaasw S0 g

Intracellular o /

cholesterol  (ransmembrane desmosterol
protein

Figure 17: Membrane plasmique des spermatozoidemiores. Modifié d’aprés (Vadnais, Galantino-Horatal.
2007)

2. Le bicarbonate induit des modifications lipidique® la membrane

Le bicarbonate est un ion ubiquitaire considéréroenn agent essentiel de la capacitation.
Les spermatozoides sont stockés au niveau deitlgpid ou le niveau de bicarbonate est
maintenu a une concentration assez faible (3-4 niMdjsqu’il arrive au niveau du tractus
génital femelle ou le niveau de bicarbonate est plavé (>20 mM), ils subissent un afflux de
bicarbonate effectué par les échangeuiiCIOs et les échangeurs NBICOs qui induit la
capacitation (Wang, Zhou et al. 2003).

L’élévation de bicarbonate constitue une des étagmsentielles dans linitiation de la
capacitation. Elle induit un changement de la stmec de la membrane lipidique des

spermatozoides par l'activationldevoie de signalisation AMR/Protéine Kinase A (PKA).

L’AMP . est produite a partir d'ATP par une enzyme : I'Ayléte-Cyclase (SAC ou SACY).
L’adénylate cyclase du spermatozoide est différdateautres adénylate-cyclases des cellules
somatiques : sa forme soluble la rend unique engsore et des quantités élevées d’ARNm

codant pour cette enzyme s’accumulent dans lesnspieles ronds de rat (Sinclair, Wang et
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al. 2000). Ces caractéristiques sont différentesalles des enzymes de la superfamille des
adénylate cyclases transmembranaires qui inteedisavec les protéines G. Elle est
insensible aux protéines G, a la toxine cholériguaux GTP non hydrolysables (activateurs
des protéines G) (Hess, Jones et al. 2005; Vis@Bd9). L'activité de cette adénylate
cyclase, gu’elle soit utilisée sous sa forme péeifa partir de testicules, ou recombinante, ou
exprimée dans une lignée cellulaire, est stimukel’pjout de bicarbonate (sous forme de
NaHCO; ouKHCG;) et de calcium (Litvin, Kamenetsky et al. 2003), oeci, de facon
indépendante des modifications du pH intracellalajChen, Cann et al. 2000). Cette
activation est aussi observée avec les ions HissiifNaSO; ou NaHSQ) dont la structure est
proche de celle des bicarbonates, mais pas avemneshlorures, sulfates ou phosphates.
L'AMP. produite a partir d'ATP par sAC est capable diactdes protéines telles que la
protéine kinase A. La protéine kinase A activée plasphoryler différentes protéines
transmembranaires et intracellulaires, dont legsépmes scramblases (Darszon, Acevedo et
al. 2006; Vadnais, Galantino-Homer et al. 2007). phosphorylation des protéines
« Scramblase » par la PKA va induire I'external@matdes phosphatidyléthanolamines et

phosphatidylsérines du feuillet interne vers ldlfeiuexterne de la bicouche lipidique.

3. Les lipoprotéines présents au niveau du tractus iggrfemelle induisent un

efflux de cholestérol

L’efflux de cholestérol constitue une autre étageeatielle dans l'initiation de la capacitation.
Les lipoprotéines présentes dans les liquidesctddires ou de I'oviducte (notamment
humains et bovins), plus spécifiguement les HDigl{hdensity lipoproteines) vont capturer le
cholestérol des membranes plasmiques des sperrigdgsz(Visconti, Ning et al. 1999)
L'efflux de cholestérol est aussi induit par dest@ines liant les lipides comme les protéines
de type « bovine séminal plasma » (BSP) présenteguantité abondante dans le plasma
séminal bovin et humain (Aanesen, Fried et al. 1886reau, Frank et al. 1999; Manjunath
and Therien 2002). Des études realisées chez Mashanontrent que les protéines BSP
pourraient étre associées a des HDL du liquidéctddire et donc avoir un effet synergique
dans la capacitation (Therien, Bousquet et al. A0&ctivation d’'un transporteur de stérol,
ressemblant au scavenger receptor de type 1, SKBesch, Brouwers et al. 200Et
l'activation d’'une sphingomyélinase seraient egalemimpliquées dans cet efflux de

cholestérol (van Gestel, Brewis et al. 2005) .
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L'efflux de cholestérol induit une augmentation e fluidité membranaire (Vadnais,
Galantino-Homer et al. 2007) et permet la diffudatérale du cholestérol restant (Travis and
Kopf 2002). Ce dernier se retrouve concentré umugrég dans la zone apicale ou partie
antérieure de la téte du spermatozoide lors dapaditation (Flesch, Brouwers et al. 2001).
C’est également dans cette zone que I'on obserggerie de I'asymétrie des phospholipides
due a leur réorganisation (Flesch, Brouwers €G01).
A I'heure actuelle, il est difficile de savoir si téorganisation des phospholipides est due a la
perte du cholestérol ou si la perte de cholesgsbtiue a la réorganisation des phospholipides
induite par 'augmentation de bicarbonate. En efi@férentes études montrent que la perte
du cholestérol provoque une interaction entre é&&®alines-1 et les protéines de translocation
de phospholipides appelées scramblases, ce quuitandeur activation et au passage des
phospholipides d’'un feuillet a un autre (« flipflo ou scramble) (Flesch, Brouwers et al.
2001; Travis and Kopf 2002). D’autres études mantpie le bicarbonate présent a forte
concentration dans un milieu capacitant induit traaslocation de phosphatidylcholine et de
sphingolipides du feuillet externe au feuillet imie via I'activation des scramblases (Flesch,
Brouwers et al. 2001; de Vries, Wiedmer et al. 20B03della, Tsai et al. 2008). Et que le
réarrangement de la bicouche lipidigue par lesnsolases, permet une relocalisation du
cholestérol au niveau de la partie apicale detla d& spermatozoide. La relocalisation du
cholestérol semble nécessaire a son éliminationlgzsalaccepteurs de cholestérol tels que
I'albumine, I'héparine ou le glycoaminoglycane (GA@gure 18).
La capacitation est également associée a 'augiti@mide la méthylation des phospholipides
et a lorigine d'une synthése accrue de phosphiatidyine a partir de phosphatidyl

éthanolamine (Stojanoff, Bourne et al. 1988).

Les changements de propriétés de la membrane pjasmdans la zone antérieure de la téte
du spermatozoide vont ainsi affecter directememnedisstribution de protéines notamment de
la cavéoline-1 (Flesch, Brouwers et al. 206i.Ye la flotilline- 1 (van Gestel, Brewis et al.
2005) suite a la modification de structure des pid§ rafts », ce qui favoriserait alors
I'interaction de molécules de signalisation. llstf@ussi apparaitre des zones membranaires
fusiogenes et permettent I'externalisation de rémep spermatiques susceptibles d’'intervenir
dans la liaison primaire avec la zone pellucidd’oeocyte. lIs sont aussi responsables de
modifications de l'activité des canaux ioniquesdéchangeurs d’'ions augmentant ainsi la
perméabilité de la membrane aux ions dont les moarbonates et calciques. Toutes ces
étapes sont indispensables a I'hyperactivatiorsit@ine du spermatozoide et a la réalisation

de la réaction acrosomique.
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Figure 18 : Modeéle des voies signalisations demtadification de la composition lipidique membraeaiors de la

capacitation des spermatozoides de mammifére {kl8souwers et al. 2001). En absence de niveawéglde bicarbonate
(c'est-a-dire dans I'épididyme ou le fluide sénirdlde lipoprotéines la réorganisation des phadgmbtes « scrambling »
est bloguée. Le cholestérol est localisé au nivepical et équatorial de la membrane plasmique dé¢éta des
spermatozoides et les cavéolines-1 sont a I'extédes « lipids rafts ». En présence de niveauwxéélale bicarbonate
soluble et de lipoprotéines, I'échangeul/ EICO; va s’activer et induire une augmentation intradelte de bicarbonate.
Le bicarbonate va activer lI'adénylate cyclase. ti¥adion de l'adénylate cyclase par le bicarbonatitie la voie

AMP//PKA aboutissant a la phosphorylation des protéimesnbranaire (Cheng et al., 2000). Cette voie conau
I'activation des scramblases, localisées au nie@écal de la membrane plasmique de la téte desnspezoides (Gadella
and Harrison 2000) par lintermédiaire d'une voiecoge peu claire. L'activation de la scramblase imduire

I'externalisation des phosphatidyléthanolaminepledsphatidylsérines du feuillet interne vers leilleuexterne de la
bicouche lipidique. Ce réarrangement des phosphbebpcoincide avec la relocalisation du cholest@al les SRB-1
(Scavenger Receptor de type 1) au niveau de lgepicale de la téte du spermatozoide (FieldirgFelding 2000), son

efflux par les lipoprotéines et la redistributiom jgrotéines des « lipids rafts » notamment devaame-1.

[I.  Modifications ioniques lors de la capacitation

Les spermatozoides non-capacités présentent umtairhe (pHi) d’environ 6.6 et un
potentiel de membrane de - 35 a - 45 mV(Arnoulizd€a et al. 1999). Durant la capacitation
des modifications des concentrations intracellafides ions K HCO;, Na" et CI, vont
induire I'hyperpolarisation de la membrane plasmiqune augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium et une augmentation Hurgerne (Figurel9).
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Les modifications ioniques :

- Lentrée de bicarbonate par des échangelifslCD; et N&/HCOs va entrainer une
augmentation du pHie 0.4 unité environ (Zeng, Oberdorf et al. 1996).

- L’hyperpolarisation de la membramgassant de -35/45 mV a -80 mV (Arnoult, Kazam
et al. 1999) est en partie due a un efflux de patas K par les canaux potassiques de
type Kir qui s’activent par une élévation du pHiafzon, Acevedo et al. 2006).
L’hyperpolarisation de la membrane est aussi dliaugmentation intracellulaire de
HCOs par I'échangeur N2HCOs et I'inactivation du canal sodique épithélial ENaC
L’hyperpolarisation de la membrane et 'augmentatio pHi permettent aux canaux
calciques dépendants du voltage présents sur labraem plasmique de passer d’un
état inactivé a un état activable (Arnoult, Kazamalel1999).

- Augmentation de la concentration calcique intragiglire de 70 nM a 250 nNFraser
1987; Baldi, Casano et al. 1991; Marin-BriggilemrZalez-Echeverria et al. 2003) :
L’élévation de C&' cytoplasmiqueest produite par I'activation des canaux CNG par
I’AMPc (produit par l'activation de I'adénylate dgase activée par le bicarbonate), par
des pompes calcium ATPasiques et des échangeiif€&RiaDasGupta, Mills et al.
1993; Yanagimachi 1994, Visconti, Bailey et al. 899agannathan, Publicover et al.
2002; Visconti, Westbrook et al. 2002).
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Figure 19: Modifications
ioniques lors de la capacitation
des spermatozoides de
mammiféres. (schéma modifié
de (Darszon, Beltran et al.
2001)

2

membrane | ?_ | (H* efflux . ?
[reorganization] - &HCOQ influx pHit || =

P Ser, Thr and Tyr
m phosphorylatlon

30



Introduction

lll.  L’hyperactivation flagellaire.

Les spermatozoides de mammiferes présentent deeaux physiologiques de mobilité : une
mobilité dite « symétrique » qui est intrinsequeire dite « asymétrique » qui est acquise lors
de la maturation des spermatozoides.

Lors de l'éjaculat, les spermatozoides présenter@ mobilité symeétrique. Cette
mobilité est caractérisée par une faible amplitdedenouvement et une trajectoire rectiligne.
(Turner 2003; Turner 2006)

La capacitation va permettre aux spermatozoidasqdeérir la mobilité asymétrique
appelée aussi hypéractivation flagellaire (Ho amchr& 2001). Cette hypéractivation va
permettre aux spermatozoides de traverser le csnaaphorus, la zone pellucide (membrane
de glycoprotéines qui entoure l'ovocyte), et aifé&tonder I'ovocyte. Cette mobilité est
caractérisée par une augmentation du battemerdlliag, une augmentation de I'amplitude

du mouvement et une trajectoire dite curvilinééirigure 20).

Figure 20: Photo des trajectoires des tétes de
spermatozoides de souris établis par un appareil de
mesure de la mobilité spermatique (CASA). A)

Spermatozoides immatures présentant une mobilité
symétrique  caractérisée par une trajectoire
rectilinéaire. B) Spermatozoides matures présentant

une mobilité asymétrique caractérisée par une

trajectoire curvilinéaire.

1. Mécanisme moléculaire de la mobilité spermatiquengtrique

Le mouvement flagellaire est créé par linteractioyclique des bras de dynéines
ATPasiques avec les microtubuleB. Cette interaction génére un phénoméne de
« glissement » des microtubules entre eux. La géioér de ce glissement microtubulaire
nécessite la phosphorylation et la déphosphorylalies bras de dynéines ATPasique (Inaba
2003; Turner 2006). Aprés phosphorylation par latgine kinase PKA, la dynéine
ATPasique est activée. Elle va alors pouvoir hygret I'ATP, I'énergie qui en résulte va
permettre le glissement des bras de dynéine d’enotnibule a I'autre. La dynéine sera par la
suite inactiveée par déphosphorylation par l'actaun complexe calmoduline-calcineurine

phosphatase ou des sérines/thréonine phosphatasame les bras de dynéines interagissent

31



Introduction
toujours avec les mémes microtubules adjacents, actevation et une inactivation
asynchrone des bras de dynéines le long de I'axensonmt nécessaires pour générer le

mouvement flagellaire symétrique (Figure 21).

A

Ns 33

b P 4

r‘“-GMDA
l'egl

Figure 21 : Représentation schématique simplifi@entEcanisme moléculaire de la mobilité spermatique

générée par le glissement des microtubules enkeRaur simplifier la figure, seulement 2 des 9 ldets de
microtubules externes (OMDA) sont représentés. dieepcentrale de microtubules n'est pas montréaq@h
symbole représente les bras de dynéine ATPasigyeAcun bras de dynéine ATPasique n’est activ8, le
doublets de microtubules restent droits, il n'yas ple mouvement flagellaire. (B) Le premier brasigieéine
ATPasique (1) a interagi avec son doublet de mitndes adjacents. (C) Le premier bras de dynéine
ATPasique a hydrolysé de I'ATP et généré une fateeglissement des microtubules adjacents (grandes
fleches), qui se traduit par une flexion de la thiespermatozoide. Le deuxiéme bras de dynéine gidiaa
interagi avec son doublet de microtubules adjacébisLe premier bras de dynéine ATPasique a réadn
doublet de microtubules adjacents et revient a asitipn initiale, tandis que le second bras de thmé
ATPasique hydrolyse de I'ATP et génére une forcayltsement des microtubules adjacents. Il en redal
propagation de la flexion du flagelle. (E) La flewidu flagelle se propage le long de I'axonémeadiéte du
spermatozoide vers la partie terminale du flag€lktte coordination des bras de dynéine aboutit laattement

flagellaire symétrique. (Turner 2003; Turner 2006)

2. Voies de signalisation de régulation de la mobilggermatique symétrique

A I'heure actuelle deux voies principales de sligation de régulation de la mobilité
spermatique symétrique ont été décrites : une coigrdlée par la cascade de signalisation
AMPCc/PKA et une voie contrélée par la cascade geadisation CamK/Calcineurine (Suarez
1987; Suarez and Osman 1987; Suarez, Vincenti. 4198l7; Lindemann and Kanous 1989;
Brokaw 1991; Visconti, Johnson et al. 1997; Ho, sk et al. 2002). D'autres cascades de

signalisation sont également susceptibles de jdesrrbles. Une cascade de signalisation
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médiée par les protéines G a été récemment dégfitesch, Habermann et al. 1993;
Nakamura, Fujita et al. 1999; Fujita, Nakamura le2800; Carr, Fujita et al. 2001) ainsi
gu’'une voie de régulation de la mobilité du a ladification du pH (Yanagimachi 1994).

Toutefois, il y a eu relativement peu d'étudescesrdernieres voies de signalisation.

3. Voie de signalisation AMEPKA

La mobilité des spermatozoides est, au moins etepaitiée et maintenue par la
phosphorylation et la déphosphorylation des bradyaeines via I'activité de la PKA, elle-
méme régulée par la concentration d’AM®isconti, Johnson et al. 1997). L'AMRest
produit a partir d'ATP par l'adénylate cyclase (sAC SACY). L'activation de I'adénylate
cyclase par le bicarbonate initie la voie AYFKA aboutissant a la phosphorylation des bras
de dynéines ATPasique (Visconti, Johnson et al719% balance entre la phosphorylation et
la déphosphorylation des bras de dynéines ATPasqtieeégulée par des seérines/thréonine
phosphatase (Figure 22). Une autre famille de presekinases est importante dans cette
cascade de phosphorylation : les protéines kinasemhge AKAP. AKAP est une famille de
protéines kinase qui est ancrée dans la gaineuBbrdFS) du flagelle. Trois protéines
d’ancrage sont majoritairement présentes au nideda gaine fibreuse AKAP 4, AKAP 3 et
TAKAP-80. Les AKAP vont recruter les PKA qui ortééctivées par ’AME au niveau des
bras de dynéines ATPasiques. (Miki, Willis et @02; Turner 2006). Les protéines AKAP
vont permettre une régulation géospatiale de laaches de phosphorylation PKA/tyrosine
kinase au niveau du flagelle. Il en résulte unévattbn géospatiale des dynéines ATPasiques

qui permet le glissement des microtubules.

HCO;4
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HCO, Figure 22 : Représentation schématique de la

ATP/\ voie de signalisation AMAPKA qui régule la

AKAP
cAMP L)- PK-A f\KAFt’_-mediafed mobilité spermatique des mammiféres (Turner
argeting
/ \ to FS 2006)
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4. \Voie de signalisation Calmoduline/CamK/Calcineugrdépendante du calcium

La mobilit¢ des spermatozoides est, aussi réegulée lp phosphorylation et la
déphosphorylation des bras de dynéines induite far voie de signalisation
Calmoduline/CamK/Calcineurine.

La calmoduline est une protéine monomérique de 148 acides amindgyitaire, capable
d’interagir avec les ions Eaprésents dans le milieu cellulaire. Cette liaisnduit un
changement conformationnel de la protéine, permietiansi la formation d’'un complexe
calmoduline/calcium. Ce complexe permet l'activatpar changement de conformation de
nombreuses protéines.

En présence de calcium, la calmoduline située \aanide I'axonéme va former un complexe
calmoduline/calcium/bras externes de dynéines aeani du domaine LC8 de la dynéine. Le
complexe va alors activer la cascade de phosphinylde la calmoduline kinase CamK, qui
a son tour va phosphoryler les bras de dynéinesaéifiBe situés dans son environnement
immédiat (Visconti, Johnson et al. 1997). La batarentre la phosphorylation et la
déphosphorylation des bras de dynéines ATPasiqeeségulée par des phosphatases
particuliéres : les calcineurines. Cette cascadesig@alisation CamkK/Calcineurine va
permettre de contrdler la mobilité spermatique FeR23).

Ca

Transmembrane
channel

Figure 23 : Représentation schématique de la wie d

i Ca
ﬁ signalisation Calmoduline/CamK/Calcineurine qui
régule la mobilité spermatique des mammiferes
Internal
Stores (Turner 2006)

¢

\
\

Motility
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C’est la synergie entre les deux voies de sigrtaissAMP,/PKA et CamK/Calcineurine qui
va permettre la mise en place de la mobilité spegma L'absence de la cascade de
signalisation induite par la calmoduline peut &wmmpensée par la voie de signalisation
AMPJ/PKA. Par contre, la cascade de signalisation tedo@r la calmoduline ne suffit pas a
la mise en place de la mobilité spermatique. Eeteliés spermatozoides de souris présentant
linvalidation du gene de l'adénylate cyclase sdduipremier effecteur de la voie AMPKA
sont immobiles (Wu, Ribar et al. 2000; Ignotz angu®z 2005; Marin-Briggiler, Jha et al.
2005).

5. Mécanisme moléculaire de I'hyperactivité flagellair

La capacitation va permettre aux spermatozoidasqdeérir la mobilité asymétrique
appelée aussi hyperactivation flagellaire. Cettéitité est caractérisée par une augmentation
du battement flagellaire, une augmentation de llgoge du mouvement et une trajectoire
curvilinéaire. Le mécanisme d’activation de I'hypetivité flagellaire n’est pas complétement
connu. On sait seulement que 'augmentation intidage de HCQ, C&*, d’AMP. lors de

la capacitation est indispensable a I'hyperactifiégellaire.

CatSper 1-4

N 3

Sperm Na O heterotetramer channel
Membrane

Figure 24 Représentation hypothétique du mécanisme deatgulde I'hyperactivité flagellaire induite lors

de la capacitation (Navarro, Kirichok et al. 2008).
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L’augmentation intracellulaire de bicarbonate Ides la capacitation va activer I'adénylate
cyclase permettant ainsi la production dAMB’AMP . de maniére directe ou indirecte va
activer un échangeur N&*(NHX), ce qui permet alors une augmentation du ptérne.
L’augmentation du pH interne va activer les canpotassigues appelés KSper (ou Slo3).
L’activation de KSper va permettre I'hyperpolariesat de la membrane plasmique du
spermatozoide. L’augmentation du pH interne etgérpolarisation de la membrane induite
par KSper vont permettre l'activation d’'une famillee canaux dépendants du voltage :
CatSper, situés au niveau de la piece principalspdumatozoide. L’activation des canaux
CatSper va induire une forte augmentation intratabe de calcium (Figure 24). La
modification de la balance de calcium intracellgar les canaux CatSper va permettre aux

spermatozoides d’acquérir la mobilité asymétrigaste-dire I'hyperactivation flagellaire.

L’invalidation d’'un des 4 génes de CatSper (CatIpet, 3 ou 4) chez la souris male induit
une immobilité flagellaire et une infertilité (ReNavarro et al. 2001; Avidan, Tamary et al.
2003; Carlson, Westenbroek et al. 2003; LobleyyrBieet al. 2003; Carlson, Quill et al.
2005; Qi, Moran et al. 2007; Navarro, Kirichok e€t2008; Carlson, Burnett et al. 2009).

A I'heure actuelle, on connait seulement deux valessignalisation qui pourraient étre
régulées par la modification de la balance de waici la voie de phosphorylation par les

Camk et la voie de la glycolyse.

- L'implication de la voie de phosphorylation par [@amk a tout d'abord été montrée
par I'étude de Brokaw and Nagayama 1985. Cetteeétudntre que l'addition de
calmoduline sur des spermatozoides sans membraresmigue induit
'hypéractivation flagellaire. De plus, I'expositiod’inhibiteur des Calmodulines tel
que le W7et calmidazolium (CZ) sur de spermatozoides hypiésachange la
caractéristique de leur mobilité. lls réacquienemé mobilité symétrique. Cette perte
de mobilité asymétrique est corrélée avec une ditidn de phosphorylation des
protéines spermatiques (Tash and Means 1987; SiCdds-Clarke 2000); Tash,
Krinks et al. 1988).

- La régulation de la voie glycolyse par la modificatde la balance de calcium a été
mise en évidence tout d’abord par le fait intéressgae les spermatozoides CatSperl
" montraient un taux faible d'ATP par rapport augrspatozoides Wt et ensuite par le

fait que spermatozoides CatSpéfl ne montraient aucune production de NADH,
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produit intermédiaire de la voie de la glycolyséaXReigada et al. 2007; Navarro,
Kirichok et al. 2008).

Nous l'avons vu, la capacitation est une étape driration des spermatozoides lors
de leur ascension dans le tractus génital femdllest une série de modifications
physiologiques, intracellulaires ou membranaireslgjupermettront de féconder I'ovocyte.
Ces changements s’accompagnent de signaux etvadtoti des voies de transduction
intracellulaires. Cette étape lui permet de sevieoulans un état compatible, afin de pouvoir
traverser 'oviducte et d’étre capable d’interaaec la zone pellucide. Lorsqu’ils rentrent en
contact avec la zone pellucide, les spermatozaidbssent une modification physiologique
ultime la Réaction Acrosomique (RA). La RA corresgoa I'exocytose de la vésicule de
sécrétion (I'acrosome) située au niveau de la détespermatozoide. Les gameétes males ne
seront ensuite plus la cible de modifications, npaigiciperont a la transformation profonde

de I'ovocyte et a la création d’un nouvel individu.
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Chapitre 3: La réaction acrosomique

Les spermatozoides de mammiferes contiennent whe \&&sicule de sécrétion, ou acrosome,
située sur la partie antérieure de la téte. Leesantde cette vésicule de sécrétion est libéré
lors du contact du spermatozoide avec la zone @@Huqui entoure I'ovocyte (Figure 25).
Cette exocytose de la vésicule de sécrétion estusosous le nom de réaction acrosomique.
Les spermatozoides doivent effectuer la réactioosacique pour pouvoir en premier lieu se
lier & la zone pellucide (externalisation de prms8i nécessaires a la liaison du
spermatozoide), puis traverser la zone pellucideerdin fusionner avec la membrane
plasmique de l'ovocyte. Si l'exocytose est effeguématurément, les spermatozoides ne
peuvent plus se lier a la zone pellucide, travdeseone pellucide et donc féconder I'ovocyte.
La réaction acrosomique, premiere étape de la titam, est irréversible et indispensable
(Cummins, Fleming et al. 1986).

= Membrane .
A plasmigue _ooa Fusion entre |a
[ ¢ %, membrane
A __ Membrane ) plasmigue et la
~ acrosomale membrane

acrosomal sous-
Jacente

Py

|17 Centriole
Figure 25 : La réaction acrosomique. La vésiculsélétion située au niveau de la téte du speria®za

se désagréger et permettre le relachement des emzggsponsables de la digestion localisée de la zon
pellucide de I'ovocyte. Cette réaction nécessitealaium provenant de I'extérieur de la celluleles stocks
calciques internes. La photo montre, en Microscogliectronique, la désagrégation de la membrane

acrosomiale (D’aprées Biologie du Développementl{&il) ed De Boeck Université).

|. Liaison des spermatozoides a la zone pellucide

La structure de la ZP a été étudiée surtout cheauas et le porc, des espéces qui permettent
la récupération de beaucoup de matériel a faible. ddalheureusement chez 'Homme son
étude est rendue trés difficile par le peu de n&tdrsponible qui ne peut étre que de la ZP

provenant d’'ovocytes récupérés apres un écheccdadétionin vitro, avec le consentement
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des patients. La souris a donc été le modéle ¢giéldepuis le début des années 80. La zone
pellucide constitue une matrice extracellulaird’deocyte. Il s’agit d’une structure épaisse et
complexe entourant I'ovocyté&lle intervient lors de I'interaction gamétique établissant
une barriére d’espece, évitant ainsi des fécondati®térospécifiques. Son maillage (Figure
26) est composé de 3 glycoprotéines ZP1, ZP2 et ZP3 et ZP3 s’associent pour former
des filaments réunis par des ponts de ZP1 (GredeVdassarman 1985; Wassarman and
Mortillo 1991). L’épaisseur de la zone pellucidé msrmalement de 12 um. ZP1, ZP2 et ZP3
sont des glycoprotéines qui sont constituées dalmaepente polypeptidique et glycosylées de
facon hétérogene par des oligosaccharides de ggmagine (N) et sérine-thréonine (O). La
zone pellucide joue trois roles principaux pendanfécondation : elle empéche le brassage

inter-espece, elle lie le spermatozoide et décketachéaction acrosomique.

On connait depuis les années 80 le role de ZP3latsmuris. Cette protéine intervient dans la
fixation primaire du spermatozoide a la zone péalki¢Bleil and Wassarman 1980). Des trois
glycoprotéines constituant la ZP, seule ZP3, paeifa partir d’ovocytes de souris non
fécondés, est capable de lier les spermatozoideseqant leur acrosome intact (Bleil and
Wassarman 1980; Wassarman 1990). Cette capacitfiaiden est modifiée apres la

fécondation, car les ZP3 isolées a partir des zpeéiacides d’'ceufs féecondés perdent cette

propriété (Bleil and Wassarman 1980; Wassarman)1990

Figure 26 : La zone pellucide de I'ceuf. Image de
microscopie élétronique montrant I'accrochage d’un
spermatozoide au niveau de [I'enchevétrement

glycoprotéique qui constitue la zone pellucide.

Plusieurs observations indiquent que la charpeolgppptidique ne joue qu’un rbéle mineur
comme ligand du spermatozoide. En effet, chez laisol’aptitude de ZP3 a agin vitro
comme récepteur spermatique n'est pas altéréegsatethpératures élevées, des détergents,
des agents dénaturants ou par protéolyse par(El@man and Wassarman 1985). Les
récepteurs spermatiques de la zone pellucide pacifgjues d’'une espéce a l'autre, en effet

les préparations de ZP solubilisée d’un ovocytsaieis inhibent partiellement la fécondation
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in vitro des ceufs de hamster (Gwatkin and Williams 197 7htéraction spécifiqgue d’espéce
entre la ZP et son récepteur spermatique est umetent plutét médié par des sucres et
dépend de la nature des oligosaccharides de lB@®inactivation chimique ou enzymatique
des oligosaccharides des ZP (Litscher, Juntuneralet1995) inhibe la liaison des
spermatozoides a la ZP chez la souris. Des olighasades O-liée, isolés de ZP3 par
hydrolyse alcaline douce ou en conditions réduesriénhibent égalemem vitro la liaison
des spermatozoides a la ZP (Florman and Wassar®@h).1Des expériences de type
protéolyse partielle (Litscher and Wassarman 1986je mutagenése dirigée (Kinloch, Sakai
et al. 1995) indiquent que les oligosaccharidesemels a la liaison avec le récepteur
spermatique, sont localisés chez la souris sur desxcing résidus sérine Ser-332 et -334,
dans une région polypeptidique proche de I'extrém@itterminale. La liaison entre ZP3 et son
récepteur spermatique est un événement complexannhen jeu des récepteurs spermatiques
a fortes et basses affinités (Thaler and Card@®@6). Il existerait au moins 30 000 sites de
liaison a ZP3 par le spermatozoide de souris (Tladd Cardullo 1996). Deux douzaines de
protéines différentes ont été identifiees, maisuaacn’a été formellement reconnue comme
étant « Le » récepteur a ZP3 (Wassarman 1999).gBoumn tel nombre et une telle
variété (Wassarman 1999) ? Plusieurs hypothésest@atvancées :

- I'implication de différents types protéiques endbon des espéces.

- La participation pour une espéece donnée de plusigpes protéiques a la liaison de
ZP3, agissant de facon individuelle ou sous formeamplexe multiprotéique.

- L’existence de nombreuses protéines, ayant chagneeffinité différente pour ZP3,

et agissant de facon séquentielle.

Parmi les nombreux récepteurs spermatiques idémtifouvant jouer un rdle dans la liaison
avec ZP3, seule une minorité semble impliquée dangaction acrosomique (Wassarman
1999)(Figure 27) :

- La PB-galactosyltranferase (GalTase)est une protéine testiculaire insérée dans la
membrane plasmique recouvrant 'acrosome. Elleashble de se lier aux résidus N-
acetylglucosamine de ZP3 chez la souris (Shur 19@lpteraction entre la
B—galactosyltranferase et la ZP3 induit la réactiorosomique chez la souris (Gong,
Dubois et al. 1995). Les spermatozoides knock-auir pne isoforme de GalTase
présentent une diminution notable de la capacitabiser la réaction acrosomique en

présence de ZP3, de la capacité de pénétrer lapmtineide et une diminution notable
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du taux de fécondation (Lu and Shur 1997). L'existe de GalTase, ou de ses
isoformes chez ’'homme a I'heure actuelle n’a gascénfirmée. Des études montrent
gu’il s’agirait d’'unea-mannosidase qui jouerait un role similaire (Tulgi&kudlarek
et al. 1989; Brandelli, Miranda et al. 1996).
La protéine SP56 est une protéine de souris, qui est localisée au niveauade
membrane plasmique recouvrant 'acrosome. Cettigipmest aussi retrouvée chez le
rat et le singe (appelé AM67), mais pas chez I'hn@nhiinteraction entre SP56 et
ZP3 a été démontrée par des techniques de co-inpraoipitation (Cheng, Le et al.
1994; He, Yan et al. 2003)
La zonoadhésineest une protéine localisée au niveaux de la tétgpdrmatozoide de
souris, des isoformes de cette protéine ont étéuats chez les porcs, les bovins, les
lapins et les primates. Elle joue un réle dansidessdn du spermatozoide a la ZP
(Hardy and Garbers 1995; Herlyn and Zischler 2008).

GalTase
Motifs sushi Al
zonadheésine ZRK
EXT
Membrane plasmique

INT  Coprécipitation

Retrouyé chez la souris Surexpression augmente

Non présent chez | 'Homme la liaison Sp-ZP etla RA

localisée au niveau de la Knock-out diminue la fertilité

téte du spermatozoide
retrouvés chez les porcs,
les bovins, les lapins et
les primates

domaine catalytique
tyrosine kinase

AB inhibe la liaison sp-zp
localisation dorsale
ZP3 active | "activité kinase de ZRK

Figure 27 : Représentation schématique des réaspspermatiques impliqués dans la liaison avecolaeZ

pellucide.

La Zona Receptor Kinase (ZRK)a été initialement décrite chez la souris. C'est u
protéine de 95kDa qui présente une activité tpmsikinase. Elle va
s’autophosphoryler sur des résidus tyrosine enepoesde ZP3 (Leyton and Saling

1989; Leyton and Saling 1989). Son homologue hurhiai@ a été découvert a partir
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d’'un ADN complémentaire exprimé uniquement danshdhiles germinales males et
codant pour une protéine similaire a celle déaiitez la souris (Burks, Carballada et
al. 1995). Des anticorps dirigés contre le domaintracellulaire de ZRK
reconnaissent une protéine de 95 kDa chez I'hon@atie protéine humaine présente
une activité kinase quand elle est stimulée paZP8. Des peptides de synthése
correspondant au domaine extracellulaire de cettiipe humaine inhibent la liaison
entre spermatozoide et la ZP (Burks, Carballadd. #995). Enfin, l'induction de la
RA par ZP3 recombinante humaine (ZP3r) est assazid® phosphorylation des
résidus tyrosines de cette protéine de 95 kDa (Bre@layton et al. 1998). La
protéine ZRK humaine joue un réle dans le procedsustimulation acrosomique, car
les anticorps anti-ZRK inhibent la RA induite pd?3. Des études contradictoires on
émis un sérieux doute sur l'existence réelle depratéine Hu9 au niveau des
spermatozoides. lls ont montrés en se basant segleence génomique de la protéine
Hu 9 de I'équipe de Burk que cette séquence présere tres forte homologie avec
une protéine humaine la proto-oncogé&naer ((Bork 1996; Tsai and Silver 1996)).
Ces études contradictoires on ainsi établit quadééine Hu 9 n’existait pas. Aucune

étude depuis n'a été réalisée afin d’éclaircirecetintroverse.

ll. Laréaction acrosomique

L'étude de la réaction acrosomique par microscéfgetronique a permis l'identification des
différentes étapes de la réaction acrosomique (€ig8). Le contenu acrosomique devient

diffus ; succedent alors :

- De multiples points de fusion entre les membracessamique externes et plasmiques
au niveau de la région antérieure de la téte.

- Lavésiculisation de la membrane acrosomale.

- Et enfin I'exposition du contenu acrosomique etadenembrane acrosomique interne
(figure x) (Breitbart and Spungin 1997; Wassarm@@9l Tomes 2007).
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acrosome

resting swollen vesiculated

Figure 28 Photos de coupes sagittales de la téte de spmroidé de souris en microscopie électronique a
transmission représentant les étapes morphologideels réaction acrosomique. A gauche : le spempide
présente un acrosome intact. Au centre : stadeopeéde la réaction acrosomique, présence de nudttae
points de fusion entre les membranes acrosomales@s et externes. A droite I'exocytose de I'acnos est en

cours : la fusion des membranes a eu lieu, géndesnvésicules acrosomales (Tomes 2007).

lll.  Mécanisme moléculaire de la réaction acrosomique

L’exocytose de I'acrosome est un processus tragd@dgégomposé de plusieurs étapes. Les
protéines SNARESs jouent un réle primordial dangd®ytose de I'acrosomeglles constituent
des étiquettes qui permettent la reconnaissanceetteitet le déclenchement de la fusion

entre la vésicule acrosomale et la membrane plasg spermatozoide.

1. Les protéines SNAREsS

Les premiéres protéines SNAREs (« Soluble NSF A#awnt protein REceptors »)
identifiées furent celles de la famille des VAMP\(gsicle Associated Membrane Proteins »)
ou synaptobrévines découvertes dans les vésicuteptiques (Trimble, Cowan et al. 1988;
Baumert, Maycox et al. 1989), ensuite la famills #NAP-25 (« SyNaptosome-Associated
Protein of 25kD ») (Oyler, Higgins et al. 1989), lat syntaxine 1 trouvée associée a la
membrane plasmique des terminaisons synaptiqueha@l@enes de mammiféres avec les
canaux calciques (Bennett, Calakos et al. 1992phu3e1998, 25 SNAREs ont été trouvé
chez la levure, 36 chez 'hnomme et 54 chez AralBdgmssociées aux divers compartiments
cellulaires (Duman and Forte 2003; Weimbs, Lowle2@03; Hong 2005; Jahn and Scheller
2006).
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La famille des SNAREs est caractérisée par la pogsel’'un domaine SNARE de 60-70
acides aminés formant des heptades répétées adoptastructure en hélice. D'autre part, la
plupart des SNAREs présentent soit un domaine @Ght@t transmembranaire, soit des
résidus palmitoylés (cas de SNAP-25) ou encore «rgite » CAAX permettant leur
farnésylation et ainsi leur ancrage membranaireN&e, Sogaard et al. 1997).

Lorsque les SNAREs sont sous forme monomériques &lé sont pas structurées. C'est la
rencontre avec des partenaires définis (Rabs, NSFNAP et des facteurs d’arrimage) qui
permet I'association de leurs motifs en structimégcoidales trés stables (Fasshauer, Antonin
et al. 2002; Fasshauer 2003) formées de quatreekélifournies par les motifs SNARE de
chaque partenaire du complexe. Chaque complexequeplt types d’hélices : Qa, Qb, Qc et
R, qui définissent des familles de SNAREs tres enees (Bock, Matern et al. 2001; Hong
2005). Les SNAREs sont associées a des compartinspgtifiques. Elles participent a la
mise en place de cette compartimentation et a dalagon des échanges vésiculaires en
contrblant la fusion des vésicules avec leurs caotimpents cibles. L'association préférentielle
de certaines synaptobrévines avec des syntaxineséds, détermine la spécificité de la

fusion.

Les complexes SNAREs présents au niveau des meesheamosomiques et plasmiques du
spermatozoide sont constitués de quatre protéitesyntaxine 1, la SNAP-25 (25 kDa
synaptosome associated protéine), la synaptobrevilaesynaptotagmine VI (Figure 29).

La syntaxine | (35 kDa) est une protéine membranaire de typeotialisée essentiellement
dans la membrane plasmique. Elle comporte une méfeerminale orientée vers le
cytoplasme (résidus 1-120), contenant trois mdfifgincts en hélice, impliquée dans la
régulation de lI'assemblage du complexe SNARE (Benrigalakos et al. 1992; Walch-
Solimena, Blasi et al. 1995; Tomes, Michaut et28102; De Blas, Roggero et al. 2005;
Darios, Connell et al. 2007; Davletov, Connell et2807; Tomes 2007). Le motif qui assure
la liaison des deux partenaires (SNAP-25 et sytmmptine) est contenu dans une région plus
centrale (résidus 180-262) également structurée Hadlice Enfin, le segment
transmembranaire est trés proche de I'extrémitér@ihale, laissant quelques résidus dans le
milieu extracellulaire. La Syntaxine | est préseateniveau de la membrane plasmique dans
une conformation fermée avec sa région amino-tai@icytoplasmique repliée contre son

domaine central. C’est lintervention de protéimégulatrices et d'acides gras (Darios,
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Connell et al. 2007; Davletov, Connell et al. 20@0i lui permet l'acquisition d’une
conformation ouverte, permissive a la liaison dBNAP-25 et finalement la mise en place du

complexe (Figure 30).

La SNAP-25 (25 kDa) ne possede aucune région transmembraidiecest ancrée dans la
membrane plasmique par I'intermédiaire de la palyhéition des résidus cystéine localisés au
milieu de la chaine polypeptidique, et orientéesMer cytoplasme. La SNAP-25 renferme
deux motifs d'interaction avec les autres SNARESpasés par la boucle d’ancrage
palmitoylée (Oyler, Higgins et al. 1989; Walch-%udina, Blasi et al. 1995; Sutton, Fasshauer
et al. 1998; Tomes, Michaut et al. 2002; Dariosni@dl et al. 2007; Davletov, Connell et al.
2007; Tomes 2007).

La synaptobrévine (13 kDa) est une protéine membranaire des vésiadeséecrétion (Chin
and Goldman 1992). La partie N-terminale (résideB3)L est variable entre les différentes
isoformes, a la différence de la région centradsitus 33-96) impliquée dans la formation du
complexe SNARE. Le segment transmembranaire estligéca I'extrémité C-terminale.
(Chin and Goldman 1992; De Blas, Michaut et al.2Z0mes, Michaut et al. 2002; De Blas,
Roggero et al. 2005; Hong 2005; Tomes 2007).

La synaptotagmine VI est une protéine senseur de calcium. Elle estesiwéniveau de la
membrane de l'acrosome. Elle possede deux dom&2e$C2A et C2B) (Tomes 2007)
pouvant lier les lipides et le calcium, mais elleupégalement interagir avec le complexe
SNARE, les canaux calciques et la calmoduline (Gteap Hanson et al. 1995; De Blas,
Michaut et al. 2002; De Blas, Roggero et al. 20Dayies and Zamponi 2008). De part ces
nombreuses interactions, kBynaptotagmine permet de mettre en place une qtatef
fonctionnelle regroupant les acteurs indispensadldson déroulement de I'exocytose.

Au niveau du spermatozoide les facteurs de régulakii complexe SNARE sont la NSFyd’
SNAP et Rab3. Elles vont permettre d'une part baggion des protéines SNAREs en
configurationtrans active (Fasshauer, Antonin et al. 2002; Fassh20@8), et d’autre part le
recyclage des protéines SNARES aprées leur partioipa la fusion membranaire.

La NSF (N-ethylmaleimidesensitive facjastune protéine chaperone ATP dépendante. Elle
va permettre le recyclage des SNAREs apres larfusiembranaire. C’est un hexamere de

sous-unités identiques de 752 résidus (Block, Giicid. 1988; Whiteheart, Griff et al. 1993).
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Chaque sous-unité de NSF comporte 3 domaines :
- Un domaine N (N-terminal) qui assure les interati@ntre la NSF, les protéines
SNAPs et les protéines SNARES (Zhao, Slevin €2G07).

- Un domaine D1 qui lie I'ATP et catalyse son hydsayprocessus qui fournit 'énergie
pour la dissociation du complexe SNARE (Zhao, Sietial. 2007).

- Un domaine D2 (C-terminal) homologue a D1. Ce domnast capable de lier IATP
avec une affinité trés supérieure a D1, mais nglfblyse que tres lentement, voir pas
du tout. D2 assure I'hexamérisation de la NSF pelisable a son activité (Zhao,
Slevin et al. 2007).

L’ a-SNAP est une protéine solubl®SF adaptor proteins)le 1.8 kDa. C’est une protéine
adaptatrice permettant la liaison de la NSF auxépres SNAREs membranaires (Sollner,
Whiteheart et al. 1993; Whiteheart, Griff et al939Bock, Matern et al. 2001).

Les protéines Rab3sont des petites GTPases. Ce sont des protéinbaspulent entre deux
états : lié au GTP (actif)) et lié au GDP (inac{iBerial and McBride 2001). Elles sont
associées a la membrane grace a I'ajout d'acides ¢rs’agit de deux acides géranyliques
ajoutés par la géranylgéranyltransférase Il suxdésidus cystéine spécifiques de la partie
hypervariable de leur queue C-terminale. Cette fiuadion est essentielle a l'ancrage
membranaire, tandis que la partie hypervariable segcifique d’'un type de membrane
(Chavrier, Gorvel et al. 1991; Brennwald and Novi®93; Novick and Brennwald 1993).
Les Rabs (liées au GTP) permettent le recrutementadteurs d'arrimage (Gonzalez and
Scheller 1999; Pfeffer 1999; Waters and HughsorD2@@rial and McBride 2001; Tomes,
Michaut et al. 2002; Tomes 2007). Ces derniersraghent les membranes vésiculaires et les
membranes cibles, favorisant linteraction entre protéines SNAREs veésiculaires (v-
SNARES) et les protéines SNAREs de la membrane ¢isENARES) (De Blas, Michaut et
al. 2002; De Blas, Roggero et al. 2005; Tomes 2007)
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plasmalemma

Figure 29 : Représentation schématique du com@&&RE présent au niveau des membranes acrosomiques
et plasmiques du spermatozoide. Le complexe SNAREoemé par I'association des quatre héligede la
synaptobrevine, la syntaxine | et la SNAP-25. Laaptotagmine VI sert de senseur de calcium et e€lgul

« zippering » du complexe SNARE.

» Modele de fusion membranaire par les protéines SN&R

Un modeéle de fusion membranaire a découlé de Euek protéines SNAREs (Trimble,

Cowan et al. 1988; Baumert, Maycox et al. 1989;nChnd Goldman 1992; Sollner,

Whiteheart et al. 1993; Walch-Solimena, Blasi et1#195; Sutton, Fasshauer et al. 1998;
Pfeffer 1999; Duman and Forte 2003; Fasshauer 2063las, Roggero et al. 2005; Hong
2005; Jahn and Scheller 2006; Davletov, Connell.2007; Zhao, Slevin et al. 2007).

‘Closed’
syntaxin

‘Open'
syniaxin

YXRLKTRLCARRITILLACITLET
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TYTTITRRIIT ‘
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Plasma membrane

Figure 30 Représentation schématique de I'action des agites sur la syntaxine |. La syntaxine | se trouve
dans une conformation fermée avec sa région areimoitale cytoplasmique repliée contre son domaine
central Les Acides gras induisent un changement de comfitom de la syntaxine |, qui lui permet

I'acquisition d’'une conformation ouverte, permigs# la liaison de la SNAP-25 (Darios, Connellle2@07).
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Initialement, la syntaxine | se trouve dans unefamwonation fermée avec sa région amino-
terminale cytoplasmique repliée contre son domaeetral. L’intervention de protéines
régulatrices et d’acides gras favorise I'acquisititune conformation ouverte, permissive a la
liaison de la SNAP-25 (Figure 30).

L’assemblage du complexe SNARE débute dans leonmégN-terminales du faisceau et
progresse spontanément en fermeture éclair « digpevers les régions carboxy-terminales

transmembranaires (Hanson, Roth et al. 1997).

Plusieurs complexes SNAREs sont disposés en cartisterface entre la vésicule
acrosomique et la membrane plasmique. Les compl&¢ARE vont rapprocher la
membrane acrosomique vers la membrane plasmiquenmiuire un réarrangement des deux
bicouches opposées afin de former une seule bieowstire I'acrosome et le milieu
extracellulaire. Un pore de fusion s’ouvre aloreslaette bicouche, et son expansion rapide
va conduire a la vésiculisation de la membrane sacnique et a I'exposition du contenu

acrosomique et de la membrane acrosomique intérgerg 31).

Lorsque I'exocytose de la vésicule acrosomiquecestipléte, le complexe SNARE
dont 'assemblage débute en configuraticans (les protéines SNAREs sont ancrées dans
deux bicouches lipidiques différentes: la syntaxinet la SNAP-25 au niveau de la
membrane plasmique et la synaptobrevine et la $gtegmine au niveau de la membrane
acrososmique) se retrouve en configuratisr(tous les composants sont ancrés dans le méme
plan lipidique) (Jahn and Scheller 2006; Sudhof Rothman 2009).

Avant de réaliser la réaction acrosomique, lespteres SNARES présents au niveau

des membranes acrosomiques et plasmiques du speaitit sont en configuratioois
inactive (Tomes, Michaut et al. 2002; De Blas, Rergget al. 2005).
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Figure 31: Représentation du cycle de fonctionnemes protéines SNARES. Les trois hélioede la syntaxine
(en vert) et SNAP-25 (en rouge) (ancrées dans lmbrene plasmique) s’assemblent avec I'héticele la
synaptobrévine (en bleu) (ancrée dans la membraéseulaire). Les SNAREs sont alors complexées en
configurationtrans lache. L'arrivé de la synaptotagmine (protéineutégice) au niveau du complexe SNARE
induit un resserrage de la configuratitvans. Cela génére une force vers l'intérieur qui tire meembranes
ensemble, les forcant a fusionner. Lorsque la fusiceu lieu, la force disparait et les SNAREs $sougent
complexées en configuratidbis. Les protéines NSF et-SNAP vont dissocier le complexe, pour permettre un

nouveau cycle. Modifié de (Jahn and Scheller 2006)

2. La réaction acrosomique est contrblée par une sitisaion biphasique de

calcium

Comme toutes les exocytoses, la réaction acros@mesti sous le contréle d’'une
augmentation biphasique de la concentration cyius®len calcium. Dans le spermatozoide,

hY

le calcium nécessaire a cette réaction d'exocyfmewient de deux sources, du milieu
extracellulaire et du stock calcique interne (asnos). Les influx de calcium sont controlés
par des canaux calciques. La reconnaissance de pélP3les récepteurs spécifiques
spermatiques situés au niveau de la téte du spezoide est I'élément déclencheur de cette

signalisation calcique biphasique.
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La réaction acrosomique est rythmée par I'ouvertwecessive de différents canaux

calciques (Figure 32):

1) La fixation du spermatozoide sur la zone palle@rovoque 'ouverture d’'un canal
cationique peu sélectif qui entraine une dépoltiisale la membrane. La caractérisation de
ces canaux n’est pas encore réalisée. Cette digadian déclenche l'activation de canaux
calciques dépendants du voltage (Arnoult, Cardelloal. 1996) situés au niveau de la
membrane. Le canal calcique de type T joue unpiiaordial dans la signalisation calcique
du spermatozoide, car il est le premier canal a éttivé, son inhibition éteint toute
signalisation calcique ultérieure et bloque la tiéac acrosomique. Les propriétés
biophysiques et pharmacologiques de ces canaurrgerévélées differentes par rapport a
celles des cellules somatiques suggérant une di&ar®léculaire de ces canaux de type T
(Arnoult, Villaz et al. 1998) . Au laboratoire, anir de souris déficientes en différents types
de canaux calciques a bas seuil d’activation,étéamontré que ces canaux étaient de type
CaV3.2 (stamboulian, et al 2005, Escoffier et @D 2).

1) Courantcalcigue .
transitoire ZP3 2) Courant calcique soutenu

Bas-seuil ‘ TRPC2
Fusion
-
IP? C32+ 73 Ca2*
Real\.llﬂl‘t
Acrosomique

socC
Signal
activateur

IP3R
== IP3R =

Iy)
L g

Figure 32 : Représentation schématique de la ssgtimin calcique biphasique au cours de la réaction
acrosomique. Modifiée de (O'Toole, Arnoult et &00). La fixation de ZP3 provoque un influx traose de
C&" qui correspond & l'ouverture des canaux calcioqiégsendants du voltage de type T. L'augmentation
soutenue de la concentration calcique qui suitespond a I'ouverture du récepteur a I'lP3 puis cisaux
SOCs.
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2) Ensuite le récepteur a I'IP3 s’active et permne¢ libération massive de calcium a
partir de 'acrosome qui joue ici le role de staaicique intracellulaire joué habituellement

par le réticulum endoplasmique.

3) Cette libération de calcium déclenche l'activatide canaux SOCs sensibles au
niveau de remplissage des stocks calciques intléuets. Ces canaux sont situés au niveau
de la membrane plasmique et permettent une enésive de calcium a partir de I'extérieur
de la cellule. lls sont de types TRPC2 (Jungnidiiarrero et al. 2001)

L'influx transitoire de calcium qui correspond a |'ouverture des canaux calciques

dépendants du voltage de type T

- Va activer la protéine Rab3 (recrutement de fastélarrimage), permettant d’initier

l'arrimage de la vésicule acrosomique avec la mangbplasmique.

OAM
extracellular

calcium influx OAM ‘ ‘
O S oam (Q O l?J ¥ O
/ Rab3 —p i — ﬁ"”ﬁ
NSF/aSNAP intraacrosomal
calcium efflux
iPM

Figure 33: Représentation schématique du mécanmsoiéculaire de la réaction acrosomique. Avant déigér la

réaction acrosomique (a gauche), la synaptotagesnphosphorylée et les protéines SNARESs sont éegagdpns

la configuratiorcis. Toutes les protéines sont « inactives ». L’enttiéealcium extracellulaire permet I'activation
des protéines Rab3, NSFeiSNAP. Il en résulte la déphosphorylation de laagpgatagmine et la dissociation du
complexe SNARE (deuxieme a partir de la gauche).camplexe SNARE va ensuite se rassembler en une
configuration trans active (troisieme en partant de la gauche). Lexi@ewe influx calcique, provenant de
'acrosome, va permettre I'activation de la synagobine et le « zippering » du complexe SNARE (q&ate en
partant de la gauche). Le zippering des SNARE<veti@r une force d'invagination des membranes eumet la
formation des pores de fusion (a droite). La Syolagvine est représentée en vert, la syntaxineepsésentée en
rose (domaine Habc amino-terminale) et violettethf@NARE et domaine transmembranaire), la SNAPeR5
bleu. La synaptotagmine en bleu (domaine transmeamaire), en vert (domaine C2A) et en
jaune (domaine C2B). OAM, membrane externe acronfaM, membrane plasmique (De Blas, Roggero.et al
2005).

- Va aussi induire la dissociation des complexes SEH#&Rle la configuratiorcis
inactive par une déphosphorylation de la synapioiag et I'activation des protéines
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NSF eta-SNAP. L’apport d’énergie produit par les NSF-AT@asa permettre de

dissocier le complexe SNARE de sa forom

- Les complexes SNARESs vont étre alors libres deésair en configuratiotrans ce
qui va permettre l'irréversible arrimage de la meanb acrosomique externe a la

membrane plasmique. (Tomes 2007)

L’augmentation soutenue de la concentration calcigel qui suit correspond a I'ouverture
du récepteur a I'lP3 puis des canaux SOCs :
- Va activer la synaptotagminet permettre de déclencher les dernieres étapda de

fusion membranaire (figure 33).

3. La réaction acrosomique est également controlée pas messagers lipidiques

produits par les phospholipases

Les messagers lipidiques générés par les phospkeBp semblent servir comme co-
activateurs de la réaction acrosomique. Deux t@eesiessagers ont plus particulierement été
étudiés : les lysophospholipides et les acides gras

La premiére étude suggérant I'implication de lysmgiolipides comme messagers lipidiques
dans le contrble de la réaction acrosomique aéatiisée par Flemingt al 1981 Cette étude
montre que le prétraitement des spermatozoide®ll@ye avec des lysophospholipides, le
lysophosphatidylcholine (lysoPC) diminue le tempscdpacitation et abouti a une induction
rapide de la réaction acrosomique en présence elgqups mM de Ca". D'autres études ont
par la suite confirmé que les lysoPC déclenchaikntréaction acrosomique des
spermatozoides de hamster (Ohzu and YanagimacBi; 18&8os, Morales et al. 1993) et de
taureau (Parrish, Susko-Parrish et al. 1988; Rada@hFragio 1993).

Une autre preuve de I'implication des lysoPC dassnhécanismes de contréle de la réaction
acrosomique provient d’expériences dans lesqukdieivité des PLA a été bloquée, ce qui
se traduit par I'incapacité des spermatozoidesabiset la réaction acrosomique induite par
L’A23187 et une inhibition de la libération desdy&C dans le milieu extracellulaire. L'ajout
de lysoPC extracellulaire a permis de restaurezajaacité des spermatozoides de bélier a
réaliser la réaction acrosomique (Roldan and Frag88; Garde and Roldan 1996; Garde and
Roldan 2000) ou d’ hamster (LIanos, Morales e1883).

Il est intéressant de noter que tous les lysophagptles n'ont pas un réle activateur de la
réaction acrosomique. Ainsi, les lysoPC et lespymsphatidylinositol (lysoPl) sont capables
de déclencher la réaction acrosomique, alors gadysmphosphatidylsérines (lysoPS) n’en

52



Introduction
sont pas capables (Llanos, Morales et al. 1993jd®ohnd Fragio 1993 ). En faite, les lysoPS
semblent avoir un role inhibiteur de la réactiomoaomique dans certaines conditions
(Llanos, Morales et al. 1993).

Les premiers travaux suggérant I'implication deglex gras comme messagers lipidiques
dans le contréle de la réaction acrosomique ontéétiésés par Meizadt al. 1983. Cette étude

a permis de montrer que certains acides @iasnsaturés tels que I'acide oléique, l'acide
arachidonique et l'acide vaccénique induisaientkction acrosomique des spermatozoides
capacités de hamster (Meizel and Turner 1983). tBBauvétudes ont par la suite confirmé
'implication de l'acide arachidonique dans le adfg de la réaction acrosomique par des
expériences d’inhibition du métabolisme de I'aadachidonique (Meizel and Turner 1984;
Joyce, Nuzzo et al. 1987; Lax, Grossman et al. 1996s études ont permis de mettre en
évidence que, bien que I'acide arachidonique st molécule fusiogéne (Pollard, Burns et
al. 1988), il induirait la réaction acrosomique dgermatozoides de hamster par le biais de
ses dérivés métaboliques. En effet, la réactioasacnique induite par I'acide arachidonique
est partiellement ou voir totalement bloquée parifdibiteursdu métabolisme de l'acide
arachidonique tel que le Phenidone ou l'acide mydtoguaiaretique (Meizel and Turner
1984). Ces résultats devront étre réévalués, canikeaux d'acide arachidonique ou des
meétabolites générés par la voie métabolique n'‘astgié mesurés. Des études plus récentes
ont également montré que l'acide arachidoniquereshesure d'améliorer le pourcentage de
réaction acrosomique des spermatozoides de baligpense a 'A23187 (Roldan and Fragio
1993).

» Les phospholipases sont les générateurs des messagpidiques

spermatiques

Les phospholipases sont des enzymes hydrolysahaissns ester des phospholipides. Elles
générerent differents messagers lipidiques doraiosr sont impliqués dans la physiologie
spermatique comme la réaction acrosomique ou laliréditagellaire. Il existe quatre liaisons
ester dans un phospholipide, on distingue donaqalus enzymes selon leur site d’action sur
la molécule (Figure 34).

La phospholipase A enleve l'acide gras lié a la fonction alcool prireadu glyceérol, libérant
un acide gras et un lysophospholipide.

La phospholipase A enleve I'acide gras lié a la fonction alcool sedaire du glycérol,

libérant un acide gras et un lysophospholipide.
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La phospholipase Cintervient sur la fonction ester liant le glycéstlle phosphate, libérant
un diacyglycéride et un inositol triphosphate.
La phospholipase Dlyse la fonction ester entre la fonction acideptwsphate et I'alcool,

libérant un acide phosphatidique (PA) et un alcool.

ulPLA; [o
| # || Figure 34 : Répésentation schématique de
H—C—O—C— R1 I'hydrolyse de la phosphatidylcholine par
PLA;O les phospholipases;AA,, C et D. R1 et
H R2 sont les chaines longues d’acides gras,
H—C—0—C— Rz généralement saturées en R1 et non
o : saturées en R2 (Roldan and Shi 2007).
PLC HPLJ) | CH,
v

H—C o P—O—CH,CH;~N"—CH,
| |
H OH CH,
Au niveau des spermatozoides matures, on retrasvpHospholipases de type C (PLC), les

phospholipases de type D (PLD) et les phospholgpdsdype A (PLA,).

La phospholipase C,in vivo, catalysent I'hydrolyse du phosphatidylinositol dygbhate
membranaire (PH en diacyclglycérol (DAG) et inositol-1-4-5-tripbphate (1B). Il existe

plusieurs types de phospholipase C

La phospholipase @B; qui est activée par les récepteurs couplés atgipes G.

La phospholipase €-qui est activée par des récepteurs a activitsiye kinase.

La phospholipase G;qui est activée par 'R

La phospholipase G;qui est activée comme la phospholipasé @& I'lPs.

Comme tous les messagers secondaires, le DA@g{ptoduit par la PLC) sont rapidement
dégradés en métabolites inactifs au sein de laleelle DAG a plusieurs molécules cibles :
parmi les cibles connues, on retrouve la protéinade C, qui, comme la protéine kinase A
(PKA), phosphoryle spécifiguement des protéineslasirrésidus sérine et/ou thréonine ou
certains canaux de la famille des TRPC (Lucas, béthat al. 2003). La molécule cible de
I'lP 3 est un canal calcique, « le récepteur aMPON sait depuis 1990 que LiBt le DAG
sont impliqués dans la réaction acrosomique. Eat,dfirs de réactions acrosomiques induites

par lionophore calcigue A23187, les concentratiangacellulaires de DAG et d'¥P
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augmentent dans les spermatozoides de bélier ¢dajrRoldan et al. 1990; Roldan and
Murase 1994) ou de verrat (Vazquez and Roldan 19973 suite d'une stimulation d’'une
phospholipase C (Roldan and Murase 1994). Différgydes de phospholipases C pourraient
étre impliguées dans cette activité. L'étude mepée Tomeset al 1996 a démontré
'existence d’'une PLEL dans les spermatozoides de souris (Tomes, McMeistd. 1996),
soulignant également que I'activité de cette enzgtadt dépendante d’'une activité tyrosine
kinase. Une PL@1 a également été identifiée dans la région acrmp@es spermatozoides
de mammiferes (Walensky and Snyder 1995). L'étudméa par Heytens a montré la
présence d’'une phospholipase C : la PlaD niveau de la région équatoriale de la téte dans
les spermatozoides humains par immunohistochimigestern blot (Yoon, Jellerette et al.
2008; Heytens, Parrington et al. 2009). Cette pholgpase est impliguée dans les vagues
calciques indispensables a l'activation ovocyt@itarrington, Swann et al. 1996; Parrington,
Jones et al. 1999; Parrington, Jones et al. 200 &rs, Larman et al. 2002; Yoon, Jellerette
et al. 2008) et sa perte induit une infertilité mdme (Yoon, Jellerette et al. 2008; Heytens,
Parrington et al. 2009)

La phospholipase Dhydrolyse les phospholipides en libérant un apidesphatidique (PA)

et un alcool. L'implication de la phospholipase &nd la réaction acrosomique a été étudiee
par Garbiet al 2000 a l'aide de techniques d’imunohistochimiedetwestern blot. Cette
étude a permis de mettre en évidence la présenieeRI de type 1 au niveau de I'acrosome
des spermatozoides de bovins et I'activation delLlal par la protéine kinase C (PKC). Son
activation va lui permettre de se transloquer dersome vers la membrane acrosomique
externe (Garbi, Rubinstein et al. 2000). Sur laebde ces résultats, il a été supposé que la
PLD activée par la PKC serait transportée au nivkala membrane acrosomique externe, ou
I'enzyme active pourrait générer I'acide phospligtiel (PA) qui aidera a I'induction de la
réaction acrosomique. Aucun autre élément de prdava participation de la PLD dans des
événements sous-jacents la réaction acrosomiquEéefarésenté jusqu'a présent (Roldan and
Shi 2007).

Les phospholipases A (PLA;) sont des enzymes qui hydrolysent la liaison esg&s
phospholipides membranaires en posisor2,produisant ainsi des lysophospholipides et des
acides gras libres. Ce clivage des phospholipidea Eorigine de la synthése des médiateurs
lipidiques. Ces enzymes sont classées en troisgroupes selon leur localisation, leur poids
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moléculaire et leur sensibilité au calcium {gaécessaire a leur activité catalytique (Dennis
1997; Schaloske and Dennis 2006) :

Les PLA, C&* dépendantes cytosolique®(A,). Ce sont des enzymes de haut poids
moléculaire (85 kDa) nommées ainsi de par leur ligai@on principalement
cytosolique. Ce sous-groupe de RBLeomprend trois membres : IeBLA; a, B ety
également appelées respectiveméitA,- IVA, -IVB et -IVC (Brown, Chambers et
al. 2003).

Les PLA, C&" indépendantesRLA,). Elles comprennent uniqguement deux membres :
la iPLA2B (VIA) et la iPLAyy (VIB) (Bingham, Fijneman et al. 1999). Ce sont des

enzymes ayant un poids moléculaire de 85-88 KDa.

Les PLA, C&* dépendantes secrétéeBL(A,). Elles ont été initialement découvertes
dans les venins d’abeilles et de serpents (DavidsdnDennis 1990). CeBLA, sont
considérées comme myotoxiques et neurotoxiquesquelisleur administration
entraine une nécrose rapide des fibres muscula@geklettiques ainsi que des
dommages nerveux importants (Kini and Evans 1989z les mammiféres, les
sPLA, représentent le sous-groupe de RUA plus volumineux, comprenant dix
enzymes ou isoformes difféerente®LA,-IB, -lIA, -IIC, -1ID, -lIE, -1IF, -llI, -V, -X et
—XII. Le profil d’expression de ces différentes #Blvarie énormément d’'une cellule
a l'autre. Cependant, elles partagent certainescté@istiques communes soit un faible
poids moléculaire (14 a 19 kDa), un contenu impuréa ponts disulfures et le besoin
de C&" (concentration de l'ordre du millimolaire) pour usenir leur activité
catalytigue. Ces enzymes sont exprimées et emmmagash I'intérieur des cellules.
Suite a une activation appropriée de ces derniéessPLA, sont habituellement
sécrétées dans le milieu extracellulaire, mais @eunégalement rester dans des
vésicules cytoplasmiques ou étre associées aux raegwm de différents organelles
(Dennis 1997; Bingham, Fijneman et al. 1999).

Iy a, malheureusement, peu d'informations surrdée des PLA au niveau des

spermatozoides de mammiféres, mais certaines énédestes ont commencé a faire la

lumiére sur cette question.
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Les premieres études montrant I'implication desspholipases Adans le mécanisme de la
réaction acrosomique ont été faites a partir dhitburs des PLA Ces études montrent que le
traitement des spermatozoides de bélier (RoldarFeagio 1993 ; Garde and Roldan 1996),
d’hamster (Lui and Meizel 1979; Ono, R. Yanagimaehal. 1982 ; Llanos, Morales et al.
1993 ), de cochon d'Inde (Singleton and Killian 398t d’humain (Fry, Ghosh et al. 1992)
par des inhibiteurs de PLAels que le Rho 31-4493, la quinacrine dihydrodté le p-
bromophenacyl-bromide, le PBx et la mepacrine dimim le pourcentage de réaction

acrosomique qu’elle soit spontanée ou induite @&rophore calcique A23187.

La diminution du taux de réaction acrosomique pahibiteur de PLA peut étre restaurée
par I'addition de lysoPC et d’acide arachidoniqu&aifios, Morales et al. 1993; Garde and
Roldan 1996). Ces résultats fournissent des presoletes pour penser que les Blgeuvent
avoir un role essentiel dans le mécanisme de kiodaacrosomique. Une autre preuve de
limplication des phospholipases;Alans le mécanisme de la réaction acrosomique a été
établie par I'équipe de Riffo en 1996. Cette équgemontré que le traitement des
spermatozoides de hamster par un anticorps dingé&ecla phopholipase Asecrétée IB a
inhibé la réaction acrosomique spontanée (RiffoRadaga 1996).

Des efforts ont été ensuite principalement faitsla caractérisation biochimique des BLA
dans les spermatozoides de différentes especea. dté ainsi décrit la présence de
phospholipases Asecrétées IID, IIC, V, X et IIF au niveau des spaiozoides de souris par
la technique de Western Blot (Masuda, Murakami let2804), mais leurs fonctions
particulieres dans la réaction acrosomique redtieeare actuelle a étre déterminée. Aucune

PLA, n'a été aujourd’hui découverte au niveau des spermoides.

Il a aussi été deécrit la présence dBUA; de type VIA au niveau des spermatozoides de
souris par la technique de Western Blot (Bao, Mieal. 2004). Cettd?LA, semble jouer un
réle important dans la physiologie spermatique. dfiet des travaux effectués a partir
d’animaux, dont le géne de RLA, VIA a été invalidé montre que I'absence deILA, VIA
induit une diminution de la mobilité spermatique wte réduction notable du taux de
fécondation (Bao, Miller et al. 2004).

Les diverses études montrant I'implication des mgsss lipidiques et des phospholipases

dans le mécanisme de contrdle de la réaction atigse ont permis d’établir un modele de
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voie de régulation lipidique de la réaction acrospra chez la souris (Figure 35) (Baldi,
Luconi et al. 2000).

o |
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Figure 35 : Représentation schématique du contididique du mécanisme de la réaction acrosomige® d
spermatozoides de souris. (Modifier de (Baldi, lnia al. 2000).

L’interaction de ZP3, avec son récepteur spermatiguinduire son autophosphorylation qui
résulte en l'activation des protéines G. Les pr&gi G vont ainsi pouvoir activer les
phospholipases C. Les phospholipases C actives wmathlyser [I'hydrolyse du
phosphatidylinositol diphosphate membranaire {PéR diacyclglycérol (DAG) et inositol-1-
4-5-triphosphate (I§). L’augmentation intracellulaire du DAG va induifactivation de la
protéine kinase C qui résultent en la phosphoatie diverses protéines et induit la réaction
acrosomique. L’augmentation intracellulaire d'NR activer le récepteur a I'JRet permettre
une libération massive de calcium de I'acrosomeckstalcique). Les phospholipaseseA D
présentes au niveau du spermatozoide, vont éiv@estpar 'augmentation intracellulaire de

calcium et par les protéines G. Elles vont perradtrproduction de lysophospholipides et
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d’acide gras a partir des phospholipides membrasalres lysophospholipides et les acides

gras produits vont induire la réaction acrosomique.

Nous l'avons vu, la réaction acrosomique est finemégulée dans 'espace et le temps par
différents modes de régulation tels que le calcias protéines SNARES, les phospholipases,
les messagers lipidiques. A I'heure actuelle, tiessmécanismes de contréle de la réaction
acrosomique ne sont pas encore élucidés. Les spaoides qui ont réalisé leur réaction
acrosomique restent attachés a la ZP2 pour fadiite pénétration de la zone pellucide. La
pénétration de la ZP et la fusion avec I'ovocytetdacilitées par la mobilité spermatique et

l'interaction avec différents partenaires protégjue
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Chapitre 4 : Liaison et fusion des spermatozoides@l’ ovocyte

I. Pénétration de la zone pellucide

La fusion de la vésicule acrosomale permet le heldent d’'un grand nombre d’enzymes
hydrolytiques et protéolytiques responsables déidastion localisée de la zone pellucide de
'ovocyte : telles que I&-N-acétylglucosaminidase, la hyaluronidase, la phatase acide et
I'acrosine. Le réle des enzymes acrosomiques ldsénéest pas totalement connu. On sait que
la B-N-acétylglucosaminidase va intervenir dans lagédd la liaison entre le spermatozoide
et I'nétérodimére ZP2-ZP3 et que l'acrosine va rmmpcalement les pontages entre ZP1,
ZP2 et ZP3. La désagrégation de la membrane acralsowa permettre aussi la mise a nu de
protéines sous membranaires du spermatozoide flmgumasquées. Ces protéines sous
membranaires, telle que la protéine SP-10 en dnteEan contact avec des sites
complémentaires la zone pellucide permettrontdmsdin secondaire du spermatozoide a ZP2
et la pénétration de la zone pellucide. La périétrate la zone pellucide est facilitée par les
actions conjointes de la mobilité spermatique (Rdayarro et al. 2001) et d’hydrolyse

enzymatique (Wassarman and Litscher 2008).
lI.  Liaison et fusion des spermatozoides avec la memimgovocytaire

Apreés avoir traversé la zone pellucide et attéasipace péri-vitelline, le spermatozoide se
lie alors a la membrane plasmique ovocytaire awanivdes régions sous-équatoriales et
eéguatoriales de la téte et fusionne avec I'ovoewptposition tangentielle.

La fusion de la membrane acrosomique interne dunsgiezoide avec la membrane
plasmique ovocytaire est peu connue, on sait qufit intervenir différents partenaires
protéiques (Figure 36):

- Lafertiline B et la cyritestinesont des protéines transmembranaires spermatigees.
sont des hétérodiméres composées de deux sous-areté3. chacune de ces sous-
unités appartient a la famille des protéines ADABbntains A Disintegrin And
Metalloproteinase domain, c'est-a-dire des progéigai contiennent un domaine
désintegrine et métalloprotéases). La fertipnet la cyritestine sont capables de se lier
a des récepteurs de type intégrine situés au nigeda membrane ovocytairBes

tests d’inhibitions par des anticorps ont permis pteposerla fertilinef3 et la
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cyritestine comme les protéines indispensables a la liaisonlaetfusion du
spermatozoide a l'ovocyte (McLaughlin, Frayne et 2001). Des expériences
d’invalidation de géne ont montré que les soteisiline B 7 et cyritestine” (Cho,
Bunch et al. 1998; Cho, Ge et al. 2000; Nishim@iag et al. 2001présentaient une
diminution de fertilité.La fertiline3 et la cyritestine font parties des éléments cks d

la fusion des gametes

Des tests d’inhibitions ont permis de propd3etégrine a6fl comme le récepteur du
spermatozoide sur I'ovocyte (Almeida, Huovila etl®95). Mais, la situation est loin
d’étre aussi simple, caliverses intégrines sont exprimées a la surfad®decyte et
leur inhibition avec des anticorps ou des liganuiscHBiques inhibent la fécondation.
Des souris femelles invalidées pour les intégriokeda famillefl, incluant les sous-
unitésa2, o 3,a 5,a 6,a 9, a v, ainsi quexvp3 etavps, sont fertiles (Miller, Georges-
Labouesse et al. 2000; He, Brakebusch et al. 28@3n, Primakoff et al. 2004).
Toutes ces intégrines jouent un réle dans la fusies gameétes, mais ne sont pas

essentielles pour la fécondation. A I'heure actdellir réle reste a définir.

Des expériences de gene knock-out suggerent dusiten des gamétes de mammifére
dépend d'une interaction entre une protéine spégometet une protéine CD9 de
l'ovocyte. La protéine CD9 appartient a la famille des tétraspamines, elle es
constituée de quatre domaines transmembranaires laricles extra-cellulaires et de
deux petits domaines cytoplasmiques. La protéined,C&ituée au niveau de la
membrane plasmique ovocytaire, est associée aegrinesa61 et aux protéines
glycosylphosphatidyltinositol (GPl-anchored pro&inStein, Go et al. 2006). Les
souris femelles dépourvues de CD9 sont stérilegdtiti, Yamada et al. 2000), leurs
ovocytes ne permettent pas la fusion membranaiee & membrane acrosomique
interne des spermatozoides. La protéine CD9 paw@tra un élément clef de la fusion
des gametes (Miyado, Mekada et al. 2000; Miyadmn&@a et al. 2000).

Une nouvelle protéine spermatique a été identid@mme partenaire protéique de la
fusion gamétique, il s’agit d'une protéine membremappelée Izumg appartenant a
la superfamille des immunoglobulines. Elle est smge du spermatozoide et
comporte une petite région extracellulaire. Cepahdalinverse des autres membres
de la famille, celle-ci ne contient qu’'un seul domealg-like, dont on connait la
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capacité de relayer I'adhérence intercellulairgegtnettant un contact plus étroit avec
la membrane ovocytaire. Les souris males déepourdiesimo sont stériles, les
spermatozoides se lient a la membrane de |'ovosges pouvoir fusionner.
L'injection intracytoplasmique de spermatozoidasip ™ permet le développement
d’'un embryon. Les mécanismes impliqués dans |lafuse sont pas encore décryptés,
mais on peut imaginer qu’lzumo interagisse aveprtaéine CD9, directement ou en

collaboration avec d’autres protéines (Inoue, Ikatval. 2005).
Sperm

Figure 36 : Représentation schématique

des protéines impliguées dans la fusion

lzumo _ ) ) .
Receptor gamétique des mammifere (Rubinstein,

Ziyyat et al. 2006).

Tetraspanins |
Tetraspanin-enriched microdomain

Qocyte

Un autre partenaire protéique impliqué dans le miéoze de fusion du spermatozoide
avec l'ovocyte a été identifié : les phospholipages Les premiéres expériences
montrant leurs implications ont été réalisées fguipe de Fryet al en1992. Cette
eéquipe a montré que le prétraitement des spermaezdumains avec un inhibiteur
de phospholipases,Ale PGR, bloquaient leurs capacités de pénétrer les oesaye
hamster dé-pellucidés (Fry, Ghosh et al. 1992).uidés études ont par la suite
confirmé l'implication des phospholipases Mlans la fusion gamétique. En effet
I'étude de Riffoet al. 1997 a montré que le prétraitement de spermategdiumains
avec un anticorps dirigé contre la phopholipasesécrétée IB diminue fortement le
taux de fécondatiom vitro. La diminution du taux de fécondation par I'anticogbe
PLA, secrétée IB peut étre restaurée par lI'additiolydePC (Riffo and Parraga
1997). Un résultat similaire a été observé chezamster (Riffo and Parraga 1996).
Une autre preuve de l'implication des phospholipag&ns la fusion gamétique a été

faite par I'étude de Riffo et al 1999, en observieftet de I'un des produits de la
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réaction enzymatique des phospholipasgslés lysophosphatidylcholine (LPC), sur
la liaison des spermatozoides a des ovocytes péstizar le lysoPC (chez la souris).
Le prétraitemenin vitro des ovocytes par les LysoPC a dramatiquement autgnte
capacité des spermatozoides a se lier a I'ovo®ifo(and Nieto 1999). A I'heure
actuelle, on ne sait exactement quelles sont lespgftolipase A impliquées dans
l'interaction gamétique. L’étude de Babal 2004 nous donne un élément de réponse.
Cette étude a permis d'établir I'implication d’'upospholipase A: la ;PLA; VIA
dans l'interaction gamétique. En effet, cette étodmtre une diminution notable du
taux defécondationin vitro entre des ovocytePLA, VIA 7 et des spermatozoides
iPLA, VIA*™* (Bao, Miller et al. 2004). Un nombre importantRleA, sont présentent
au niveau du spermatozoide (Masuda, Murakami &0&}4), il reste a établir le réle
des autres PLAdans l'interaction gamétique, peut étre un méoamide redondance

ou compensatoire est a envisager.

La fusion de la membrane du spermatozoide aveodyte induit I'exocytose des granules
corticaux. Les composants des granules corticaunt vaodifier ZP2 et ZP3. Cette
modification de la zone pellucide va induire undalge lent de la polyspermie. L'ovocyte est

alors fécondée.
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La baisse de la fertilité masculine mondiale cagaidees décennies est devenue préoccupante.
Ainsi, un homme sur quinze est subfertile (Augeanstmann et al. 1995). Les principales
causes de l'infertilité masculine peuvent étre ntéggaen trois catégories : lagomalies de la
production des spermatozoidds causes génétiquéBscalier 2006; Dieterich, Soto Rifo et
al. 2007 ) affectant la qualité et/ou la quantiéécés derniers (Sherins 1995); ddsstructions
anatomiqueset les facteurs environementauSharpe and Skakkebaek 1993). Bien que
produits en nombre suffisant, les spermatozoides/que¢ étre immatures, présenter des
formes anormales ou étre incapables de se déptacerctement, caractéristiqgues qui les

priveront de leur capacité de féconder un ovocyte.

Les anomalies des spermatozoides, dues a des mpasblge production, de maturation des
spermatozoides et de transport, sont les causgduesommunes de l'infertilité masculine.

On en distingue quatre types :

- L'Oligospermie : elle correspond a une quantité insuffisante pgrsatozoides dans
le sperme. Normalement il y a au moins 20 milliaes spermatozoides par ml de
sperme. Il a été estimé qu’'un nombre inférieur anlllons/ml peut étre responsable

d'une infertilité (Grimes and Lopez 2007; PoongptGapenath et al. 2009).

- L'Azoospermie: le liquide spermatique ne contient aucun spernuéiz.

- L'Asthénospermie : elle correspond a un défaut de mobilité desmsptzoides qui
eprouvent des difficultés a se déplacer. Il y amadement au moins 40 % de
spermatozoides mobiles dans le sperme. En desseusedseuil, on parle
d'asthénospermie.

- La nécrospermie: elle est caractérisée par un pourcentage élevepdrmatozoides

morts (> 50 %). Elle est souvent due a des infastio
- La tératospermie : elle correspond a une quantité trop importamtesgkermatozoides

mal formés et témoigne de la présence d'un tauxrnalement élevé de

spermatozoides anormaux de l'ordre de moins de.50 %

67



Problématique
Bien que chacune de ces anomalies puisse exisparémdent, elles sont généralement

combinées. On parle alors@ATS (oligoasthénotératospermie).

Ces anomalies du spermogramme peuvent avoir desesadiverses (Jameson 1981;
Ceccarelli, Canale et al. 2008 ; Matsumoto, Hiresal. 2008 ; Matzuk and Lamb 2008 ;
Poongothai, Gopenath et al. 2009 ; Shefi, Kaplal.€1009; Shefi, Levron et al. 2009 )

- des maladies infectieusescertaines maladies infectieuses ou états inflamnesto
comme le virus des oreillons, peuvent conduire & infection des organes génitaux
ou entrainer une inflammation et une atrophie dsticules (Jameson 1981). Environ
25% des hommes ayant contracté les oreillons dpuépuberté deviennent infertiles
(Erpenbach 1991).

- des troubles endocriniens les troubles endocriniens ou hormonaux ne représent
gu'une faible part (environ 2%-5%) des cas d'ifli€rtmasculine. Une production
insuffisante des hormones contrblant la sécrétmnedtostérone et la production de
spermatozoides - I'normone folliculostimulante 'Borimone lutéinisante - sont les

problemes les plus courants.

- des problemes immunitaires :certains hommes produisent des anticorps dirigés
contre leurs propres spermatozoides conduisanteamutilité insuffisante de ces
derniers ou a des agglutinations (les spermatog@olat liés entre eux par la téte ou la

gueue et incapables de féconder).

- des maladies génétiques

o Le syndrome de Kilinfelter, anomalie chromosomiqqgej associe une
atrophie des testicules, une azoospermie (absem@permatozoides dans
I'éjaculat) et une gynécomastie (McLachlan, Madliét al. 1998 ; Paduch,
Bolyakov et al. 2009)}.

o Desmicro-délétions du chromosome &homalie des genes entrant dans la
fabrication des spermatozoides. Ces anomalies peusgsulter d'une
transmission filiale, ou d'un accident lors de I|&tedmination des
chromosomes de I'embryon. Elles pourraient conceis®o des causes
d'azoospermie (Edwards and Bishop 1997; McLaciNilidis et al. 1998 )
(Exemple : la mutation de I'Aurora kinase C AURKDidterich, Soto Rifo
et al. 2007 ; Harbuz, Zouari et al. 2009) ou la atiah C677T de la
méthylenetetrahydrofolate réductase MTHFR(Singhg®iet al. 2005)...)
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o0 Des Mutations de 'ADN mitochondria{®iez-Sanchez, Ruiz-Pesini et al.
2003; Diez-Sanchez, Ruiz-Pesini et al. 2003): al@m® des genes
mitochondriaux qui induisent une diminution de leoquction d’ATP,

indispensable a la mobilité spermatique.

Des facteurs liés a l'environnement (Sokol, Krafiale 2006) et au mode de vie peuvent
egalement affecter la qualité des spermatozoides.a3position a des composés chimiques
tels que les insecticides (Matzuk and Lamb 2008¢, consommation excessive d'alcool, une
consommation de tabac (Collodel, Capitani et aD90une exposition a des radiations
(Benoff, Jacob et al. 2000) et certains traitemantgcancereux peuvent inhiber la production
de spermatozoides, soit temporairement, soit di&@ment. Dans 30% a 40% des cas

d'infertilité masculine, l'origine du probléme m#expliquée.

Au cours des derniéres décennies, de grands progtésté accomplis dans le traitement de
l'infertilité masculine et le choix de traitemengstuellement disponibles comprend le
traitement médicamenteux, la chirurgie et les teples d'Assistance Médicale a la
Procréation (AMP), notamment l'insémination ari#ile, la fécondationin vitro et les
techniques de microinjection. Cependant, les pmgtans le traitement de linfertilité
masculine restent a I'heure actuelle encore inssdfit, car sur 60% des embryons qui
peuvent étre transfére, seulement 12.3 % des embgm développe in utéro (Donnée ABM,

France 2005 en FlYfumaine).

Si les causes de la baisse de la fertilitt mondsamblent étre essentiellement liées a
I'environnement (Benoff, Jacob et al. 2000; Sokokft et al. 2006 ) et au mode de vie
(Sharpe and Franks 2002), il est essentiel de camdpe tous les mécanismes qui régulent le
pouvoir fécondant du spermatozoide afin d’optimides techniques de procréations

meédicalements assistées.

Le développement de nouveaux axes de recherch&rimgntaux et théoriques, pour

identifier les mécanismes sous-jacents de l'idf@&tmasculine est indispensable.

L’équipe de Inoue a développé une nouvelle stratpgur identifier de nouveaux partenaires
qui régulent le pouvoir fécondant des spermatozoidieont découvert un nouveau partenaire
protéique « lzumo » impliqué dans la fusion desrapéozoides avec I'ovocyte (Inoue, Ikawa
et al. 2005) a partir d’'un anticorps, identifié @887 par I'équipe d’'Okabe, dont on ne

connaissait pas I'antigéne, mais dont on savait gst capable d’empécher la fécondation
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vitro (Okabe, Adachi et al. 1987). Leur stratégie atétd d’abord d'isoler I'antigene par
immunoblottinget d’identifier par spectrométrie de masse de icanps capable d’empécher
la fécondationin vitro. Ensuite d’'identifiee par clonage silico, a partir de cet antigene, la
protéine spermatique cible de I'anticorps. Cettmidee a été dénommée Izumo. Et enfin de
montrer I'implication d’lzumo dans la fusion desesmatozoides avec l'ovocyte avec
I'élaboration de souris Izumd. Les spermatozoides Izunio méme s'ils se lient a la

membrane de I'ceuf sont incapables de fusionner [aoxacyte.

Ces derniéres années, d’autres stratégies expdaldenont été mises en avant pour
comprendre la régulation de mécanismes physiolegiquL’explosion de [I'analyse
protéomique, le développement de techniques deratépa et d’analyse toujours plus
performantes et plus sensibles et I'émergence dweelle discipline : la vénomique (étude
du génome et du protéome des venins) ont permigveloppement de nouveaux axes de

recherche fondamentale.

Ainsi, la vénomique a permis de découvrir de nouxeautils pharmacologiques permettant :

- de mieux comprendre la mise en place de voie dealsgtion et les interactions
moléculaires :
* Un exemple est la découverte des toxines nicotesdMalany, Osaka et al. 2000)
qui ont permis de mieux comprendre la mise en pted’influx nerveux. Ces
toxines extraites de venin de serpent agissentasmnrembrane post-synaptique et

bloguent l'influx nerveux en se fixant sur le rétmp de I'acétylcholine.

- de mieux comprendre le réle physiologique de aestaanaux ioniques :

« A titre d’exemple, lw-conotoxine GVIA (Colledge, Hunsperger et al. 1992)
extraite du venin deConus geographusa permis de mettre en évidence
I'implication des canaux de type N (Cav2.2) darssveies nociceptives afférentes
(Reynolds, Wagner et al. 1986). chkconotoxine GVIA est probablement la
conotoxine la plus utilisée en neuroscience puisglesieurs centaines de
publications rapportent son utilisation comme oupharmacologique pour

I'inhibition de la transmission synaptique.
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- le traitement de certaines pathologies :
 Un exemple frappant est la création et le dévelomgmt d’'un médicament le
Captopril® a partir d’'une toxine de venin la Telet Elle a initialement été
extraite du venin du serpeBbtrops jararaca(Ondetti, Williams et al. 1971) et
s'est révélée efficace pour le traitement de I'hmgresion artérielle et les

insuffisances cardiaques.

- le développement de nouveaux outils de diagnostic :

« Comme par exemple le Protate Protat’ est un agent pharmaceutique extrait du
venin dAgkistrodon contortrix Il permet dactiver artificiellement une
glycoprotéine, la protéine C, qui a un double effieicoagulant (Marsh 2001). Le
test par le Protac permet de vérifier l'intégrité de cette protéinentddes
défaillances sont a I'origine d’un grand nombretflt®emboses (coagulation vivo

d’'une artere ou d’'une cavité vasculaire ou carddaqu

« Ou comme la Botrocéting extraite du venin de serpeBobtrops jararaca La
Botrocétine' est un puissant agrégant plaquettaire permettardidgnostic de
plusieurs maladies hémorragiques d'origine génétiglle que la maladie de Von
Willebrandt (Marsh 2001). Cette maladie est car&s®#é par le déficit en facteur
de von Willebrandt, indispensable a I'adhésionplaguettes sanguines.

C’est dans ce contexte, de développement de nesvetratégies expérimentales pour la
compréhension des mécanismes de régulation du pdéeondant du spermatozoide que se
situe ce travail de these.

L’objectif de mon travail de these est demprendre les voies de signalisations qui régulent

la physiologie spermatique a lI'aide de nouveawil®gwharmacologiques a partir de venins

d’animaux.

71






Méthodologie






Méthodologie

Les venins sont composés de plusieurs centain@soticules chimiques différentes. On 'y
retrouve essentiellement des peptides et des pestéimais aussi des enzymes telles que les
phospholipases, les phosphatases et les protéesmsi les dizaines, voire les centaines de
constituants d'un venin, le défi est d'aller diesoent rechercher des toxines d’intéréts
ciblées. La difficulté réside dans le fait de cibles molécules d’intérét dans le mélange
complexe.

La stratégie que jai employée ici est la rechercde nouveaux outils
pharmacologiques par des tests dactivités biologgq Cette stratégie comporte de
nombreuses étapes. Le venin étant tres complexeprtamiere étape de fractionnement par
chromatographie est nécessaire. Chacune des fraciienues est alors testée sur un modele
biologique, dans notre cas c’est la mobilité speéiqua chez la souris, afin de déterminer si
elle contient ou non une activité intéressante.Darcas ou le test est jugé positif, la fraction

sélectionnée est purifiée et caractérisée.

ll.  Fractionnement des venins par chromatographie

La recherche de nouvelles molécules bioactives lear mouvements flagellaires des
spermatozoides a été réalisée a partir d’'une badqu23 venins, fournis par la Société
Latoxan, spécialisée dans la production de vengtteCbanque de venin a été établie en

fonction :

- Des espéces : Sélection des familles ou il a é&adécrit dans la littérature, la
présence de peptides bioactifs envers les cananixuies, tels que les serpents,

scorpions et araigneées.

- De la zone géographique ex. : Inde, Europe, Raki&JSA, etc.

Chaque venin a été fractionné par FPLC par l'inégtimire d’'une colonne d’exclusion
Superdex peptide 10/300 GL. La colonne d’exclusiarpermettre de fractionner le venin en
fonction de la taille de ses composés et de neegajak les molécules d'intérét situées entre
1000 et 15000 Da.

Chacune des fractions obtenues est ensuite tastéeraobilité spermatique.

lI. Modele biologique : la mobilité spermatique

La mesure des mouvements du spermatozoide estdhguautomatisée. Elle a été réalisée

par un analyseur de mobilité spermatique CASA (Qaeyr -Assisted Sperm Analysis).
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Cet appareil permet a I'aide d’une caméra fréquercd0 Hz de suivre les mouvements de la
téte du spermatozoide et d’en déterminer sa tmajectDe cette trajectoire plusieurs

parametres vont en étre déduits (Figure 37) :

- La VLC : Vitesse curvilinéaireufn/s).

- L'ALH : L'amplitude de déplacement de la téjen).

- La VSL : Vitesse de progression linéaipen(s).

- La VAP : Vitesse selon la trajectoire moyenpm(s).
- La LIN : Linéarité de la trajectoirgufn).

- La BCF : Fréquence de battement (battement/s).

Cet appareil de mesure de la mobilité spermatigieanfiguré spécifiquement pour mesurer
les déplacements de la téte des spermatozoidafé&tentds types de mammiféres tels que les

béliers, les verrats, les rats, les chevaux, leges, les pigeons, les hommes, etc....

Analyse automatique du mouvement par systeme CASA
( Computer-Assisted Sperm Analysis )

TERMINOLOGIE DES
DIFFERENTS PARAMETRES
MESURES PAR

LES SYSTEMES CASA

VCL = vitesse curvilinéaire (pmis).

VSL = vitesse de progression linéaire (pm/s).
VAP = vitesse selon la trajectoire moyenne
(pmis).

ALH = amplitude de déplacement latéral de la
téte (pym).

LIN = linéarité. C' est la linéarité de la trajectoire
égale au rapport VSL/VCL.

WOB = oscillation. VAPIVCL.

STR = rectitude. VSLIVAP.

BCF = fréquence de croisement de trajectoire
(battements/s).

MAD = déplacement angulaire moyen (degrés).

Figure 37 : Analyse automatique du mouvement spegoea par le systeme CASA. Cet appareil permet a
l'aide d'une caméra fréquencée a 50 Hz de suisenteuvements de la téte du spermatozoide et d'en
déterminer sa trajectoire. De cette trajectoiresiplurs parameétres vont en étre déduits : la VAR Sg, la
VCL, la STR, la LIN, la BCF et L’ALH.
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Ces appareils permettent de mesurer les mouvem@atsnombreux spermatozoides
simultanément, et analysent de nombreux paramdifigsents automatiquement. Avec ce
type d’'appareil, il est possible de tester un n@mbrportant de fractions de venins par jour
(entre 5 et 10)

De nombreux rapports montrent des problémes auanivd® la configuration du logiciel
d’analyse de la mobilité spermatique pour difféesrespeces (Smith and England 2001; Cox,
Alfaro et al. 2006). Chaque nouvel utilisateur dest8me de CASA doit lire tous les
documents publiés sur son espece d'intérét etadoit un apercu de tous les problémes qu'il
peut trouver. Pour certaines espéces, aucune coatiign spécifique des déplacements de la
téte des spermatozoides n’est caractérisée. @aaidon pour laguelle, j'ai di tout d’abord
valider mon systeme d'analyse par des expériemédisnmaires sur des spermatozoides de
souris, avant de tester l'activité biologique de$fécentes fractions de venins. Ces
expériences préliminaires m’ont permis de défimiptofil de mobilité spermatique des souris
OF1 (Figure 38).

200 -

150 A

Figure 38: Parameétres de

mobilité CASA des
100

spermatozoides de souris OF1

50 -

VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN

pm/s pm Hz %

Sur les sept parametres CASA, que l'appareil mlitsdnt, j'ai sélectionné seulement deux
parameétres CASA pour mon test d’activité biologiafia de réduire le temps d’analyse du
test. J'ai choisi deux parametres les plus reptéasénde I'augmentation de la mobilité
spermatique due a la capacitation (Figure 39) :.vilesse curvilinéaire (VCL) et le

déplacement latéral de la téte (ALH).
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Figure 39: Comparaison des
parametres CASA de mobilité

spermatique des spermatozoides
de souris OF1 capacité et non

capacitésn vitro.
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|. Découverte de nouveaux outils pharmacologiques a qia de venins
d’animaux.

1. Introduction

Comme expliqués précédemment, les venins sont ce#spde plusieurs centaines de
molécules chimiques différentes. On y retrouve msséement des peptides et des protéines,
mais aussi des enzymes tels que les phospholipasgsdjosphatases et les protéases.

La stratégie que nous avons employé pour trouvenodgeaux outils pharmacologiques est la
recherche de molécules par des tests activiteodiples. Cette stratégie comporte de

nombreuses étapes.

Le venin étant tres complexe et une premiére éeapeactionnement par chromatographie a
était nécessaire. Chacune des fractions obtené@tstastées sur notre modeéle biologique, ici
la mobilité spermatique chez la souris, afin deeéiner si elle contient ou non une activité
intéressante. Nous avons pu caractériser et idaniif composition des fractions des venins
qui présentait une activité biologique sur la miébispermatique par spectrométrie de masse
MALDI-TOF/TOF avec séquencagde novoen collaboration avec le Dr Michel Seve et
'ingénieur de recherche Morgane Couvet de la Hiat@e de Protéomique Médicale de
Grenoble. Apres avoir identifié les molécules @néts, nous avons pu ensuite évaluer I'effet
de ces molécules sur les difféerentes étapes deéhyaighogie spermatique telles que : la
mobilité, la réaction acrosomique, la modificatibpidique lors de la capacitation et la
fécondationin vitro, grace a une collaboration avec le Dr Gérard Lamlgpii nous a fourni

ces molécules.
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Article 1: sPLAZ2 from snake venom as a source ofletule modulating sperm
physiology: Phospholipases of the toxic snakes Omyws scutellanus

strongly modulate sperm motility, sperm acrosomeaggon and in vitro

fertilization

Jessica Escoffier, lkram Jemel, Morgane Couvet, M& Seve, Pierre Ray, Gérard
Lambeau, Michel De Waardnd Christophe Arnoult

Article en préparation
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ABSTRACT

We screened on sperm motility the effect of 16 snadnoms cleared of molecules with a
molecular weight above 15 kDa. Venoms known toit¥e in neurotoxic sPLA2, like those of
Oxyuranus scutellatus or Daboia russelii, were qatenibitors of sperm motility. In contrast,
venoms rich in myotoxic sPLA2 like those of Echiarinatus, Bothrops alternatus and
Macrovipera lebetina, were fully inactive. By a f@mmic approach, OS1 and OS2, two
sPLA2 of the taipan Oxyuranus scutellatus, weratifled in the inhibitory fraction of the
venom. Purified OS1 and OS2 sPLA2 inhibited speratility, triggered acrosome reaction
of sperm and induced lipid rearrangements of tasmph membrane. Catalytic activity of OS2
was required to modulate sperm physiology sincelg#tally inactive mutants of OS2
sPLA2 were inactive. Finally, sperm treated by @&2e not as competent as control sperm

to inducein vitro fertilization. It is the first report of using tos to modulaten vitro sperm

physiology.



INTRODUCTION

Since several decades, human reproduction is gimaghill and is becoming a real
problem in modern society [1]. Human reproductieclohe is due to several causes : societal
causes like the postponed decision of the firsgmmacy at a later age of the mother,
environmental causes like endocrine disruptorsd@¢l obviously hereditary factors [3-5]. As
observed in many pathologies, infertility treatmismiveakened by our incomplete knowledge
of sperm physiology and fertilization, especially the molecular level. The molecular
pathways and the different proteins involved in timee main physiological steps of mature
sperm that are sperm motility, capacitation andsmme reaction are still the object of active
research [6; 7]. Discovering new molecular pathwaryd/or proteins involved in the control
of sperm physiology is a necessity. Different siga#s have been used to decipher the
molecular mechanisms of sperm physiology like i&lng gene or proteomic analyses.
Another strategy is based on the use of a veryifspathibitor of a cellular sperm function,
and the purification of the targeted protein byngstihe inhibitor as a bait. This strategy has
been very successful in the ion channels domainingtance ryanodine, a plant alkaloid,
allowed to characterize a calcium channel of thecukim, dihydropyridines allowed to
characterized another calcium channel of the tubule muscles [8]. In the sperm domain, a
similar approach, using a specific sperm antib@dpwed to characterize a unique protein
involved in sperm-oocyte binding that is izumo [§gnoms, as a source of biological active
molecules, have also been used to purify and ctearae new proteins. For instance apamin,
a bee toxin, allowed to characterize a*Gactivated K-channel [10]. Several types of
molecules are present in venoms, like proteinstigeep or polyamines and up to 100 different
molecules are present in one venom. Most of th@weoompounds are very specific. This
high specificity is illustrated by the property thie toxinw-AgalVA, obtained from a spider
venom, which is able to differentiate two splicedriants: w-AgalVA inhibiting P-type
channels but in contrast not Q-type channels, thvanoels resulting from the alternative
splicing of the alpha 1A subunit gene [11]. The csipgdty of venom compounds is also
illustrated by the fact that several toxins or cownnpds structurally close of toxins are
currently used as drugs in the treatments of paeurological diseases, cancers or
autoimmune disease [12]. Based on the specifidityeaoms compounds, we seeked, from a
venom bank, new biologically active molecules oerap physiology, in order to find new

actors of sperm physiology.



In this paper, we screened venoms of 16 differeistkes belonging to different families
(Elapidae, Viperidae, Colubidae) on sperm motili@yrude venoms have been fractioned in
order to remove proteases from the venom samplescaliserved and tested only fractions
containing molecules with a molecular weight (MW8ldw 15 kDa. Most of the tested
venoms were potent inhibitors of sperm motility epic the venoms of Echis carinatus,
Bothrops alternatus and Macrovipera lebetina. Tee most potent inhibiting venoms were
those of Oxyuranus scutellatus and Daboia ruséMie then focused on the most potent
inhibiting fraction from the venom of Oxyuranus talatus. By proteomic analysis, we
demonstrated that this fraction is enriched in eseck phospholipase A2 (sPLA2), of which
0OS1 and OS2, two neurotoxic SPLA2 [13]. We thusetbshe effects of several recombinant
sPLA2, OS1, OS2 and different mutant proteins shgwdifferent enzymatic activities, on
sperm motility, sperm acrosome reaction (AR), andtro fertilization (IVF). In accord with
result previously obtained with mammalian sPLAZ;ombinant OS1 and OS2 toxins were
potent inhibitors of sperm motility, and potentieators of acrosome reaction. However, OS2
sPLA2 did not mimic the improvement of mouse IVKfpemed by the sPLA2 of the group
X, but inhibited the IVF outcome instead.



MATERIAL AND METHODS

Venom separation ¥enoms have been obtained from Latoxan, SA (Valef@nce).

100 mg of crude venom was dissolved in 1 ml of M ammonium acetate and
centrifugated at 10 000 g during 10 min. 250 pihef supernatant was used in the separation
stage. Separation of the different compounds of/ém®m was performed with a supertéx
peptides 10/300 GL column: each fraction of 500wads frozen after collection. Fractions
containing molecules with a MW above 15 kDa werzdided (fraction Al to A8). For the
screening procedure, we first pooled fractions AR test global activity. The pooled
fraction corresponds to the addition of 100 pLraicfions A9 to B4. It was lyophilized and
re-suspended in 120 pL of M16 medium.

Computer-assisted motility analysis- Sperm cells from caudae epididymes were allowed to
swim in 1 ml of M2 medium for 10 min. Sperm wasstespended in M16 and incubated with
different test fractions at 37°C for 10 min (24j45 of sperm were incubated wighaliquot of
12.5 uL of the test fractionpfter incubation, the sperm suspension was imatebt)i placed
onto analysis chamber (2X-CEL Slides, 100 um ddpfa Products B.V., Netherlands) kept
at 37 °C for microscopic quantitative study of spenovement. Sperm motility parameters
were measured at 37°C using a sperm analyzer (kamilhorn Research, Beverley). The
settings employed for analysis were as follows:u&stion rate: 60 Hz; number of frames:
100; minimum contrast: 25; minimum cell size: 10ylstatic-size gate: 2.4; high static-size
gate: 2.4; low static-intensity gate: 1.02; higatistintensity gate: 1.37 ; minimum elongation
gate: 12; maximum elongation gate: 100; magnificatactor: 0.70. The motility parameters
measured were: curvilinear velocity (VCL) and armyae of lateral head displacement

(ALH). A minimum of 100 motile spermatozoa for eadmple were analyzed.

Proteomic analysis —In order to increase the sequence coverage ofif@éenproteins, 3
experiments were performed with 2 distinct chrorgedphy gradients and 3 mass
spectrometry methodBrotein samples (experiment 1 and 2: 21uL, experiBelOul) were
dried by vacuum centrifugation and resuspendeddim® ammonium bicarbonate (pH 8),
denatured with 2% SDS, reduced with 45 mM DTT (5830 min) and alkylated with 100
mM IAA at room temperature for 40 min. The protemxture was then digested by addition
of a trypsin solution (Porcine modified, Promega)1&0 (experiments 1 and 2) and 3:20

(experiment 3) ratio (w/w), and incubated overnight37°C. Protein digests were dried by



vacuum centrifugation and resuspended in 20 pLuffieb A (2% acetonitrile in water with
0.05% TFA). 3 pL of the resulting sample were fided on a 30Qm i.d. x 5 mm C18
PepMap 5um, 100 A precolumn cartridge (Dionex) for desaltargl concentration and then
back-eluted onto the 75 um i.d. x 15cm C18 PepMapnen, 3um, 100 A (Dionex). The
flow rate through the column was set to 300 nL/nihe buffers being used were: A = 2%
acetonitrile in water with 0.05% TFA and B = 80%etmitrile in water with 0.04% TFA.
Peptides were separated using the following grad{grexperiments 1 and 3: 0-5 min 0-10%
(v/v) B, 5-45min 10-42% (v/v) B, 45-55min 42-58%\(yB, 55-65min 90% (v/v) B and then
re-equilibrated 65-80min 100% (v/v) A; (ii) expeemt 2: 0-5 min 0-10% (v/v) B, 5-40min
10-42% (v/v) B, 40-55min 42-90% (v/v) B, 55-70mifQ% (v/v) B and then re-equilibrated
70-85min 100% (v/v) A. The eluent was spotted diyeanto a blanck MALDI target plate
(Applied Biosystems) using a Probot Micro Fractallector (Dionex) collecting 15 second
fractions. The eluent was mixed 1:3 (v/v) post-omuwith 2 mg/mL HCCA in 70%
acetonitrile and 0.1% TFAMALDI analyses were performed on a 4800 MALDI-TOBHF
instrument (Applied Biosystems). The instrument vegerated in positive ion mode and
externally calibrated. MS spectra from m/z 750-38@0e acquired for each spot. For each
sample spot, maximum 15-20 peptides were seleotdy peptides above a S/N threshold of
50) for fragmentation, starting with the strongésekperiments 1 and 3) or weakest
(experiment 2) peptide. MS/MS spectra were coltbci¢ the most intense point of the
chromatographic elution profile, using air as tb#ision gas and a collision energy of 1kV.
For protein identification, all MS/MS data obtain@kperiments 1, 2 and 3) were submitted
to ProteinPilot 2.0.1 software program (Applied 8istems) using the Paragon protein
database search algorithm , with trypsin as thedlign agent, cysteine modification by
iodoacetamide and Rapid ID as search Effort. Searetere performed against the NCBI
protein database (update 05-10-2009), limited to/u@anus scutellatus sequences. Only
proteins identified with at least 95% confidencead’rotScore of 1.3, were reported.

Production of recombinant sPLA2s Native OS1 and OS2 sPLA2s from Oxyuranus
scutellatus scutellatus (Taipan) snake venom amigenBa-Il and Ba-1V K-49 sPLA2-like
proteins from Bothrops asper venom were purifiediescribed [14; 15]. Recombinant wild

type OS2 and its catalytically-inactive mutants everepared as described previously [13].



Acrosome reaction assay- Sperm cells from caudae epididymes were alloweshtion in
M2 medium for 10 min. If necessary, sperm were cagi@d in M16 medium with 2%atty
acid freeBSA (Bovine Serum Albumin) at 37°C in a 5% &@cubator during various
periods of time. For sPLA2 treatment, sperm weoelliated with SPLA2 in M16 medium at
37°C for the last 10 min. Cells were transferred®BS solution and then fixed with 4% PFA
solution for 2 min. Sperm were washed with 100 nmhenium acetate for 2 min and wet-
mounted on slides and allowed to air dry. Slideseviken rinsed with water and stained with
Coomassie blue (0.22%) for 2 min and finally rinsedh water. Slides were counted

immediately and 150 sperm cells at least were sqoee slide.

Confocal microscopy— Control untreated sperm cells (non capacitatecapacitated during
35 min in 2% BSA 5% Cf) or equivalent treated sperm (10 min in the presesf 200 nM
0S2-sPLA2) were washed twice in PBS and transfeiredh staining buffer (10mM
HEPES/NaCl, 0.14 M NaCl and 250 nM Cg@H=7.4) containing botkarboxufluorescein
diacetate (6-CFDA) and. pg/mL of annexin V-Cy3 for 15 minmn the dark at room
temperature After incubation with annexin V-Cy3, the speraosgension was washed twice
with the binding buffer. Sperm cells were then fixa 4% PFAand annexin-V staining was

measured using a confocal microscope (Leica)

Chemical compounds— M2 and M16 medium, low fatty acid BSA (fraction ®)d Annexin

V-Cy3 (from Apoptosis dectection kit) were purchdéeom Sigma.



RESULTS

sPL A2sfrom venoms inhibit sperm motility

We tested on sperm motility 16 different venomsrfrenakes belonging to different Families
(Elapidae, Crotalidae and Colubidae) and cominmfcbfferent continents (South and North
America, Asia, Africa). First, the venoms were saped by size exclusion chromatography
and fractions containing large proteins of the venwere discarded, in order to remove
proteases, known to be present in snake venoguer€filA). Fractions containing proteins
above 15 kDa were spotted by calibrating the columth standart proteins (cytochrom C,
aprotinin and vitamin B12). A western blot was prefed to check that proteins above 15
kDa were absent of the fractions of interest (nobwan). Second, a two-step screening
protocol was developed to test venoms. First, wietein one shot all collected fractions from
a venom and thus containing all the compounds efvénom below 15 kDa. Second, we
focused on the most inhibiting venom and testedsiddally the different collected fractions.
In order to test the potency of the fraction oknetst of each venom on sperm physiology, we
first evaluated the effect of the venom on sperntilityousing a CASA system. We focused
more particularly on two sperm motility parametdte VCL corresponding to W@vilinear
Velocity (microns/sec) and the ALH corresponding Aanplitude of _lateral Head
Displacement (microns). Figure 1B presents theceftd the 16 tested venoms on non
capacitated sperm incubated during 10 min withpibeled fractions (A9-B4) of low MW of
the different venoms. Two venoms were particulgmbtent by decreasing sperm VCL by
around 50%: the venoms of Daboia rusellii and Oagus scutellatus. On the other side,
other venoms were inactive like venoms from Echasinatus, Bothrops alternatus and
Macrovipera lebetina. In between very potent andctive venoms, the other venoms
presented intermediate sperm toxicity. In orderd&ermine the compounds involved in
sperm motility decrease, we tested individually tH#ferent fractions of Oxyuranus
scutellatus. The first fraction of interest, namd&l] and corresponding to the compounds with
the heaviest molecular weight (10-15 kDa), wasrtwest potent and decreased the VCL by
more that 30% (Figure 1C). The compounds presenthis fraction was thus likely
responsible of the sperm mobility toxicity. Thene \analysed the composition of the A9
fraction with a proteomic approach. 16 non-redunganoteins were identified with at least
95% confidence (Table 1). Redundancy between m®telentified is minimized using a

grouping function, which assigns an "unused scooethe peptides that are unique to a



protein or group of redundant proteins. Thus, GS& competitor protein of PLA-7 precursor
because it has nearly all the same peptides as Pprecursor but has no peptides distinct
from it. Similarly OS1 is a competitor protein oEA&-1 precursor / OS5 precursor. We then
focused on the two proteins having the highest rarmalb identified peptides that were two
sPLA2, named OS1 and OS2 and their precursors €Tapl Based on our results on
mammalian sPLA2 [16], OS1 and OS2 represented ipatamolecules able to modulate
sperm motility. This hypothesis was tested by tgspurified or recombinant OS1 and OS2
sPLA2 on sperm mobility. Ten min. incubation witlsDand OS2 at a concentration of 200
nM modified the tracks of head sperm recorded bys8Aystem (figure 2A). The two sperm
motility parameters VCL and ALH were decreased bthicompounds (figure 2B-C), with
OS2 being more potent that OS1. Very low conceptmatof OS2 as 0.2 nM were able to
modify sperm VCL.

Catalytic activity isnecessary for venom sPL A2 effects on sperm motility.

SPLAZ2 are relatively small proteins with a MW intlween 13 and 18 kDa and have a
relatively well conserved structure whatever tlspiecies origin, with 5 to 8 disulfide bonds.
sPLA2 enzymes are characterized by their abilityhydrolyse thesn-2 ester of glycero-
phospholipids of the extracellular leaflet of tHagma membrane in two components, a fatty
acid (FA) and a lysophospholipid (LysoPL). sPLA@nT snake venoms are further divided in
catalytic or non catalytic enzymes against phosplud, in function of the nature of the
amino acid number 49: BsPLA2 are highly catalytic active wheread’k S*- or N*
present low or no hydrolytic activity but strong otgxic activity instead. Moreover, toxic
sPLA2 have two modes of action: an enzymatic motlera/ they hydrolyse phospholipids
[17] or/and a ligand mode where they act as ag@his specific lectin receptors [18]. The
mechanism of action of neuro-toxicity of SPLA2 dl @an open question. Some publications
highlight the important role of SPLA2 metabolitésat are fatty acids and LysoPL in the
neurotoxic effect at presynaptic level [19]. In tbther hand, the binding of OS2 on its
receptor plays also an important role in neurotoxi¢l3; 18]. We thus wondered if
enzymatic activity was required for sperm motilitypdulation by sPLA2 from venom origin.
First, we tested a mutated OS2, with a substitutfoone amino acid in its enzymatic pocket,
H48Q, leading to a complete loss of the enzymattiivigy [13; 20]. In figure 3, we show that
the mutated OS2 was unable to affect sperm VCIL@EEA). We also tested a chimeric OS2,
whose its C-terminal domain (AA 109-128) has bedsstuted by the C-terminal domain of

OS1. This chimera loses its specific enzymatiovéigtbut retains most of the neurotoxicity



of the wild type OS2 enzyme [13]. The chimera wia® ainable to decrease sperm motility.
The screening experiment of snake venoms has shthaedeveral venoms like those from
Echis carinatus, Bothrops alternatus and Macrosipebetina were inactive. The two first
venoms are characterized by the presence of aléwgh of myotoxic sSPLA2s [15; 21; 22],
characterized by a mutation at amino acid 49 aaditg to a strong decrease of its catalytic
activity. We tested two purified sPLA2-like enzym&all-K49 and BalV-K49, both
myotoxins from the venom of Bothrops asper. Thesgymes were totally inactive on sperm
motility (figure 3B), Finally, a mutated OS2, presieg the substitution D49K and mimicking
myotoxic sPLA2, was also fully inactive on spermtitity (figure 3B). All together, these
results confirm the importance of the catalyticdwagt of OS1 and OS2 in decreasing sperm

motility.

OS1 and OS2 are very potent activators of acrosome reaction

Mammalian phospholipase of the group X is ablentiuce acrosome reaction (AR) of mouse
sperm whatever is their level of capacitation [M§E thus tested the potency of OS1 and OS2
to induce also AR. Figure 4 shows the dose-responsees of AR induced by these two
sPLA2. Again, OS2 is more potent than OSL1. It ipontant to notice, that only a fraction of
the sperm subpopulation is sensitive to sSPLA2. éddeoncentrations above 100 nM did not
produce more AR of treated sperm, and around 40&teo$perm population is resistant to the
OS2 treatment. This result confirms earlier findirsgiggesting that sperm plasma membrane

composition is heterogeneous [16].

OS2 treatment does not impair sperm viability

Venoms are known to produce tissues lysis anddeglth. We thus wonder if the effect of
OS2 on sperm motility was due to the death of apgpblation of sperm. To test this
hypothesis, we first measured the speed distribudfesperm treated with OS2 in comparison
to the speed distribution of a control populatibigure 5A shows the speed distribution of
OS2 treated sperm in comparison to this one ofrobsperm. The distribution of the OS2-
treated sperm is characterized by the absenceso§p@rm, i.e. sperm with a VCL above 200
pm/s, and by an over-representation of the slownseibpopulation, i.e. sperm with a VCL
in between 50-100 pm/s. On the other hand, OS2ne¥d did not increase the immotile
subpopulation (0-10 um/s). The fact that most & treated cells were still motile after
treatment suggests that OS2 did not induce a &istieath responsible of the measured effect

on sperm motility. To confirm this result, we loddeDS2 treated sperm with 6-



carboxufluorescein diacetate (6-CFDA), a compoumeéreng freely into cells and producing
green fluorescence after de-esterification by eedogs non-specific esterases, only in living
cells. Figure 5B shows OS2 treated sperm cellsegjently incubated with 6-CFDA: most
of the cells present a strong green fluorescenh@tahat OS2 treatment did not induce a cell
death. Finally we measured phosphatidylserinegiatavia annexin-cyanin-3 binding before
and after OS2 treatment, as a hint of the modibtoatof the lipid composition of the plasma
membrane. It is important to point out that in spercells, externalization of
phosphatidylserines occurs naturally during capton and is not considered as a hint of
apoptosis. As expected from mammalian sPLA2 [282Whduced on non-capacitated sperm
a strong externalization of phosphatidylserineshat plasma membrane (figure 5C). This
result suggests that OS2 treatment produces argajanization of the plasma membrane

similar to this one occurring during the capaacitatevent.

OS2 treatment impairsthefertilization potential of sperm

We have demonstrated that OS1 and OS2 are potedulators of sperm physiology,
inhibiting sperm motility, triggering sperm AR amioducing a lipid reorganization of the
plasma membrane. We demonstrated previously teating sperm with the mammalian
sPLA2 belonging to the group X increasesiitro fertilization outcome and we wondered if
OS2 may modulate IVF. To address this possibiity,treated capacitated sperm briefly with
20 or 200 nM OS2 during 10 min before sperm wetmduced within oocytes (figure 6A).
24 hours after fertilization, the rate of oocyteaahing the 2-cell embryo stages were counted
and compared to IVF realized with the same untdegperm and oocytes from the same pool
(figure 6B). None of these two concentrations invga the IVF outcomes, but rather
decreased it (figure 6C).



DISCUSSION

In this manuscript, we have demonstrated that thetibns containing molecules
below 15 kDa of most of the snake venoms inhibirsp motility. Moreover, we have
demonstrated by size exclusion chromatographytti@inhibiting activity of the venom of
Oxyuranus scutelattus on sperm motility is mosthe do the fraction containing molecules
with a MW around 15 kDa (10-15 kDa). By a proteorapproach and purified toxins, the
effects of the active fraction of Oxyuranus scutak were likely due to the neurotoxic
sPLA2 OS1 and OS2. Indeed, purified or recombi@81 and OS2 sPLA2 inhibited sperm
motility. Moreover, we demonstrated that OS1 and® @8&tivities on sperm motility are due
to their enzymatic activity on phospholipids, sirseveral types of enzymatically inactive
mutants were unable to modulate sperm motility. E\eey several venoms were unable to
modulate sperm motility and more particularly vesorfnom Echis carinatus, Bothrops
alternatus and Macrovipera lebetina. These venamsieh in specific myotoxic SPLA2,
which are characterized by a mutation in the amaca 49, leading to a loss of their
enzymatic activity. Moreover purified sPLA2-like zmes Ball-K49 and BalV-K49, both
myotoxins from the venom of Bothrops asper, wetalltp inactive on sperm motility. All
together, these results suggest that the potenaysnéke venom to decrease sperm motility is
directly dependent to the catalytic activity of $RRLA2s present in the venom. However, we
want to point out that the inhibiting or activatieffects of other compounds present in the
venom may be covered by our screening procedurggysboled fractions and the strong
inhibitory effect of SPLA2 on sperm motility. Comypads with activating effects seem to be
present as suggested by the activating effectaatibn B1 of Oxyuranus scutellatus. Secreted
PLAZ2s are separated in ten different groups, namelylll, V, IX, X, XI, XII, Xl and XIV
sPLA2. A large variety of sPLA2 are found in venarh different animals like insect
(Hymenoptera), scorpions and snake. Toxic sPLABrigeko three different groups: sPLA2
from Elapidae and Hydrophidae snakes Families lgelan the group IA, sPLA2 from
Crotalidae and Viperidae snakes Families belongeayroup IIA and sPLA2 from insects of
the Hymenoptera Order belong to the group IlIA. &tk not observe a difference of activity
between sPLA2 of the group IA and IB since the twost active venoms were those of
Oxyuranus scutellatus, of which sPLA2 belong todghaup IA and Daboia rusellii of which
SPLAZ2 belong to the group IIB. The diversity of 2L of snake venoms is particularly rich
and a snake venom can contain up to 15 differelbA2®, with different pattern of enzymatic

activity and toxicity [24]. As suggested by thefeient potencies of the snake venoms, we



demonstrated that two different SPLA2 OS1 and O2gnted marked difference in their
ability to inhibit sperm motility, OS2 being 10 tem more potent than OS1. Recently, a
complex named “reprotoxin” and containing a sPLA2swound to induce atrophy of testis
when injected at sub-lethal dose [25]. Our resshisw that sperm membrane composition are

deeply affected by OS2 and may lead to cell apaptaad thus main explain testis atrophy.

These results highlight the importance of sPLAZraslulator of sperm physiology. Indeed,
mammalian secreted phospholipase A2 (sPLA2) arelwidxpressed in male reproductive
tissues and are likely involved in a large set ioldgical functions [26; 27]. Recently, we
showed that some mammalian secreted phospholipasésPLA2), and more particularly
SPLAZ2 belonging to group X, control specificallyykevents of mouse sperm physiology that
are sperm motility [23] and acrosome reaction [T8jis study confirms that changing the
sperm plasma membrane composition, and more plariguphospholipids via sPLA2
enzymatic activity has important physiological cemsences in term of sperm motility,
capacitation and acrosome reaction. It is importanpoint out that the strong decrease of
sperm motility was not due to a loss of cell vidpisince treated sperm with OS2 were still
able to hydrolyse the fluorescent probe by nondifipeesterases. The decrease of sperm
motility was likely related to the change of thengmsition of the plasma membrane, as
demonstrated by the change in annexin-V stainitgyr &S2 treatment. This result supports
the idea that phospholipids are important for speratility as suggested by the knock-out of
the gene of internal PLA2 VIA (iPLA®, which leads to a severe motility phenotype [28].
OS1 and OS2 were also very potent inducers of agreseaction, with marked effect from
0.2 nM for OS2. Interestedly, the potent OS2 sPw&% unable to trigger AR in the whole
sperm population even at very high concentratiand, more than 30-40% of sperm are fully
resistant to its action. This result is in accomamith the results obtained with group X
sPLA2 and confirms that a subpopulation of spermoissensitive to SPLA2 action, in regard
to acrosome reaction. This point highlights theehegeneity of sperm population [29; 30] and
the great importance of sperm sorting, especialART, where a physiological sorting is
absent [31]. Finally, we have previously shown thaimmalian sPLA2 of the group X is able
to improve the rate of successiofvitro fertilization (IVF) in mouse and this result sugge
that sSPLA2 activity may be used as a therapeutnopound in infertility treatment. The fact
that venom sPLA2 are able to modulate sperm phygyolallows speculating that different
sPLA2 may have more potent effect on IVF, than m@&hough these snake enzymes were

able to strongly modulate sperm physiology, theyemenable to mimic the advantageous



action of the mammalian sPLA2 of the group X on yiedd of IVF. We have tested several
mammalian sPLA2 (unpublished data) and none oktkezymes were also able to reproduce
the beneficial effect of the SPLA2 of the groupTke absence of beneficial effect on mouse
IVF of the different sSPLA2 tested is likely relatéd specific enzymatic activity of each
sPLA2, characterized by the types of phospholipidrblyzed, the kinetic of hydrolysis and
its capacity to bind on a specific plasma membran&inction of the cell curvature [17].
Altogether, these results suggest that the effe@Pb.A2 of the group X on mouse IVF

outcome is more specific than its effect on sperotility.
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N Unused Total %Cov Accession Name Species
1 28,40 28,40 70,55 gi|71066730 PLA-7 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
0S2=secretory phospholipase A2 [Oxyuranus scutellatus=Taipan snakes, ssp.
1 000 2640 8403 gi|913014 ¥ phospholip [Oxyuranus scutellatus=Taip P~ Oxyuranus scutellatus
scutellatus, venom, Peptide, 119 aa]
2 16,54 16,54 64,94 gi|71066720 PLA-1 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
2 0,00 16,54 64,94 gi|66475088 OS5 precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
i OS1=secretory phospholipase A2 [Oxyuranus scutellatus=Taipan snakes, ssp.
2 0,00 16,00 73,23 gi|913013 X Oxyuranus scutellatus
scutellatus, venom, Peptide, 127 aa]
3 13,57 13,57 65,06 gi|71066802 SNTX-1 precusor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
RecName: Full=Short neurotoxin 1; Short=SNTX-1; AltName: Full=Toxin 3; Flags:
3 0,00 13,57 65,06 gi|123910874 Y Y X! Y X! & Oxyuranus scutellatus scutellatus
Precursor
3 0,00 13,52 57,83 gi|66475096 toxin 3 [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
3 0,00 12,00 67,74 gi| 254772678 RecName: Full=Short neurotoxin 2; Short=SNTX-2 Oxyuranus scutellatus scutellatus
i taicatoxin serine protease inhibitor component [Oxyuranus
4 10,69 10,69 91,94 gi|263546 : R i Oxyuranus scutellatus
scutellatus=Australian taipan snakes, ssp. scutellatus, venom, Peptide, 62 aa]
5 10,00 14,00 57,93 gi|71066718 beta taipoxin variant 1 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
5 0,00 14,00 57,93 gi|66475082 beta taipoxin precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
5 0,00 14,00 71,19 gi|129435 RecName: Full=Phospholipase A2 homolog, taipoxin beta chain Oxyuranus scutellatus scutellatus
6 10,00 14,00 44,52 gi|66475084 alpha taipoxin-2 precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
7 8,01 801 40,22 gi|254772668 RecName: Full=Long neurotoxin 1; Short=LNTX-1; Flags: Precursor Oxyuranus scutellatus scutellatus
7 0,00 801 40,22 gi|118151706 LNTX-1 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
RecName: Full=Phospholipase A2, taipoxin alpha chain; AltName:
8 6,89 14,89 70,59 gi|129413 i p' P P P Oxyuranus scutellatus scutellatus
Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase
9 6,00 26,00 69,86 gi|66475090 OS6 precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
9 0,00 24,00 68,49 gi|66475092 0OS7 precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
10 6,00 10,00 56,82 gi|239977265 RecName: Full=Venom protease inhibitor 1; Flags: Precursor Oxyuranus scutellatus scutellatus
RecName: Full=Taicatoxin, serine protease inhibitor component; Short=TCX;
10 0,00 10,00 56,82 gi|239938649 P P Oxyuranus scutellatus scutellatus
Flags: Precursor
10 0,00 10,00 56,82 gi| 185533608 taicatoxin serine protease inhibitor precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
10 0,00 10,00 56,82 gi|129919019 venom protease inhibitor precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
10 0,00 10,69 62,50 gi|239977272 RecName: Full=Venom protease inhibitor 2; Flags: Precursor Oxyuranus scutellatus scutellatus
10 0,00 10,69 62,50 gi]|129919043 venom protease inhibitor precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
11 496 4,96 75,00 gi|348613 alpha-neurotoxin-like taicatoxin component - Australian taipan (fragment) Oxyuranus scutellatus scutellatus
taicatoxin alpha-neurotoxin-like component {N-terminal} [Oxyuranus
11 0,00 4,96 7500 gi|263548 scutellatus=Australian taipan snakes, ssp. scutellatus, venom, Peptide Partial, Oxyuranus scutellatus
28 aal
12 4,00 4,00 53,33 gi|71725729 venom natriuretic peptide OsNP-d precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
12 0,00 4,00 53,33 gi|123916490 RecName: Full=Natriuretic peptide OsNP-d; Flags: Precursor Oxyuranus scutellatus scutellatus
. RecName: Full=Peptide TNP-b; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide;
12 0,00 4,00 29,73 gi|189047090 X i X Oxyuranus scutellatus scutellatus
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPb; Flags: Precursor
i RecName: Full=Peptide TNP-b; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide; .
12 0,00 2,00 88,57 gi|32363244 X i X Oxyuranus scutellatus canni
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPb
RecName: Full=Peptide TNP-a; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide; i
12 000 2,00 8857 gi|32363241 P T A , P pep Oxyuranus scutellatus canni
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPa
RecName: Full=Peptide TNP-a; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide;
12 000 2,00 8857 gi|32363240 P T A , P pep Oxyuranus scutellatus scutellatus
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPa
RecName: Full=Peptide TNP-c; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide; i
12 000 200 2821 gi|32363246 P 7oG Altam P pep Oxyuranus scutellatus canni
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPc
13 4,00 4,00 37,35 gi|239977119 RecName: Full=Scutellin-3; Flags: Precursor Oxyuranus scutellatus scutellatus
13 0,00 4,00 37,35 gi|185534290 scutellin-3 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
13 0,00 4,00 37,35 gi]|157683297 scutellin-3 precursor [Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus
14 2,00 4,00 29,73 gi|66475094 natriuretic peptide [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
RecName: Full=Peptide TNP-b; AltName: Full=Taipan natriuretic peptide;
14 0,00 4,00 29,73 gi|189047090 Y Pt i i i u P furetic pepti Oxyuranus scutellatus scutellatus
AltName: Full=Venom natriuretic peptide OxsSNPb; Flags: Precursor
15 2,00 4,00 12,50 gi|66475086 gamma taipoxin-2 precursor [Oxyuranus scutellatus scutellatus] Oxyuranus scutellatus scutellatus
RecName: Full=Phospholipase A2, taipoxin gamma chain; AltName:
15 0,00 4,00 14,29 gi|129446 i p' P P € Oxyuranus scutellatus scutellatus
Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase
16 2,00 2,00 3,27 gi|145982762 scutellatease-1[Oxyuranus scutellatus] Oxyuranus scutellatus




Table 1: list of identified proteinsin the fraction 9 of Oxyuranus scutellatus

N: rank of the specified protein relative to alhet proteins in the list of detected proteins.
Unused (ProtScore): measure of the protein confieldor a detected protein, calculated
from the peptide confidence for peptides from g@etitat have not already been completely
"used" by higher scoring winning proteins. TotatafScore): measure of the total amount of
evidence for a detected protein. The Total ProtSe¢ercalculated using all of the peptides
detected for the protein. % Cov (% Coverage): nunabeamino acids matching to at least
one identified peptide divided by the total numbé&ramino acids in the protein sequence,

expressed as a percentage. Accession: accessidrenton the protein. Name: name of the

protein. Species: species for this protein.
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Figure 1. Snake venoms modulate sperm motility

A. Venoms have been separated by size exclusion ctwgraphy and fractions containing
molecules above 15 kDa (A1-A8) have been discaraled not tested. Example of the
separation of the crude venom of Oxyuranus sciisligblue curve). A calibration run using
cytochrom C (12.3 kDa), aprotinin (6.5 kDa) and®it2 (1.8 kDa) is presented (red curve).
Fractions of interest, corresponded to fractionB¥9Q-were pooled in the global activity test
presented in panel B of figure B. Global activity test of 16 different venoms oresp
motility (VCL) performed with pooled fractions (AB4), containing molecules below 15

kDa. C. Effect of the different fractions of Oxyuranusisalatus on sperm motility.
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Figure 2. OS1 and OS2, two sPLA2s of the venom of Oxyuranus scutellatus inhibit
sperm motility

A. Tracks of the position of the head of non capsaitaperm measured by a CASA system
in three conditions: control (non treated) sperperms treated with OS1 sPLA2 and sperm
treated with OS2 sPLAZ. Dose-response curves corresponding to the intwbibf VCL
and ALH by the two sPLA2 OS1 and OS2.
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Figure 3: Inhibition of sperm motility by OS2 is dependent of its enzymatic activity

A. Comparison of the effect of OS1, OS2, 0S2-H48Qa(gacally inactive mutant) and
0OS2-Cter (catalytically inactive OS2-OS1 chimera) sperm motility at 200 nMB.
Comparison of the effect of different myotoxins (Bl&49 and BalV-K49 are both myotoxins
from the venom of Bothrops asper) and OS2-D49Ka(gttally inactive mutant) on sperm
motility.
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Figure4: OS2 isa potent activator of acrosomereaction

A. Image of non capacitated control sperm: mostns@@e non-acrosome reacted and exhibit
dark staining in the apical head (arrowB®)Image of sperm incubated 10 min in the presence
of 200 nM OS2: most sperm are acrosome reactemdasated by the absence of a stained
region in the apical head (black arrows). Note #@ine sperm are not acrosome reacted
(white arrows)C. Dose response curves corresponding to the acrosgsagon triggered by
OS1 and OS2.
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Figure 5. OS2 does not induce a sperm death and trigger externalization of
phosphatidylserine.

A,B. Distribution of the different subpopulations oesm in function of the VCL or ALH of
non treated sperm (control red bars) and OS2-tlesgierm (black barsg,D. Image of non-
capacitated sperm incubated in the presence obxaflnorescein diacetate (6-CFDAJr 15
min, after a 10 min pre-incubation with control mad (C) or in the presence of 200 nM OS2
(D). E,F. Image of non-capacitated sperm incubated in theepiee of annexin-¥or 15 min,
after a 10 min pre-incubation with control mediug) ¢r in the presence of 200 nM OS2 (F).
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Figure 6: OS2 inhibitsin vitro fertilization

A. Schematic drawing of typical IVF experiment. Spamare first capacitated for 35 min in
M16-2% BSA and then incubated for the last 10 mith w116 medium containing 20 nM or
200 nM OS2. After treatment, sperm were washedeoyrifugation to remove unbound OS2,
putative catalytic products and all acrosomal conmois released during sPi-fMduced AR.
Finally, washed sperm were introduced into droptetstaining oocytes (20-85 oocytes per
experiment). After 4 hours of gamete mixing, unlsbwperm were washed away and IVF
outcomes were scored at 24Bh. Pictures of the different stages obtained aftef At 24
hours: unfertilized oocytes; 2-cell embryos (norm@kvelopment); aborted embryos
corresponding to oocytes with either multiple anttantrolled divisions or presenting a
second polar body (2 PB) but no cell division (rsttown). C. outcomes ofin vitro
fertilization performed either with control spermwith sperm treated briefly with 20 or 200
nM OS2.
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Résultats

2. Discussion

Afin de trouver de nouveaux outils pharmacologiquasi régulent la physiologie
spermatique, nous avons testé I'effet de fractlwobgiques, obtenues a partir de 16 venins
de serpent appartenant a des familles différegtapiflé, vipéridés, Colubidé), sur la mobilité
spermatique. Nous nous sommes concentrés suratgmfrs les plus actives obtenues a partir
du venin de serpent Oxyuranus Scutellatus. L'aeajy®téomique des fractions actives du
venin de serpent Oxyuranus scutellatus, nous a iperidentifier deux composés

majoritaires : deux sPLAnommeées OS1 et OS2.

Aprées avoir identifié les sPLAcomme les molécules actives sur la mobilité spague, par
analyse protéomique, nous avons ensuite evaluétl@és sPLA de venin sur les différentes
étapes de la physiologie spermatique (mobilité,ctréa acrosomique et FIV), par
I'intermédiaire du Dr Gérard Lambeau qui nous afioles sPLAde venin (OS1 et 0OS2).

Utilisation des sPLA purifiées et des formes recombinante de OS2 nqesrais de mettre

en évidence que :

- OS1 et OS2 sont de puissants inhibiteurs de la lit@kpermatique (diminution de
40 % de la mobilité), de puissants activateurs de réaction acrosomique
(augmentation de 60 % de RA) et de puissants itghits de la fécondatiom vitro

(diminution d’environ 34 % du taux de FIV).

- La modulation de la mobilité spermatique par OSP effectuéevia son activité
enzymatique, car les isoformes inactifs d’0S2, ®B3Q et OS2 C-term, ont été

incapables de moduler la mobilité des spermatozoide

- La diminution de la mobilité spermatique par OS@shpas liée a une perte de la
viabilité des spermatozoides, mais a une moditioadie la composition lipidique de la

membrane plasmique.

La recherche de nouveaux outils pharmacologiques tks venins par des tests activités
biologiques nous a permis de mettre en évidencevore de régulation de la physiologie

spermatiqueia les phospholipases A2 secrétées.
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Résultats

Dix génes de PLA sécrétées différents ont été décrits a ce jourz daesouris,
correspondant aux groupes d'IB, lIA, 1IC, 1ID, HAIF, 1, V, X et XIIA-sPLAZ2.
L’identification de ces nombreuses sPLA été effectuée par homologie de séquences avec
les sPLA de venin (Valentin and Lambeau 2000). A I'heurtialle, de nombreuses études
ont montré que les sPLLkAde mammiféres étaient largement exprimées dansod#reux
tissus et organes (Lambeau and Gelb 2008), maisr@da physiologique reste encore

largement inconnu.

Les sPLA de mammiféres ne pourraient-elles pas comme IAsPIS2 de venins réguler

les étapes de la physiologie spermatique ?
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Il.  Evaluation du role des sPLA2 de mammifére dans la hysiologie

spermatique
3. Introduction

Les phospholipases ;APLA;) sont des enzymes qui hydrolysent la liaison edes
phospholipides membranaires en posisor2,produisant ainsi des lysophospholipides et des
acides gras libres. Ce clivage des phospholipidea Eorigine de la synthése des médiateurs
lipidiques.

Les organes reproducteurs males présente un laagel ple sPLA les cellules
spermatogéniques, I'épididyme, le vas déférentest Mésicules séminales expriment les
SPLA2 des groupes IIC, IID, IIE, IIF, en V et Xis&2; la prostate exprime les sPLA2 des
groupes IIC, 1ID, IIE et lIF-sPLAet le spermatozoide mature exprime les SPLA2 dmggs
IID, IIC, V, X et lIF (Masuda, Murakami et al. 20p4

Comme je vous l'ai expliqué dans Tlintroduction, Y a, malheureusement, peu
d'informations sur le role des sPiLAau niveau de la physiologie spermatique des
mammiféres. Les études jusqu’alors réalisées munguee les sPLApouvaient avoir un role
dans le mécanisme de la réaction acrosomique (Ra@dd Fragio 1993 ; Garde and Roldan
1996) ; (Lui and Meizel 1979; Ono, R. Yanagimachiat 1982 ; Llanos, Morales et al.
1993 ); (Singleton and Killian 1983) ; (Fry, Ghoshal. 1992) (Llanos, Morales et al. 1993;
Garde and Roldan 1996); (Riffo and Parraga 19%6)nbbilité flagellaire et l'interaction
gameétique (Bao, Miller et al. 2004), mais leurschions dans ces meécanismes restent a

I’heure actuelle inconnus.

Nous nous sommes demandés pourquoi un tel parsfPld& était présent au niveau du
spermatozoide. Quelle est I'implication réelle des cphospholipases sPiAdans la
physiologie spermatique ? Les sPLAe mammiferes ne pourraient-elles pas comme les

phospholipases de venins réguler les étapes dg/tagbogie spermatique ?
Afin de répondre a ces questions, nous avons régbeffet des différents sPLAde

mammiféres sur deux étapes clés de la physiolqmensatique : la mobilité flagellaire (cf

Article 2) et la réaction acrosomique (cf Article 3
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Article 2: Mammalian Group X secreted phospholipas@2 regulates

specifically sperm motility

Jessica Escoffier, Ilkram Jemel, Michel De Waard, @é&d Lambeau and Christophe
Arnoult.

Article en préparation

89






Mammalian Group X secreted phospholipase A2 regulates
specifically sperm motility

Jessica Escoffiér lkram Jemé| Michel De Waard Gérard Lambed&uand Christophe

Arnoult”

linserm U.836 Grenoble Institut of Neurosciences
Equipe 3 “Calcium channels, functions and path@syi
Batiment Edmond J. Safra, Site Santé a La Tronche
BP 170 38042 Grenoble Cedex 9 - France

2 Institut de Pharmacologie Moléculaire et Celldai
CNRS - UMR 6097

Université de Nice-Sophia Antipolis

660 route des Lucioles, Sophia Antipolis

06560 Valbonne — France

* Corresponding author tel: 33 456 520 564 - E-ntaitistophe.arnoult@ujf-grenoble.fr




Abstract

Different mammalian sPLA2 are expressed in reprbdeignale organ and/or in sperm cell
but the physiological relevance is still a debagedstion. In mouse, group X phospholipase
A2 (mGX) modulated an important sperm function tisasperm motility, contrary to others
sPLAZ2s tested. By computer assisted sperm anal@&SA) technique, we show that this
enzyme decreased both the track speed (VCL) anldtigral displacement of the head (ALH)
of non capacitated motile sperm by 30% and 17%edsly. The enzymatic activity of
mGX is required for sperm motility inhibition sind#48Q-mGX and pro-mGX, two non-
catalytic active isoforms of mGX, were unable to dulate sperm motility. Moreover
LY329722, a specific inhibitor of mGX blocked thehibition of mGX on sperm motility.
Sperm motility of capacitated sperm is also de@edsut depends of a different molecular
mechanism. This change of molecular mechanisnkédylidue to enzymatic action of mGX
on different glycero-phospholipids present in th@sma membrane. Indeed, we shows that
mGX action on glycero-phosphatidylserine in theeexal leaflet of the plasma membrane
changes during capacitation. In conclusion, thisepademonstrates that sperm motility is
regulated by glycero-phospholipids compositionhd plasma membrane, which is changed
by mGX.

INTRODUCTION

The molecular pathways involved in sperm flagelllb@at are complex and still badly
understood. If several aspects of sperm flagellwat,blike the molecular structure of the
axonema (Escalier, 2006), the molecular machinevglved in microtubules sliding via the
macromolecular dynein complex (Esposito et al, 20@4the control of flagellum beat by
Cd" (Ren et al, 2001;Castellano et al, 2003;Ho andes12003;Schuh et al, 2004), have
been more particularly studied, the importance led tipid composition of the plasma
membrane and the roles of lipid metabolism in speratility have been poorly explored.
Nevertheless several reports suggest that lipelsngportant for sperm motility. For instance,
sperm from male deficient in group VIA intracellufaghospholipase A2 (iPLA2 or group I
secreted phospholipase A2 (mGlIII-sPLA2) presentang decrease of their motility (Bao et
al, 2004;Sato et al, 2009). Moreover, plateletvating factor (PAF; ether phospholipid 1-O-
alkyl-2-acetyl-sn-glyceryl-3-phosphocholine), iscseted during capacitation and increases
sperm motility via a PAF receptor (Roudebush, 2001;et al, 2001), underlining the



importance of lipids metabolism in sperm motilitfhese results suggest that lipid
rearrangement or lipid metabolites are importantflalgellum beat, in order either to change
membrane fluidity or to control key proteins invetll in flagellum beat. Besides
astenozoospermia (sperm with low motility) is ass@d in human with a defective sperm
plasma membrane composition with an excess of stestd and desmosterol (Montell,
1997;Buffone et al, 2009), a low concentration péafic fatty acid like decosahexaenoic
acid found in different phospholipids (Gulaya et2®01) and a overall increase of fatty acid
content (Ollero et al, 2001;Aksoy et al, 2006).

Irrespective of the above, capacitation of speratldeto major reorganization of the plasma
membrane with lipid remodelling and formation of mi®ane subdomains (Gadella and
Harrison, 2000;Jones et al, 2007;Gadella et al8R00holesterol efflux is the most well-
known modification of the plasma membrane and pé&agsjor role in sperm maturation both
in vivo andin vitro (Visconti et al, 1999;Travis and Kopf, 2002). Qtheajor changes during
capacitation include efflux of desmosterol, changessterol sulfates, phospholipids,
sphingomyelin and ceramides, and finally remodelofglipid rafts (Travis and Kopf,
2002;Buffone, Verstraeten, Calamera, and Doncdl9Zalata et al, 2009). All these events
likely contribute to increase membrane fluidity tlyanging lipid packing and contribute to
increase heterogeneity of the sperm populatiorbifiously different families of lipolytic
enzymes are involved in these lipid rearrangem@Mang et al, 2004), phospholipases A2
(PLA2) are good candidates, because of their lafigersity of action in phospholipid
remodeling and lipid mediator release in a largeo$ebiological functions (Lambeau and
Gelb, 2008).

PLAZ2 is a large family of enzymes, and in functmtheir locations, they have been split in
two groups: intracellular and secreted PLA2s (Sudie@ and Dennis, 2006). In the
intracellular PLA2 group, three different familieenzymes are present: the cytosolic PLA2s
(cPLA2s or also named group IV PLA2s) which areciceh dependent enzymes, iPLA2s
(also named group VIA PLA2s) and PAF-acetylhydreléalso named group VIIIB PLA2s),
both group being calcium independent. For secretgds (sPLA2), ten different genes have
been described in mouse so far, correspondingetgrbups of I1B-, lIA-, IIC-, IID-, lIE-, IIF-,
lll-, V-, X- and XIIA-sPLA2 (labelled mGy fomousegroupy-sPLA2). In male reproductive
organs, both intracellular and secreted phosphedips2 have been described (Bao, Miller,
Ma, Wohltmann, Eng, Ramanadham, Moley, and Turk42d@asuda et al, 2004;Koizumi et
al, 2003;Yan et al, 2003). Concerning the sPLA2wide range of different groups is

expressed. Spermatogenic cells, epididymis, vasreles and seminal vesicle express sPLA2



of the groups IIC, IID, IIE, II-, V and X; epididyim express sPLA2 of the groups IIC, 1ID,
lIE, IIF, 1ll, V and X; prostate express groups JIID, II- and IIFs and mature sperm X-
sPLA2 {Masuda, Murakami, et al. 2004 502 /id}(Sai@ketomi, Isogai, Miki, Yamamoto,
Hosono, Arata, Ishikawa, Ishii, Kobayashi, Nakahi#keda, Taguchi, Hara, Murakami, and
Kudo, 2009;Escoffier et al, 2009). The reasonssfarh a diversity of SPLA2s expression in
the different components of the genital male orgamsl for most of them, their specific
cellular functions are unknown so far. Decipheriihg specific roles of each PLA2 involved
in male reproduction is a challenging goal. Reatuatlies point out specific roles for mGlll
and mGX: mGlll is involved in sperm lipid homeostag the epididymis and lack of this
sPLA2 leads to defective sperm (Sato, TaketomigdsoMiki, Yamamoto, Hosono, Arata,
Ishikawa, Ishii, Kobayashi, Nakanishi, Ikeda, Tagu&lara, Murakami, and Kudo, 2009) and
mGX is present in the acrosome of mature spermpamecrine secretion of mGX during
sperm capacitation promotes an anticipated acrosogaetion that excludes a sperm
subpopulation from fertilization (Escoffier, Jemégnemoto, Taketomi, Coatrieux, Sato,
Yamamoto, Masuda, Pernet-Gallay, Pierre, Hara, klms, De Waard, Lambeau, and
Arnoult, 2009).

Concerning the enzymatic activity, the sPLA2 famisy characterized by its ability to
hydrolyse thesn-2 ester of glycero-phospholipids of the extradallleaflet of the plasma
membrane in two components, a fatty acid (FA) ahdaphospholipid (LysoPL). These both
compounds have the ability to leave the plasma mamneb Because FAs rapidly equilibrate
between both leaflets of the membrane bilayers; thuse into the cytoplasm and control
different cellular signalling pathways as secondsseagers. By contrast, LysoPLs
accumulate in the outer leaflet. However, the |ysspholipid contains a polar group
(glycero-phospho head) and a more lipophil groaftyfacid in position 1 on the glycerol). In
function of the size of its fatty acid, the lysogpbolipid may be able to leave the membrane
and may act as a bioactive metabolite in diffeexttacellular pathways in an autocrine or

paracrine mode.

Here, we evaluated the effect of some different maiian secreted phospholipase A2 known
to be present in male reproductive organs, like IRGNGIID-, mGIIE-, mGV- and mGX-
sPLA2 {Masuda, Murakami, et al. 2004 502 /id} orffemale tract like mGIIE (Valentin et al,
1999) on sperm motility. By using different strag=g (modified inactive sPLA2, specific
inhibitors), we showed for the first time that meusgperm motility is specifically modulated

by the enzymatic activity of mGX-sPLA2.






MATERIAL AND METHODS

Computer-assisted maotility analysts- Sperm cells from caudae epididymes were allowed to
swim in 1 ml of M2 medium for 10 min. sperm wasstespended in M16 and incubated with
different SPLA2 at 37°C for 10 min. After incubatiadhe sperm suspension was immediately
placed onto analysis chamber (2X-CEL Slides, 100 gdepth, Leja Products B.V.,
Netherlands) kept at 37 °C for microscopic quattigastudy of sperm movement. Sperm
motility parameters were measured at 37°C usingperns analyzer (Hamilton Thorn
Research, Beverley). The settings employed foryarsalvere as follows: acquisition rate: 60
Hz; number of frames: 100; minimum contrast: 25nimum cell size: 10; low static-size
gate: 2.4; high static-size gate: 2.4; low statiensity gate: 1.02; high static-intensity gate:
1.37 ; minimum elongation gate: 12; maximum elommgagate: 100; magnification factor:
0.70. The motility parameters measured were: daealr velocity (VCL) and amplitude of
lateral head displacement (ALH). A minimum of 10@tile spermatozoa for each sample

was analyzed.

Production of recombinant sPLA2s —Recombinant mouse sPLA2s group lIA, IID, IIE, V
and X and the H48Q mutant mGX sPLA2 were producedescribed previously (Rouault et
al, 2007;Singer et al, 2002). Pro-mGX sPLA2 wadpoed as for WT mature mGX sPLA2
using the pAB3 vector in which the full-length cDNedding for Pro-mGX was inserted in
frame with theAGST protein and the factor Xa cleavage site, winehe removed from Pro-

mMGX sPLA2 by using the factor Xa protease (Roudidt,Calvez, Boilard, Surrel, Singer,
Ghomashchi, Bezzine, Scarzello, Bollinger, Gellal Bambeau, 2007).

Chemical compounds— M2 and M16 medium were purchased from Sigma.
PMSG is from Ceva santé animal and HCG is fromnrimtie BSA, Cohn Fraction V and

processed to reduce fatty acid content was frorm&ig



RESULTS

mGX inhibits specifically sperm motility among 5 mammalian sSPLA2

During its short life, sperm are confronted withvesal sPLA2, either with sPLA2 of
epidydimal or prostatic origins in seminal plas(vasuda, Murakami, Matsumoto, Eguchi,
Urade, Lambeau, Gelb, Ishikawa, Ishii, and Kudd)4)Oor with PLA2 secreted by sperm
itself during acrosome reaction (Lessig et al, 300Bscoffier, Jemel, tanemoto, Taketomi,
Coatrieux, Sato, Yamamoto, Masuda, Pernet-Gallagrrd? Hara, Murakami, De Waard,
Lambeau, and Arnoult, 2009). We thus evaluateceffext of 5 different mammalian sPLA2
known to be present in female or male genital te¢mGIIA, mGIID, mGIIE, mGV and
mGX) on motility of sperm, using computer assisspérm analysis (CASA). Sperm tracks
are characterized with CASA system by four basiapeters allowing evaluating sperm
motility: the track speed (VCL), the progressivéoedy (VSL), the path velocity (VAP) and
the lateral displacement of the head (ALH). We &mlin this study only on two parameters,
the VCL and the ALH parameters. In a first set pperiments, we tested the 5 different
sPLA2 on non-capacitated sperm. Figures 1A,B shdeesrly that only mGX-sPLA2 was a
potent modulator of VCL and ALH when incubated withcapacitated sperm during 10 min
in M16 culture medium a 37°C. In the presence & M mGX, the mean VCL is decresead
by 23%, from 165.55 + 5.44 (n=19) to 124.73 + 6.66/s (n=16), p<10and the mean ALH
is decreased by 14%, from 11.45 £ 0.35 (n=19).84 2 0.54 um (n=16), p=0.01. In order to
better characterize the inhibitory effect of mGX eperm motility, we determined the
minimal concentration of mGX leading to the inhibit effect. Figure 1C, presenting dose-
response curves for VCL and ALH, shows that sperotility, and more particularly VCL,

was affected by doses as low as 20 nM of mGX-sPLA2.

Heter ogeneous response of sperm to mGX treatment.

Sperm motility presents a high degree of heteraggeneven in a single cell population

obtained from one male. The heterogeneity was alygpl by a wide range of VCL and ALH

values, indicating different subpopulations of speifhe values for VCL started from 7.5

pm/s to values higher than 450 um/s in a contriblpogulation (figure 2A, blue bars/curve).

We noticed a same degree of heterogeneity for AtiHce ALH values were comprise

between 0 and 20 um (figure 2B, blue bars/curve}his study, static sperm cells and slow
cells were not counted and only sperm cells withA® > 7.5 um/s have been analyzed. An

important question was to determine if mGX inhistew (VCL<150 pm), medium (150



UmM<VCL<350 pm) or fast sperm subpopulations (VCLG-88n) with a similar potency. To
address this question we first compared VCL or Adistributions of a control and a mGX-
treated sperm population and then the VCL or ALBtréhutions of the mGX-treated sperm
population versus a theoretical distribution oledirafter applying a reduction factor to the
speed of each subpopulation equivalent to the nf@etor of reduction for VCL or ALH
obtained from the whole population of the sampls. showed in figure 2A-2B, , adding
mMGX-sPLA2 modified the distribution of both studiedotility parameters of sperm
population, by basically increasing the percentafygsperm with slow speed and low ALH
(black bars/curves). We thus traced a theoretitdtilution of the speed of mGX treated
sperm by applying to all subpopulations an idehtrealuction factor corresponding to the
reduction measured on the whole population sanmptéline in figure 2C; in this case, mean
reduction is 30%). Comparing measured and theatetitGX treated sperm distributions
shows clearly that the theoretical distribution sloet fit the mGX-treated sperm distribution
(figure 2C black curve versus red curve). This Itestrongly suggests that some
subpopulations were differently affected by sPLA&tment, and more particularly the VCL
of medium and fast sperm are less inhibited by m@nh expected. Similar calculation
applied to ALH allowed us to trace a theoreticastdbution corresponding to a 17%
reduction of the ALH (17% is the mean factor of Aleduction in this case) (figure 2D).
Similar comparisons between the distribution of Al mGX-treated sperm versus the
theoretical distribution strongly suggest that sosubpopulations were also differently
affected by sPLA2 (figure 2D). The heterogeneitysperm population is illustrated in the
tracks of figure 2E and 2F, representing the pmsitf the head of sperm over a period of 30

s measured in control sperm and mGX treated spespectively.

mMGX effect isdependent of SPL A2 enzymatic activity

sPLA2 have two modes of action: an enzymatic motlera/ they hydrolyse phospholipids
or/and a ligand mode where they act as agonistspiecific lectin receptors. We wondered if
enzymatic activity was required for sperm motilityodulation by sPLA2. First, we tested a
mutated mGX-sPLA2, with a substitution of one amawid in its enzymatic pocket, H48Q,
leading to a complete loss of the enzymatic agtiidanssen et al, 1999). In figure 3, we show
that the mutated mGX-sPLA2 was unable to affectrap€CL (figure 3A) or sperm ALH
(Figure 3C). mGX-sPLA2 is first synthetized as pn&X, a precursor molecule, which is
cleaved in mGX-sPLA2 and a peptide of 11 aminos@lpillard et al, 1997). Pro-mGX has
a very low phospholipase enzymatic activity. Weddshe effect of 200 nM pro-mGX on



sperm motility and none modification have been oles on VCL and ALH (figure 3 A,C
respectively). These results suggest that enzynaatiivity plays a crucial role in sperm
motility modulation by sPLA2. To confirm this resube tested a specific inhibitor of mGX-
SPLA2 sPLA2, LY329722. This compound inhibits mGRE#A2 enzymatic activity with an
ICs0 Of 75 NM (compound A in (Smart et al, 2006). legence of LY329722 at 1 um, mGX-
SPLA2 sPLAZ2 is less potent to modulate VCL and Affigure 3B and 3D, respectively).

mGX effect is modulated during capacitation

We know that capacitation leads to an importaningkain the lipid composition of the
plasma membrane and more particularly in phospiaslipnd this change could have as a
consequence a modification of the nature of sutestreor mGX. Because mGX catalytic
activity is important for its action on sperm mibyil the modification of the nature of mGX
substrates could then modify the action of mGX pars motility. We thus wondered if
mGX retained its ability to modulate sperm motilafter capacitation. We first wanted to
confirm that the sperm plasma membrane composiéind, more particularly phospholipids,
changes during capacitation and subsequently testigate if catalytic mGX activity is
modified by theses modifications. Among phosphdbpi phosphatidylserines are easily
identified because annexine V stains them spetiifics&Ve thus focused on this peculiar
phospholipid to evidence phospholipids changesnducapacitation. Before capacitation, no
annexine V staining was present in sperm (figurg 4ithe other hand, a strong annexine V
staining appeared after 35 min of capacitationu(@g4B). We noticed a strong straining on
flagella. In the other hand, sperm head were neteakly stained. This result demonstrates
that capacitation induced by cholesterol efflux /andbicarbonate influx leads to a
modification of phospholipid asymmetry, promotingernalisation of new phospholipids at
the plasma membrane of the flagella and thus priogpatew substrates for sSPLA2. This
pattern of staining is strongly modified by mGXatement: non capacitated sperm treated with
mGX were annexine V positive (figure 4C) and cajaded sperm were annexine V negative
(figure 4D). The fact that mGX produced an appeagaaf annexine V staining in non
capacitated sperm indicates a transfert of phogpfsgrines from internal leaflet of the
plasma membrane to its external leaflet. This tesas interpreted as the catalytic activity of
mGX on non characterized lipids of the plasma mamérof non capacitated sperm. In a
similar way, the fact that mGX produced a vanishiigannexine V staining in capacitated

sperm indicates that phosphatidylserines were gubdtrates for mGX. All together, these



results demonstrate that the set of metaboliteslymed by mGX on non capacitated or
capacitated sperm are different. We next compahnedirthibitory effect of mGX on the
mobility of non capacitated versus capacitatedrap&perm were capacitatited 90 min in 2%
BSA at 37°C in a 5% CO2 chamber and sperm motdias measured after 10 minutes
incubation with mGX. Because sperm were capacitat¢ioe presence of low fat BSA, and to
avoid an artefact effect of BSA, capacitated sperere washed with M16 before mGX
incubation in order to remove BSA. Thus, non capéetl and capacitated sperm were treated
with mGX in the same medium. Whereas mGX inhibitegl VCL of non capacitated sperm
by ~18%; p<1@, n=6, in capacitated sperm, mGX was less potedtiahibited VCL by
~9%, p-0.036, n=6 (figure 4E).

LY 329722, a specific inhibitor of mGX, increases VCL of capacitated sperm

We have previously demonstrated that mGX is relbadering spontaneous acrosome
reaction and increase sperm fertility (Escoffiennél, tanemoto, Taketomi, Coatrieux, Sato,
Yamamoto, Masuda, Pernet-Gallay, Pierre, Hara, klm, De Waard, Lambeau, and
Arnoult, 2009) by promoting spontaneous acrosoraetien. The facts that mGX is released
during capacitation and the fact that recombina@Xris able to modify sperm mobility
raised the question of the control of sperm mabibly endogenous mGX. To test this
hypothesis, we compared VCL and ALH of sperm trbatgth LY329722, the specific
inhibitor of mGX during capacitation, versus noaated sperm (control). We measured the
mean VCL and ALH at various time of capacitation 4& and 90 min). There were no
statistically significant differences in VCL betweeontrol and LY329722 treated sperm
before and after 45 min of capacitation (figure IB)contrast, difference of VCL measured
from control and LY329722 treated sperm were dtatiby significant (P < 0.05) after 90
min of capacitation: the mean VCL increased fror2.78 5.1 to 191.1 £ 5.0 um/s; p=0.036,
n=11 (figure 5). This increase of 5% of the mearLV€in good accordance with the level of
inhibition induced by recombinant mGX in capacitasperm (9%). Moreover, the fact that
LY329722 did not produce any effect before the 90utes is consistent with the kinetic of
release of the endogenous mGX during spontaneausame reaction, as demonstrated
previously (Escoffier, Jemel, tanemoto, Taketomgaftfieux, Sato, Yamamoto, Masuda,

Pernet-Gallay, Pierre, Hara, Murakami, De Waaranheau, and Arnoult, 2009).






DISCUSSION

The results presented in this paper are importangdveral reasons. First, they underline the
importance of phospholipid in sperm motility, seddhey demonstrate that mGX present a
unique feature among five different sPLA2, by dasieg sperm motility of non capacitated
sperm, and finally they demonstrate that endogenm@&X released duringn vitro
capacitation controls sperm motility. Altogethdrese results demonstrate that sperm motility
is dependent of i/ lipid homeostatis and ii/ enzgimactivity of secreted GX PLA2

Sperm motility is controlled by sPLA2.

From our knowledge, this paper is the first showtimat sperm motility is directly controlled
by sPLA2 metabolism. The platelet activating fad®AF), which is an ether phospholipid
increases sperm chemotactism but no data are bleaitancerning the effect of PAF on
sperm motility parameters {Wu, Stojanov, et al. 2@B4 /id}. Finally, the disruption of the
internal PLA2 VIA (iPLAZ3) gene leads to a severe motility phenotype but dinect
contribution of sPLA2 to sperm flagellum beat wad demonstrated. We have previously
showed that mGX is a strong inducer of acrosometica{Escoffier, Jemel, et al. 2009 628
/id} and an obvious question arising from the aboe®ults is: “is motility decrease due to a
modification of the acrosomal status of sperm?fignre 6, we traced on the same graph the
dose-response curves for AR level and sperm mpotlktcrease. From this figure, it is clear
that AR did not induce a sperm motility decreaseeithere was not correlation between both
phenomena. This absence of correlation is obviesgecially at low and high concentrations
of mGX. For instance, at 2 nM, the motility was radtected whereas this concentration
produced an increase of 30% of the number of aomeseacted sperm.

The molecular mechanisms controlling the flagellbeat is not fully understood but two
second messengers play critical roles: cAMP arfd.&e main source of €4is the culture
medium and specific ionic channels, like CatSpeefRNavarro, et al. 2001 389 /id}, are
involved in C&" flux in the flagellum. Membrane potential, and e@articularly the driving
force, plays also a crucial role in €dlux. Membrane protein functions are influenced by
specific protein—lipid interactions that are depamdon the chemical structure of lipids. For
instance, voltage sensor of Kv2.1 potassium chaameemodulated by charged phospholipids

and sphingomyelinase change strongly biophysiaabeties of this channel {Xu, Ramu, et



al. 2008 535 /id} and thus ion fluxes. Because sPLodify plasma membrane lipid
properties and more particularly phospholipids ribstion, ionic conductances controlling
cd* flux directly or indirectly through membrane paieh should be modulated by this

change in lipid composition and finally may be masgible for sperm motility alterations.

Heterogeneity of mGX action

We have previously showed that a small fractionthef sperm population is reluctant to the
AR induced by sPLA2 even at the highest concepimatiested, that is 500 nM. This result
suggests that sperm cell population presents ardggneity with likely different levels of
fertile competences. The notion of heterogeneitgpdrm population, with more competent
fractions is supported by our results concernirgg rtiotility in the sperm population. From
sperm velocity data, it is obvious that differentbgopulations were present in a sperm
sample. This idea is reinforced by that fact tHRtA2 did not modify sperm velocity in an
equal way, since high-speed sperm (the most comipeigerm subpopulation) are less
affected than low speed sperm by sPLA2 treatmegtir¢ 3). From these results, we can
speculate that sPLA2 may contribute to sort compesperm cells by two ways: first by
promoting AR of non functional sperm cells and setdy decreasing sperm motility of low
speed sperm, which has for consequence to dedteashance of low speed sperm to reach
the crucial oocyte localization.
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Figure 1. mGX sPLAZ2 isthe most potent inhibitor of sperm motility among 5 different

mammalian sPLAZ2s.
A, B: Effects of mGIIA, mGIID, mGIIE, mGV and mGX sPLA& 200 nM on sperm motility

were analysed with a CASA (computer assisted speraysis) system. Two different sperm
motion parameters “track speed” VCL (A) and “latadsplacement of the head” ALH (B)
are showed. For each sPLA2, we compared the vahtaied in the presence of the enzyme
with the values obtained in a control experimerthvgiperm cells from the same animal, n=
16 for mGX, n=5 for mGV and n=3 for mGIIA, mGIID dmGIIE sPLA2.C: Dose response
curve of mGX sPLA2 on two different sperm motiorrgraeters ALH ¢) and VCL ¢).
mGX concentrations tested were 0.2, 2,20,200 afchb0
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Figure 2. The effect of mGX is heterogeneous and high-speed sperm are less affected
than low speed sperm by sPL A2 treatment.

A: Control sperm cells population presents an hgemeous VCL distribution, ranging from
0-50 pum/s to value above 450 pm/s and showing wed&$ (blue bars/line). In the presence of
200 nM mGX, we observed a shift of sperm VCL disition (black bars/line)B: This
distribution is different of a theoretical distriimn obtained after a 30% decrease of each sub-
population (red line), which is the mean decredshesperm VCL population sample in the
presence of 200 nM mGX sPLAZC: Control sperm cells population presents an
heterogeneous ALH distribution, ranging from 0-2 pmvalue above 18 um (blue bars/line).
In the presence of 200 nM mGX, we observed a diifsperm ALH distribution (black
bars/line).D: This distribution is different of a theoreticakttibution obtained after a 17%
decrease of each sub-population (red line), whicthé mean decrease of the sperm ALH
population sample in the presence of 200 nM MGXASPIE, F: Effects of mGX sPLA2 on
individual sperm tracking (blue lines). Comparisircontrol sperm (E) and sperm incubated
with 200 nM mGX during 10 min (F) obtained from ts@me animal. Note that the length of
the tracks, which is proportional to the speedhef $sperm cell, is more heterogeneous after
application of sSPLA2. Static and slow cells haverberased.

Control and mGX conditions of graphs A and C cqoesled to 3 different mice, where a

mean of 205 sperm per control mouse and 310 sperrm@X-treated mouse were scored.
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Figure 3. Enzymatic activity of mGX isrequired to affect sperm motility.

A, C: mutation of the catalytic site of mGX (H48Q) alsbles its ability to affect sperm
motility (n=3). Pro-mGX, the inactive pro-enzyme miGX is also unable to affect sperm
motility (n=3).

B, D: the specific SPLA2 inhibitor LY329722 blocks thiéeet of mGX on sperm VCL and

ALH (n=5, for mGX at 200 nM and n=3 for mGX at 50, p as indicated).
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Figure4. Changein lipid composition during capacitation decreases mGX potency.

Confocal images of sperm stained with annexineyénine-3. A. non capacitated sperm, B.
capacitated sperm, C. Non capacitated sperm tre@tbd200 nM mGX during 10 min., D
capacitated sperm treated with 200 nM mGX duringril®. E. Mean VCL of control (black
bars) or mGX (200 nM) treated sperm populationsit@vhars), before capacitation (two left
bars) or after capacitation (two righ bars), n9fei® were capacitated by incubating them in
2% BSA in M16 medium during 90 min.
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Figure 5. LY 329722, a specific inhibitor of mGX increases the mean VCL of sperm

capacitated during 90 min.
Sperm were capacitated by incubating them in 2% BSAM16 medium in a % CO2

incubator at 37°C in the absence or presence of2BY32 a 1 uM. At various time of
capacitation, (0, 45 and 90 min), the VCL of coh{lack bars) or LY329722 treated sperm

(white bars) were compared, n=11.
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Figure 6. Absence of correlation between acrosome reaction and decrease of sperm
motility
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Nonstandard abbreviations used:

sPLA,;: secreted phospholipase A»;

A comprehensive abbreviation system for the various mammalian sPLAjs is used: each
sPLA, is abbreviated with a lowercase letter indicating the sPLA, species (m for mouse),
followed by uppercase letters identifying the sPLA; group (GIIA, GIID, GIIE, GIIF, GV, GX,
for group IIA, IID, IIE, IIF, V, X, respectively);

PAF: ether phospholipid 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glyceryl-3-phosphocholine;

LPL: lysophospholipid; LPC: lysophosphocholine;

AR: Acrosome reaction.



Ejaculated mammalian sperm must undergo a maturation process, the capacitation, as
they traverse the female reproductive tract and before they can fertilize the egg. Several
studies have suggested a role for one or more phospholipases A, in capacitation,
acrosome reaction (AR) and fertilization, but the molecular nature of these enzymes and
their specific roles have remained elusive. We demonstrate here that mouse group X
secreted phospholipase A, (MGX sPLA2) is the major enzyme present in the acrosome
of spermatozoa and that mGX is released in an active form during sperm capacitation
via spontaneous AR. The size of litters from male mGX-deficient mice was slightly
smaller than that of wild-type males. Spermatozoa from mGX-deficient mice exhibited
lower spontaneous AR associated to a decreased outcome of in vitro fertilization (IVF),
due to a drop of fertilization potential of sperm and an increase of the rate of aborted
embryos. Specific SPLA; inhibitors and antibodies to mGX blocked spontaneous AR of
wild-type sperm and reduced IVF outcome. These effects were restored by addition of
lysophosphatidylcholine, a catalytic product of mGX. Finally, recombinant mGX
triggered AR in a catalytic- and dose-dependent manner and improved IVF outcome.
All together, our results reveal the presence of group X sPLA; in sperm acrosome and
highlight a paracrine role of this enzyme during capacitation in which the enzyme
primes sperm for efficient fertilization and boosts premature AR of a likely

phospholipid-damaged sperm subpopulation to discard them from the fertilization race.



Introduction

Spermatogenesis in the testis leads to the production of morphologically mature sperm cells
which are still functionally immature, immotile and incompetent for fertilization. Before
fertilization, these sperm cells should undergo two major series of important morphological,
biochemical and functional modifications, one in the epididymis and the other in the female
reproductive tract after ejaculation. During their transit through the epididymis, sperm cells
acquire progressive motility and prime the signaling pathways that will eventually orchestrate
capacitation. The full fertilization potential of spermatozoa will be reached in vivo only after
capacitation, a final maturation process occurring in the female reproductive tract.
Capacitation was discovered by Austin and Chang in the early 1950s and is defined as a
complex set of molecular events that allow ejaculated sperm to fertilize an egg (1).
Fertilization starts with sperm binding on zona pellucida and is followed by the physiological
acrosome reaction (AR), which is essential for sperm-oocyte fusion. Only fully capacitated
spermatozoa can bind to the zona-intact egg and are competent for AR (2). However, during
capacitation, a large fraction of sperm (30-40%) undergoes an anticipated AR called
spontaneous AR (3). This process is currently interpreted as a sperm malfunction and suggests
that a subpopulation of ejaculated sperm does not tolerate the above final maturation process.
The endogenous factors responsible for spontaneous AR and the possible physiological
reasons for this process have not been identified. Indeed, the molecular mechanisms of sperm
capacitation is still poorly understood, even after 50 years of intensive research (4-7). If
capacitation clearly depends on ion fluxes and protein phosphorylations, this process is also
characterized by a strong dependence on the lipid membrane composition and lipid
metabolism. Indeed, major lipid remodeling events of sperm including reorganization of the

plasma membrane and formation of membrane subdomains have been observed during



capacitation at both chemical and biophysical levels (7-9). During capacitation, the most well-
known modification of the plasma membrane is cholesterol efflux which plays a major role in
sperm maturation both in vivo and in vitro (4;10). Other major changes during capacitation
include remodeling of lipid rafts, efflux of desmosterol, changes in sterol sulfates,
phospholipids, sphingomyelin and ceramides, all of them likely contributing to the increase in
membrane fluidity by changing lipid packing and thereby providing heterogeneity of the
sperm population (4;11-13). If obviously several families of lipolytic enzymes are involved in
these lipid modifications (14), phospholipases A, (PLA;) are likely to be important, because
of their large diversity of action from phospholipid remodeling and lipid mediator release to
inflammation and host defense (15;16).

PLA; catalyze the hydrolysis of phospholipids at the Sn-2 position to generate free fatty acids
and lysophospholipids, which are precursors of different lipid mediators such as eicosanoids
and platelet-activating factor (PAF) (17-21). PLA, metabolites either leave the cellular
membrane and are involved in different cellular signaling pathways or accumulate in the
leaflet of the membrane and change its biophysical properties. PLAs constitute one of the
largest families of lipid hydrolyzing enzymes and have been classified into several groups
(15). Based on their respective structure and cellular localization, PLA,s can be divided into
two major sets of proteins: a set of Ca*"-dependent and Ca*"-independent intracellular PLA,s
and another set of Ca*"-dependent secreted PLA,s (sPLA,). The PLA, family also comprises
a set of intracellular and secreted forms of PAF-acetyl hydrolase. Deciphering the biological
functions of each PLA, member is challenging. Studies over the last decade have shown that
intracellular PLAs including group IVA cytosolic PLA, (cPLAsa) and group VIA Ca®'-
independent PLA, (iPLA,B) are mainly involved in the production of various lipid mediators
in different tissues and cell types activated by numerous stimuli (17-22). Production of these

lipid mediators is important in numerous and diverse physiological and pathophysiological



conditions. Several sPLA;s, in particular group IIA, V and X also contribute to the production
of lipid mediators in certain conditions and have been involved in diverse physiopathological
conditions including inflammation and associated inflammatory diseases, tissue injury and
host defense (16;23-25).

Several intracellular and secreted PLA,s have been described in the testis and other male
reproductive organs, but their respective functions in reproduction still remain largely
obscure. Group VIIIB PAF-acetyl hydrolase and iPLA, have been found in sperm cells and
the corresponding deficient mice present defects in early spermatogenesis and sperm motility,
respectively (26-28). cPLA,-¢ has recently been cloned and found to be expressed in the
testis, but its function is still unknown (29). Previous studies have also shown that several
sPLAss including group IIA, IIC, IID, IIE, IIF, V and X are present in various genital male
organs such as testis, epididymis, vas deferens, seminal vesicles and prostate, but their exact
functions are still speculative (30;31). More particularly, mouse group IIE, V and X sPLA;s
(mGIIE, mGV and mGX, respectively) have been localized in the late spermatids, but their
presence in mature sperm and their specific functions in capacitation or fertilization remain to
be determined.

Irrespective of the above, different studies have shown that one or several uncharacterized
PLA;s play an important role in capacitation, AR and the early steps of fertilization including
sperm binding and sperm-oocyte fusion (32). First, several biochemical studies have
demonstrated the presence of one or several low molecular weight Ca**-dependent sPLA,-like
proteins in spermatozoa from different species, yet their true molecular nature still remains
elusive (33-36). Concerning capacitation, a spontaneous release of PAF during capacitation
has been linked to activation of spontaneous AR, but the enzyme responsible for PAF release
has not been identified (37). Concerning AR, non physiological and physiological stimuli of

AR using Ca”>" ionophore, progesterone and zona pellucida produce the release of arachidonic



acid and/or lysophosphatidylcholine (LPC), and is prevented by PLA, inhibitors on sperm
from various species (38-41). However, the identity of the PLA,(s) involved in this exocytotic
event has not yet been revealed and the use of poorly specific PLA; inhibitors such as Ro 31-
4493, aristolochic acid or ONO RS-82 in these studies cannot provide any clue (38;40;41).
PLA; activation during AR is also supported by the fact that LPC and fatty acids accelerate or
promote exocytosis (42;43). Finally, LPC improves sperm binding on zona pellucida (44) and
sperm-oocyte fusion (45), supporting the notion that one or several PLA;s including an sPLA,
protein may be important for capacitation and fertilization.

In this paper, we have used mouse group X deficient mice (mGX™), sPLA2 inhibitors and
recombinant mGX protein to identify a novel role of this SPLA;. We demonstrated that mGX
sPLA; is the major enzyme present in the acrosome of mature spermatozoa and is released as
an active enzyme during AR. mGX controls sperm physiology at two levels, first during
capacitation, by triggering spontaneous AR of a specific subpopulation of sperm, and second
during the subsequent fertilization by improving the sperm fertilization potential.

In our companion paper (46), Sato et al have shown that another enzyme, the mouse group I1I
sPLA; is highly expressed in the proximal epithelium of epididymis and that mice deficient
for this sPLA, exhibit male infertility because of profound defects in sperm maturation.
Together, our results show that two catalytically active sPLA;s are expressed in different
locations within the reproductive male organs and exert non redundant functions at two major
steps of maturation of spermatozoa, one during their transit through the epididymis and the

other during capacitation, with important impacts on male fertility in both cases.



Results

mGX sPLA; is specifically expressed in late spermatogenic cells and mature spermatozoa.

Quantitative RT-PCR analysis showed that the mRNA coding for mGX is present at much
higher levels in the testis than epididymis (Figure 1A). In situ hybridization on tissue sections
of the testis from 8-week-old C57BL/6J mice showed that mGX mRNA is present in late
spermatogenic cells (spermatocytes and spermatids, but not spermatogonia) in the
seminiferous tubules (Figure 1B). In accordance with these results, immunohistochemistry
experiments on parallel tissue sections with a specific polyclonal mGX antibody showed the
presence of mGX in spermatocytes and spermatids, but not in spermatogonia (Figure 1C). In
magnified views (Figure 1C inset), scattered signals with crescent and elongated shapes were
evident in spermatocytes and spermatids, suggesting that mGX is localized in the acrosomal
area. To further support this finding, spermatozoa from cauda epididymis were stained with
anti-mGX or control antibodies. A strong immunofluorescent signal for mGX was confined to

the sperm head, in agreement with an acrosomal localization (Figure 1D).

mGX sPLA; is released during AR.

To further demonstrate that mGX is an acrosomal protein, we monitored the release of the
protein from mouse mature sperm undergoing in Vitro capacitation in conditions known to
induce spontaneous AR of 30 to 40% of the sperm population over the time of incubation.
mGX and other sPLA;s possibly present in the acrosome were seeked using specific and
sensitive (down to 5 pg per assay for mGX) time-resolved fluoroimmunoassays (TR-FIA)
recently developed for the different mouse sPLAj;s (47). During the time-course of
capacitation, the amount of mGX was increased in the supernatant and concomitantly

decreased in the pellet (Figure 2A). Moreover, inducing AR by the Ca** ionophore A23187



almost doubled the amount of released mGX at 90 min of capacitation. The fact that mGX
redistributed from the sperm pellet to the cell supernatant during capacitation or after
A23187-induced AR clearly demonstrates that the enzyme is present in the acrosome of
mature sperm. When mGX" sperm were used in similar capacitation experiments, no mGX
TR-FIA signal was found, validating the specificity of the results (Figure 2B). We measured
in parallel the release of mGX sPLA, by a sensitive sPLA, enzymatic assay using
radiolabeled E. coli membranes as a substrate. In accordance with the TR-FIA results, the
sPLA, enzymatic activity was increased in the supernatant and decreased in the pellet,
indicating that the mGX sPLA, released during capacitation is active (Figure 2C). The
measured enzymatic activity was due to mGX since no variation of enzymatic activity was
observed in mGX"" sperm (not shown). We also examined the presence of mGX and other
sPLA;s including mGIIA, mGIIE and mGYV in the sperm of various mouse strains (C57BL/6J,
BALB/c and OF1) and found that mGX sPLA, was the only detectable protein in all these
strains (not shown). These experiments collectively indicate that mGX is the major sPLA,
present in the acrosome of mature mouse sperm, that the enzyme is released during AR in an
active form, and that it contributes to most of the SPLA, enzymatic activity released in the

sperm bathing medium during capacitation.

Disruption of the mGX gene results in a lower fertility outcome.

Although no obvious reproductive phenotype has been reported for mGX” male mice
(48;49), we re-investigated this question by studying the fertility outcome in natural mating
and in vitro fertilization experiments (IVF) (50). Both male and female mGX™ mice were
fertile when mated with wild-type (WT) C57BL/6J mice (not shown); however, the average
litter size of mGX”" male mice crossed with mGX™" females (5.40 + 0.76 pups, n=5 p<0.05)

was slightly lower than that of WT littermates (8.16 + 0.39 pups, n=37) (Figure 3A), possibly



indicating a lower fertility of mGX”" animals. To discriminate between male or female
reproductive deficiency, we performed IVF with mGX” sperm and WT oocytes. We scored
the different types of egg/oocytes obtained 24 hours after mixing sperm with oocytes:
unfertilized oocytes, 2-cell embryos (normal stage) and aborted embryos, and we used the 2-
cell embryos values to measure fertility (51), since 2-cell embryos are appropriate for transfer
into the female tract (Figures 3B and C). We controlled that oocytes incubated without sperm
in M16 medium for 24 hours did not present any type of cell division (not shown). In IVF
experiments, the fertilizing potential of mGX" sperm was clearly impaired when compared to
WT littermate sperm (Figure 3D). Indeed, the rate of 2-cell embryos was reduced from 67.6 +
2.2% (n=13) for mGX"" sperm to 37.6 + 3.9% (n=11, p<0.01) for mGX"" sperm while the
rate of aborted embryos increased from 7.7 + 1.6% to 11.9 + 1.9% (n=11, p<0.05) for mGX """
and mGX™" sperm, respectively. The percentage of unfertilized oocytes was also increased by
more than 2-fold for mGX™" sperm. Interestingly, the impaired fertility of mGX™" sperm was
rescued by incubating mGX'~ sperm with recombinant mGX protein throughout the

capacitation period (Figure 3E).

Endogenous mGX sPLA; regulates spontaneous AR.

The fact that mGX sPLA; is released during AR plus the fact that lysophospholipids and fatty
acids, two products of SPLA; activity can activate AR (42;52) makes possible that the mGX
released during the early time points of capacitation boosts spontaneous AR in a paracrine
manner. To explore this possibility, we compared the kinetics of spontaneous AR between
sperm from mGX"" and mGX”" mice. The early onset of spontancous AR was unchanged
between mGX""" and mGX™" sperm. However, the level of spontaneous AR of mGX™" sperm
occurring during the late phase of capacitation (55-90 min) was markedly lower than that of

mGX"" sperm (Figure 4A) and reached a plateau during the late phase of capacitation (55-90
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min). To confirm the ability of mGX to trigger AR, we evaluated the capacity of exogenous
recombinant mGX to trigger AR during capacitation (Figure 4B, C and D). The mGX
recombinant enzyme was highly effective since concentrations as low as 0.2 nM could induce
AR of about 25% of the sperm population when incubated with sperm for 10 min. mGX
caused a dose-dependent activation of AR with a maximal increase of ~50% observed at
concentrations higher than 200 nM. These results were expressed as total AR minus
spontaneous AR, in order to show the specific sSPLA;-induced AR (Figure 4B). Incubation of
uncapacitated sperm for 10 min with 200 nM mGX increased the rate of total AR from 23.7 +
1.4% to 68.1 + 2.1% (n=23, p<10”) (Figure 4C). Finally, a brief incubation of non-
capacitated or capacitated sperm with the enzyme for 10 min before scoring AR indicates that
mGX kept the ability to induce AR throughout capacitation (Figure 4D). Together, our results
demonstrate that spontaneous AR occurring during the late phase of capacitation is controlled
by the secretion and paracrine activity of mGX. Our results also indicate that mGX modifies
the ratio between two sperm subpopulations: the acrosome-reacted and the non-acrosome-
reacted sperm. Importantly, we observed that very high concentrations of recombinant mGX
sPLA, did not induce AR of the entire sperm population, and that about 30% of the sperm

population remain fully resistant to mGX in our conditions of capacitation.

mGX sPLA, triggers AR via its catalytic activity and independently of cytosolic Ca** rise.

To determine whether the catalytic activity of mGX is required for the induction of AR, we
first tested the catalytically-inactive H48Q mutant of mGX. As for several other SPLA>s with
a mutation at the active site histidine (53;54), the mGX H48Q mutant has less than 0.1% of
WT catalytic activity (not shown). This mutant was unable to trigger AR of uncapacitated
sperm (Figure SA- 0). We then tested the effect of recombinant pro-mGX, the zymogen form

of mGX, which has very low enzymatic activity (55). Pro-mGX was also unable to trigger AR
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at 200 nM (Figure 5A - A). Finally, we tested LY329722, a very specific sSPLA, inhibitor
(compound A in (56)), and found that this inhibitor blocked the sPLA;-induced AR of
capacitated sperm at 1 uM (Figure 5B). Together, these results demonstrate that the catalytic
activity of mGX is essential for inducing AR. We also wondered whether Ca”" influx was
required for mGX-induced AR. To address this question, sperm were loaded during 30 min in
a non capacitating medium with BAPTA-AM, a cell-permeant and fast chelator of Ca®".
Sperm were then washed and incubated for another 30 min to allow for a complete de-
esterification of BAPTA-AM. At the end of this procedure, sperm were immobile, indicating
efficient chelation of cytoplasmic Ca®" by BAPTA. Sperm were then incubated with mGX for
10 min and AR was scored. The effect of mGX was not prevented by BAPTA, indicating that

calcium signaling is not involved in sPLA;-induced AR (Figure 5C).

Acrosome- and non-acrosome-reacted sperm treated with mGX present normal
ultrastructural morphology.

We studied by electron microscopy the effect of mGX on sperm head ultrastructure. We first
found that non-acrosome-reacted sperm treated for 10 min with 200 nM mGX presented
ultrastructural characteristics (Figure 6A) which are undistinguishable to those of untreated
sperm (Figure 6B), without any apparent defect in the acrosomal area. We next analyzed the
morphology of acrosome-reacted sperm. There are 3 morphological criteria by which an AR
can be evaluated as normal : i) the outer acrosomal membrane should present vesiculation, ii)
the plasma membrane should fuse with the outer acrosomal membrane and iii) it should
present a characteristic double hairpin shape at the base of the acrosome (57). We compared
A23187-induced and mGX-induced AR. All the sperm which were acrosome-reacted by
A23187 presented a complete AR exhibiting the 3 above morphological criteria (not shown).

The sperm which were acrosome-reacted by mGX were judged as normal on the basis of the
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same morphological criteria (Figure 6C). We also observed very early stages of AR-like
cavitation of the acrosomal matrix (Figure 6D). Together, our analyses indicate that treatment
of sperm with mGX produces non-acrosome-reacted sperm and acrosome-reacted sperm with

a normal morphology.

The fertility outcome is dependent on the rate of spontaneous AR controlled by mGX sPLA,.

A fraction of the sperm population was found to be fully resistant to recombinant mGX, even
at concentrations as high as 500 nM (Figure 4B). This suggests that recombinant mGX
specifically targets a subpopulation of sperm and trigger their AR prematurely, ie before
fertilization. Since endogenous mGX is released during capacitation (Figure 2), a similar
mechanism may be operating physiologically and the role of endogenous mGX would be to
target a specific subpopulation of sperm which may have defective sperm function. To
address this possibility, we performed in vitro fertilization experiments with WT sperm
pretreated with the sSPLA; inhibitor LY329722 throughout capacitation. Again, we used the 2-
cell embryos outcome as an endpoint to measure fertility (51), since the development of 2-cell
embryos is independent of female factor and they are appropriate for transfer into the female
tract. Treating sperm with LY329722 decreased the rate of 2-cell embryos by 23% (n=8,
p<0.023), which was compensated by the increased rate of aborted embryos (Figure 7A).
Importantly, the inhibitor did not alter the fertilizing potential of sperm since the rate of
unfertilized oocytes remained constant. We also followed spontaneous AR in the presence of
LY329722 during capacitation (Figure 7B). As expected and in accordance with the results
shown in Figure 4A, the onset of spontaneous AR was not modified by LY329722. However,
the spontaneous AR occurring during the late phase of capacitation (55-90 min) was markedly
reduced by the inhibitor. Similar results were obtained with indoxam, another sPLLA2 inhibitor

(55) (not shown). Since inhibitors such as LY329722 have a low membrane permeability
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(58), the inhibition of spontaneous AR is likely due to inhibition of mGX after its release in
the cell medium, and not to inhibition of mGX still present in the acrosome. The fact that
LY329722 blocks spontaneous AR and reduces fertility suggests that the level of spontaneous
AR controlled by mGX is an important factor controlling the fertility outcome. To confirm
this view, we performed IVF with sperm briefly treated with 200 nM recombinant mGX
during the last 10 min of capacitation (see Figure S1 for the time course of this type of
experiment). In accordance with the results of Figure 4C, this treatment elicited AR of ~70%
of treated sperm, and was blocked by LY329722 (Figure 8A). This treatment led to an
increased rate in 2-cell embryos from 38.09 £+ 5.27% for control to 57.50 &+ 4.69% for treated
sperm (n=13, p<0.0002) (Figure 8B). As for LY329722 (Figure 7A), mGX treatment did not
change the fertilization potential of sperm since the rate of unfertilized oocytes remained
constant: the increased rate of 2-cell embryos was compensated by the decreased rate of
aborted embryos, from 32.95 £ 5.06% to 19.85 = 2.96% (n=13, p<0.005). Furthermore, we
found that embryos obtained with mGX-treated sperm developed normally to the blastocyst
stage (Figure 8C) and that re-implanted blastocyst embryos gave rise to normal pups (not
shown). The effect of exogenous mGX on fertility was dependent on its enzymatic activity
since preincubation of mGX with LY329722 for 15 min before the short sperm treatment
blocked the positive effect on IVF (Figure 8D). We then reasoned that mGX may influence
fertility by decreasing the number of sperm able to cross the zona pellucida, and thus by
decreasing the risk of polyspermy. Indeed, the number of sperm in an IVF droplet profusely
exceeded the minimal number necessary to maximize the IVF outcome. To test this
hypothesis, we evaluated the IVF outcome (2-cell embryos) with a non-acrosome-reacted
sperm concentration equivalent to the one obtained after mGX treatment. This dilution did not
increase the fertility rate (Figure 8E) and ruled out the hypothesis of a decreased risk of

polyspermy due to mGX treatment. Altogether, the results shown in Figures 7 and 8 clearly
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indicate that the fertility outcome of our IVF experiments is linked to the level of AR

controlled by mGX.

LPC, an sPLA, metabolite, increases the fertilization potential of sperm.

We have demonstrated above that mGX, which is spontaneously released by sperm during
capacitation triggers AR of a subpopulation of sperm via a paracrine amplification loop. Our
IVF experiments further support the notion that this subpopulation of sperm is less fertile and
poorly promotes normal embryo development. Moreover, mGX™" sperm also present a deficit
of fertilization potential, as indicated by the decrease of fertilization rate (Figure 3D); and this
is suggestive of a role for mGX or its catalytic products downstream of capacitation. To test
this hypothesis, we allowed WT sperm to capacitate in the presence of YM26734, another
potent sPLA, inhibitor (59), washed the sperm by centrifugation to remove the inhibitor, and
then performed IVF experiments in the absence or presence of LPC, a major catalytic product
of mGX (60). Interestingly, treatment with YM26734 alone decreased the rate of fertilization
by 50%, from 58.9 + 6.8% to 35.6 = 5.7% (n=3) while addition of LPC could rescue the
fertilization potential of YM26734-pretreated sperm with a fertilization rate of 52.7 £ 9.7%
(n=3) (Figure 9A). To confirm the effect of LPC, we performed similar experiments in the
presence of a mGX rabbit polyclonal antibody and obtained similar results: the 2-cell rate
decreased from 51.7 + 5.2% with control sperm to 32.4 + 2.1% with sperm treated with mGX-
Ab and LPC, introduced after the capacitation of Ab-treated sperm, rescued the 2-cell embryo
rate to 57.1 £ 8.2% (n=3) (Figure 9B). Importantly, we observed that treatment of sperm with
LPC alone had not effect on the rate of fertilization at this concentration (not shown). This
result demonstrates that LPC, a mGX metabolite, is required for normal fertilization and
suggests a second role for mGX, downstream of the control of spontaneous AR. The

fertilization potential of the non-acrosome-reacted sperm subpopulation is thus dependent on
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mGX enzymatic activity and mGX or LPC is likely involved in one of the different steps of
fertilization occurring after capacitation, including sperm binding on ZP, ZP-induced AR

and/or sperm-egg fusion.

Discussion

This paper shows for the first time that mGX sPLA; is present in large amounts in the sperm
acrosome and plays an important paracrine role in the control of spontaneous AR during
capacitation, which is associated to a dramatic impact on fertility outcome. Our results also
provide indirect evidence that mGX plays a role during the downstream fertilization step, and
thus likely acts at two major stages of reproduction, capacitation and fertilization. Finally, our
findings may open new possibilities for the improvement of assisted reproduction techniques.
We first unambiguously identified mGX sPLA; as the major enzyme loaded in the mouse
sperm acrosome, based on in situ hybridization, immunohistochemistry and time-resolved
fluoroimmunoassays using mGX”~ mice as negative control. There have been numerous
biochemical reports in the past 40 years showing the presence of an sPLA;-like protein in
sperm cells, but the identity of this SPLA, was never clarified (32-36). This enzyme was of
low molecular mass, reported as a proenzyme, resistant to heat and acid extraction, Ca*'-
dependent, could hydrolyze both phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine, and was
sensitive to non specific sPLA, inhibitors such as mepacrine, p-bromophenacyl bromide,
aristolochic acid, Ro-4493 and Ro-4639. All of these features match those of group X sPLA,
(61-63). The enzyme was detected in sperm of several mammalian species including mouse,
hamster, rabbit, bull, ram and humans. Although several sPLLA,s are present in mouse male
reproductive organs (31), we did not detect mGIIA, mGIIE and mGV sPLA, proteins in
mature mouse sperm cells throughout in vitro capacitation while the expression of mGX was

very high, reaching several ng of mGX protein per million of sperm cells. This value appears
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very high when compared to the level of expression of mGX protein in various mouse tissues
(64) and fits with the very high expression of mGX mRNA detected in testis by RNA dot blot
analysis (62). Whether group X sPLA,; is also present in the sperm acrosome in other species
including humans remains to be determined. Interestingly, a proenzyme form was detected in
human sperm (34), and this would fit with the fact that human group X sPLA, has a
propeptide sequence (61). Langlais et al then reported the N-terminal sequence of a low
molecular mass PLA; purified from human sperm (35), but this sequence did not match any
known human sPLA;s including group X. More recently, Riffo et al (45) and Lessig et al (36)
reported the presence and release of an SPLA, from human sperm, but the two studies were
performed using antibodies with unknown specificity towards the different SPLA; isoforms,
and were thus inconclusive regarding the identity of the sPLA,. Finally, there are evidence
suggesting that other PLA;s including group VIA iPLA; and likely a ¢cPLA; member are
present in sperm cells (28;32). The locations of these intracellular PLA;s and their likely
distinct roles in sperm function remain to be investigated using inhibitors targeting
specifically these enzymes.

We then investigated the role of mGX during in vitro capacitation and found that the sPLA,
controls to a large extent the percentage of sperm cells undergoing ‘“‘spontaneous” or
premature AR, thereby inactivating them for the fertility race. Our experiments with WT
versus mGX-deficient sperm first indicate a delayed paracrine role of endogenous mGX
sPLA; on the rate of spontancous AR (Figure 4A). Concerning the delayed action of mGX, it
has been shown that different lipid mediators such as PGE1 and PAF can trigger AR and are
produced early during in vitro capacitation (37;65). It is thus tempting to speculate that such
lipid mediators are produced at the onset of capacitation on a subpopulation of “excessively

primed” or damaged sperm by an intracellular PLA,-dependent mechanism that triggers
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initial AR and thereby releases mGX sPLA, which in turn amplifies spontaneous AR in a
paracrine loop of activation.

The use of recombinant mGX sPLA, shows that subnanomolar concentrations of the enzyme
can promote AR all over the time course of capacitation (Figure 4B, C and D) and thus
demonstrates the high potency of mGX on AR. Interestingly, the action of mGX on AR
reaches a maximal effect, even when using very high concentrations (Figure 4B), and leaves
intact a subpopulation of sperm cells showing a normal morphology (Figure 6) and capable of
fertilizing oocytes (Figure 8). Together, our results indicate that mGX likely contributes as an
important factor to explain spontanecous AR and to participate to in vitro capacitation, at least
by triggering “spontaneous” AR in a subpopulation of likely damaged sperm. This suggests a
role of mGX in sperm cell sorting during capacitation as a mechanism to improve fertility
outcome. Our current view of the in vivo situation is that the heterogeneous population of
ejaculated sperm becomes exposed to mGX sPLA, (and possibly other sPLA, activities) after
their mixing with seminal plasma secretions and during their swimming through the female
tract. Indirect evidence supporting this view include the fact that i) various populations of
sperm with a different lipid composition, a damaged plasma membrane and externalization of
phosphatidylserine related to “spontaneous” AR have been identified (12;13;66) ii) seminal
plasma and female tract secretion both contain endogenous PLA, regulators (67-70) iii) a
relationship was found between PLA; activity in human sperm, semen fluid and male fertility
(71),

The mechanism by which mGX promotes AR clearly depends on its enzymatic activity first
because the catalytically-inactive mutant H48Q and the proenzyme form of mGX are inactive
and second because the specific SPLA; inhibitor LY329722 prevents mGX-induced AR
(Figure 5A and B). The target of mGX is likely phosphatidylcholine and

phosphatidylethanolamine enriched in polyunsaturated fatty acids at the sn-2 position, which
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are reorganized in the sperm head plasma membrane in microdomains during capacitation
(7;72-75). Sphingomyelin may have a role of regulator of mGX activity. Indeed, we and
others have shown that mGX has a potent hydrolytic activity on such phospholipids and that
sphingomyelin could regulate its activity (63;76;77). Moreover, sphingomyelinase speeds up
sperm capacitation and increases spontaneous AR (78). The fact that the two major products
of mGX sPLA,, LPC and free fatty acids are able to trigger AR also supports this mechanism
(42;43;52). This direct mechanism also fits with the fact that mGX-induced AR does not
require intracellular Ca®" (Figure 5C). Whether mGX may be acting on a particular population
of damaged sperm with altered plasma phospholipid asymmetry including externalized
phosphatidylserine or oxidized phospholipids associated with a decreased fertility potential
also remains to be determined (14;66;79;80).

We have clearly demonstrated that mGX sPLA, is a potent regulator of spontaneous AR
during capacitation, and a defect in this process or its inhibition has a marked negative effect
on the fertility outcome, by increasing the rate of aborted embryos and decreasing the rate of
2-cell embryos. We have indeed demonstrated that 1) decreasing AR by inhibition of mGX
decreases fertility outcome while increasing AR by addition of recombinant mGX increases
fertility outcome, and ii) mGX"" sperm shows simultaneously a lower rate of spontaneous AR

and a higher rate of aborted embryos, when compared to mGX""

sperm. In sperm from
CD46-deficient mice, a positive link between the rate of spontaneous AR and fertility has
been mentioned but not demonstrated (3). It is important to note that the effectors used to
modify the rate of spontancous AR have been applied only during capacitation and then
washed out, and thus these effectors or mGX catalytic products are unlikely to affect the
downstream fertilization events. Our experiments thus support a model where mGX sPLA;

targets a subpopulation of sperm, triggers their premature AR during capacitation, and thereby

discards them from the competition race for fertilization.
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Our experiments also provide evidence for a second role of mGX during fertilization, after
zona pellucida-induced AR and the release of mGX in the sperm-egg environment. Indeed,
we have shown that mGX”" sperm presented a fertilization rate lower than that of mGX"*
sperm, with a mean decrease of 44% to 68% (Figure 3D and 3E). In comparison, blocking
mGX activity during capacitation of mGX"* sperm also produced a decrease of the
fertilization rate, but remarkably lower than mGX™" sperm, with mean decreases of only 24%
(with LY329722, Figure 7A), 39% (with YM26734, Figure 9A) and 37% (with mGX
antibody, Figure 9B). These results clearly support a second role of mGX downstream of
capacitation. Assuming that mGX has two different mechanisms of action, one during
capacitation and another during fertilization, one can expect to see a more robust effect on
fertility when using mGX™" sperm than when using an sPLA; inhibitor or an antibody which
were only added during capacitation and that would block only released mGX sPLA2. Indeed,
it is important to note that in the experiments using sPLA; inhibitor or mGX antibody, the
acrosomal mGX present in non-acrosome reacted sperm should remain fully active since
inhibitors have low permeability (58), antibodies are impermeant, and these compounds were
washed out before gametes mixing. Second, the fact that LPC, which was only added during
the fertilization step, was able to restore the fertilizing potential of sperm capacitated in
conditions where mGX was inhibited, may also supports a role of mGX when secreted during
zona-pellucida-induced AR. Besides, LPC increases both sperm binding to ZP and sperm-
oocyte fusion (44;45). The targets of the mGX metabolites allowing sperm to efficiently
fertilize egg remain however to be determined. In conclusion, we have demonstrated that the
fertility outcome is controlled by mGX, acting at two different stages, and any defects in
mGX activity at these stages in vitro produces a drop in fertility.

We have however observed no defect in fertility when crossing mGX-deficient male mice

with WT females (not shown). This would argue for a non critical role of mGX in sperm
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function, but given the essential role of sperm in the propagation of life, a redundancy of
systems would not be unexpected. Indeed, there are many examples of knockout mice lacking
important genes in sperm physiology and AR which are apparently fertile because of
redundant or compensatory mechanisms. A non-exhaustive list of such genes include Ca"
channels (81;82), acrosin (83), caveolin-1 (84) or a sperm specific aminophospholipid
transporter (14). The lack of obvious reproductive defect in mGX™" mice is supported by the
fact that multiple extra or intracellular PLA, activities have been described in sperm
physiology which may act in concert or may be partially redundant(27;28;32). However, we
observed a lower fertility when crossing male and female mGX-deficient mice (Figure 3).
This result suggests that mGX is also present in the female tract and may compensate for the
deficit of mGX in sperm. This view is supported by our preliminary data showing the
presence of mGX sPLA, in the female reproductive tract, notably in the uterine and
endometrial epithelium (unpublished data). Similar observations have been made for group
VIA phospholipase A, knockout mice, where crossings between group VIA-deficient males
and females produced almost no offspring while crossings between group VIA-deficient
males and WT females did (28). More generally, this mGX”" sperm phenotype illustrates a
well-known human infertility situation where the infertility of a couple is due to the
combination of male and female deficits. Such a cause is involved in approximately 20% of
infertile couples (83).

Sperm population is very heterogeneous and an important fraction (20-30%) presents
morphological or functional defects that impair embryo development as demonstrated for
human sperm with pre-apoptotic status (85),(86) and therefore reduces the overall fertility
outcome. Our data support the view that mGX triggers a premature AR of an unfertile sperm
subpopulation which is unable to ensure normal embryo development; and mGX would

prevent this population to participate as negative competitors to the fertilization process.
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Therefore, the so-called “spontaneous AR” would correspond in part to the premature AR
triggered by mGX and could represent a physiological mechanism of sperm cell sorting, that
compensates for the unreliable production of sperm. Such mechanisms would be important to
optimize fertility both in vivo and in vitro. We have demonstrated that recombinant mGX
boosts the endogenous effect of mGX on spontaneous AR and improves noticeably the rate of
success of IVF. Moreover, sperm resistant to mGX-treatment, i.e. non-acrosome-reacted
sperm, presented a normal ultrastructural morphology and fertilized oocytes obtained with
mGX-treated sperm developed normally up to the blastocyst stage in vitro. Besides, a recent
study has shown that removal of a human sperm population with externalized
phosphatidylserine may enhance fertility potential in assisted medical procreation (80) and
group X sPLA, may be useful to eliminate this population. Thus, mGX is a peculiar sSPLA;
that represents a hope for new therapeutic strategies to fight against human male infertility:
mGX could be used as a potent therapeutic agent in assisted reproduction techniques, either to
improve IVF outcome or to select sperm for intra-cytoplasmic sperm injection based on its

acrosomal status .
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Methods

All animal procedures were run according to the French and Japanese guidelines on the use of
living animals in scientific investigations with the approval of the respective local Ethical
Review Committee.

In situ hybridization . Paraffin embedded blocks and sections of 8-wk-old mouse testis for in
situ hybridization (ISH) were obtained from Genostaff Co., Ltd. The mice were dissected,
fixed with Tissue Fixative (Genostaff Co., Ltd.), and then embedded in paraffin by their
proprietary procedures, and sectioned at 6~8 pm. For in situ hybridization, tissue sections
were de-waxed with xylene, and rehydrate through an ethanol series and PBS. The sections
were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min and then washed with PBS. The
sections were treated with 8 pug/ml proteinase K in PBS for 30 min at 37°C, washed with PBS,
re-fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, again washed with PBS, and placed in 0.2 N HCI
for 10 min. After washing with PBS, the sections were acetylated by incubation in 0.1 M tri-
ethanolamine-HCI, pH 8.0, containing 0.25% acetic anhydride for 10 min. After washing with
PBS, the sections were dehydrated through a series of ethanol. Sense and antisense cRNA
probes for mGX were prepared by random priming with digoxigenin (DIG) RNA Labeling
Mix (Roche). Hybridization was performed with the probes at concentrations of 300 ng/ml in
the Probe Diluent-1 (Genostaff Co., Ltd.) at 60°C for 16 h. After hybridization, the sections
were washed in 5 x HybriWash (Genostaff Co., Ltd.), equal to 5 x SSC, at 50°C for 20 min
and then in 2 x HybriWash containing 50% formamide at 50°C for 20 min, followed by
RNase treatment in 50 pg/ml RNase A in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, containing 1M NaCl and
ImM EDTA for 30 min at 37°C. Then the sections were washed twice with 2 x HybriWash at
50°C for 20 min, twice with 0.2 x HybriWash at 50°C for 20 min, and once with TBST (0.1%

Tween 20 in TBS). After treatment with 0.5% blocking reagent (Roche) in TBST for 30 min,
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the sections were incubated with anti-DIG alkaline phosphatase conjugate (Roche) diluted
1:1000 with TBST for 2 h at room temperature. The sections were washed twice with TBST
and then incubated in 100 mM Tris-HCI, pH 9.5, containing 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,,
and 0.1% Tween 20. Coloring reactions were performed with NBT/BCIP solution (Sigma)
overnight and then washed with PBS. The sections were counterstained with Kernechtrot
stain solution (Mutoh), and mounted with Crystal/Mount (Biomeda).

In situ hybridization was performed with a probe of mouse group X phospholipase A, (MGX)

that encompassed the residues 221-576 ([G+C]% = 55.90) of the Accession # NM_011987.

Quantitative RT-PCR. Total RNAs were isolated from testis and epididymis of 8-week-old
male C57BL/6 mice with TRIzol reagent (Invitrogen) and purified using an RNeasy RNA
Purification Kit (Qiagen). First-strand cDNA synthesis was performed using a High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Japan). For quantitative RT-PCR
analysis, the reaction was carried out on an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) using Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and
the Tagman probe for mGX (Mm00449530 m1). The thermal cycling conditions comprised
an initial denaturation step at 50°C for 2 min and 95°C for 10 min followed by 40 cycles of
amplification at 95°C for 20 s, 55°C for 20 s, and 72°C for 30 s. The expression of 18S

ribosomal RNA (accession # X00686) was used for normalization.

Immunohistochemistry. Mouse testis samples were fixed in 10% formalin and embedded in
paraffin. The tissue sections (4 um thick) were incubated with Target Retrieva Solution (Dako
Cytomation) as required, and then incubated overnight at 4°C with rabbit anti-mGX antibody
(from M. H. Gelb, University of Washington, Seattle) or normal rabbit IgG at 1:100 dilution

in 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) containing 0.15 M NaCl (TBS). The sections were then treated
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with a CSA (catalyzed signal-amplified) System Staining Kit (Dako Cytomation) with

diaminobenzidine substrate, followed by counterstaining with hematoxylin and eosin.

Immunofluorescent microscopy. Epididymal spermatozoa from C57BL/6 mice were washed
with PBS and fixed on glass slides with 3% (v/v) paraformaldehyde in TBS for 1 h. After 3
washes with PBS, fixed cells were treated with blocking solution (1% (w/v) bovine serum
albumin and 0.5% (w/v) saponin in TBS) for 1 h, with rabbit anti-mGX or control antibody as
a primary antibody at 1:200 dilution in blocking solution for 2 h, and then with FITC-
conjugated anti-rabbit IgG antibody at 1:200 dilution in blocking solution for 2 h, with 3
washes in each interval. After 6 washes with TBS, immunofluorescent signals were visualized
with a laser scanning confocal microscope (IX70; Olympus).

Acrosome reaction assay. Sperm cells from caudae epididymes were allowed to swim in M2
medium for 10 min. If necessary, sperm were capacitated in M16 medium with 2% fatty acid
free BSA (Bovine Serum Albumin) at 37°C in a 5% CO, incubator during various periods of
time. For sPLA; treatment, sperm were incubated with sSPLA; in M16 medium at 37°C for the
last 10 min. Cells were transferred in PBS solution and then fixed with 4% PFA solution for 2
min. Sperm were washed with 100 mM ammonium acetate for 2 min and wet-mounted on
slides and allowed to air dry. Slides were then rinsed with water and stained with Coomassie
blue (0.22%) for 2 min and finally rinsed with water. Slides were counted immediately and
150 sperm cells at least were scored per slide.

Electron microscopy. Sperm cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate
buffer pH 7.4 during 2 hours at room temperature. Cells were then washed with buffer and
post fixed with 1% Osmium tetroxyde in the same buffer during 1 hour at 4°C. After
extensive washing with water cells were then stained with 0.5% uranile acetate pH 4

overnight at 4°C. Cells were then dehydrated through graded alcohol (30%-60%-90%-100%-
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100%-100%) and infiltrate with a mix of 1/1 epon/alcohol 100% during 1 hour before several
baths of fresh epon (Flukka) during 3 hours. Finally, cells were centrifugated and immersed in
fresh Epon and polymerised during 3 days at 60°C. Ultrathin sections of the cell pellet were
cut with an ultramicrotome (Leica). Sections were post-stained with 4% uranile acetate and
1% lead citrate before being observed in an electron microscope at 80 kV (JEOL 1200EX).

Detection of sPLA; proteins in sperm cells. Sperm cells from 8 caudae epididymes of
different mouse strains (C57BL/6]J mGX sPLA,-deficient mice or their WT littermates, OF 1
and BalbC) were allowed to swim for 15 min at 37°C in 2.5 ml of M2 medium. Five hundreds
ul aliquotes of sperm cells were then diluted in 4.5 ml of M16 medium containing 2% fatty
acid free BSA and further incubated at 37°C for 10, 45 and 90 min. In some assays, A23187
Ca”" ionophore (5 uM) was added between 60 and 90 min of incubation. After incubation,
sperm cells were spun down for 8 min at 1,200 rpm, and supernatants and cell pellets were
flash frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. sPLA,; protein and enzymatic activity were
analyzed on crude supernatants and cell pellets after resuspension in 500 pl of M16 medium
containing a cocktail of protease inhibitors (EDTA-free complete inhibitor set, Roche
Biochemicals) and lysis with a Branson 350 Sonifier Cell disrupter. Time-resolved
fluoroimmunoassays (TR-FIA) for sPLA, was performed as described with minor
modifications (64). Briefly, 1 to 5 ul of protein sample were diluted in 100 ul of Delfia assay
buffer (Tris—HCI buffered NaCl solution, pH 7.8, containing NaN3, BSA, bovine gamma
globulins, Tween 40, DTPA and inert red dye, Perkin Elmer Wallac, Turku, Finland) and
added to sPLA, IgG-coated microtiter wells previously washed twice with TR-FIA washing
solution (10 mM Tris—HCI, pH 7.8, containing 0.9% NaCl, 0.04% NaN3 and 0.02% Tween
20). After incubation at room temperature with constant shaking at 200 cycles/min for 30 min,
wells were washed four times with TR-FIA washing solution, incubated with 100 pl of Eu-

labeled mGX IgG tracer (0.5 pg/ml diluted in Delfia Assay Buffer), and washed again four
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times as above. After washing, 100 ul of Delfia enhancement solution were added to wells,
incubated at room temperature for 5 min with shaking at 200 cycles/min and thereafter for 10
min without shaking. Time-resolved fluorescence was measured using a Wallac Envision
Perkin Elmer plate reader and optimized optical modules for DELFIA assays. sPLA;
enzymatic activity was measured using radiolabeled E. coli membranes as substrate (63).
Briefly, 5-50 ul of cell lysates or supernatants were incubated for 60 min in 300 pl of SPLA;
activity buffer (0.1 M Tris pH 8.0, 10 mM CaCl,, and 0.1% bovine serum albumin containing
100,000 dpm of [3H]oleate-radiolabeled E. coli membranes. Reactions were stopped by
addition of 300 pl of stop buffer (0.1 M EDTA pH 8.0 and 0.5% fatty acid-free bovine serum
Albumin). Mixtures were centrifuged at 10,000 g for 5 min, and supernatants containing
released [3H]oleate were counted.

Production of recombinant SPLA,S. Recombinant mouse group IIA, IIE, V and X sPLA;s
were produced as described previously (87). PromGX sPLA; and the H48Q mutant of mGX
sPLA, was produced as for mature WT mGX sPLA,; using the pAB3 vector in which the full-
length cDNA coding for PromGX was inserted in frame with the AGST protein and the factor
Xa cleavage site, which were removed by using the factor Xa protease (87). The detailed
procedure for the production and full characterization of promGX sPLA, will be reported
elsewhere (Jemel et al., in preparation).

In vitro fertilization. Sperm cells, obtained by manual trituration of caudae epididymes from
male mice (OF1, mGX” or WT littermates), were allowed to swim in M2 medium for 10 min.
Eggs were collected from mature OF1 females (6-weeks old) synchronized with 7.5 units of
PMSG (pregnant mare serum gonadotrophin) and 7.5 units of hCG (human chorionic
gonadotrophin) before collection. Per condition, the number of scored oocytes was 43 +/- 19
(mini 20 ; max 109). We carried out IVF using standard protocols (50). Eggs were incubated

with approximately 1.5 to 5 10> sperm cells/ml (37°C, 5% CO,) in M16 medium. Unbound
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sperms were washed away after 4 hours of incubation. Twenty four hours after fertilization,
we scored the different stages (unfertilized oocytes, 2-cell embryos as an indication of
successful fertilization and aborted embryos). Schematic course of IVF experiments (Figure
S1): after swimming, sperm were first capacitated for 35 to 60 min in M16-2% BSA (37°C,
5% CO,). When necessary, mGX inhibitors of mGX antibody was included during the full
period of capacitation. For recombinant mGX treatment, sperm cells were incubated after
capacitation for 10 min in M16 medium containing 200 nM mGX, 1puM LY329722 or mGX +
LY329722. After treatment, drugs were removed by centrifugation (1200 rpm, 5 min) and
washed to remove unbound drug, possible lipid metabolites and all acrosomal compounds
released during sPLAj-induced AR. The rationale for this procedure was to avoid a
subsequent and uncontrolled effect on IVF outcome by an uncharacterized compound released
during AR like PAF (37). After drug washing, the concentration of remaining unboud mGX
was estimated to be 1 nM, from dilution calculation. We checked that 1 nM mGX did not
induce effects on sperm-oocyte fusion (38). For this purpose, we performed IVF experiments
in which sperm and oocytes were incubated with 1 nM mGX throughout the capacitation and
the fertilization: no difference was found between control and treated gametes (data not
shown). Finally, washed sperm were introduced into droplets containing between 20 and 109
oocytes. For LysoPC rescue experiments, LysoPC is introduced in the fertilization droplets in
the same time than sperm. After 4 hours of co-incubation, unbound sperm were washed away
and IVF outcomes were scored at 24h00.

Chemical compounds. M2, M16 medium and BSA (Cohn Fraction V-low fatty acid) were
purchased from Sigma. PMSG is from Ceva santé animal and HCG is from Intervet. LPC (L-
alpha-lysophosphatidylcholine from chicken egg) is from Avanti and YM26734 from

Yamanouchi Pharmaceutical, Japan.
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Statistical study. Statistical analyses were performed with SigmaPlot. T-test was used to
compare effect of various compounds on AR. For IVF experiment, in order to avoid problem
with the variability of male fertility, the sperm from a unique male was used to compare
control and treated conditions in one experiment. Thus, we used paired t-test to compare the

rate of 2-cell embryos and aborted embryos.
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Figure 1

Expression of mGX sPLA, in mouse spermatogenic cells. (A) Quantitative RT-PCR analysis revealed that
mGX mRNA is expressed in the testis, but only minimally in the epididymis. (B) In situ hybridization. Sections
of the testis from 8-week-old C57BL/6J mice were hybridized with antisense and sense probes for mGX.
Positive signal for mGX was detected in spermatogenic cells (spermatocytes and spermatids, but not
spermatogonia) in the seminiferous tubules. (C) Immunohistochemistry. Sections of the testis from 8-week-old
C57BL/6] mice were stained with anti-mGX antibody or control antibody. Intense staining was found in
spermatocytes and spermatids in the seminiferous tubules, but not in spermatogonia. In magnified views,
scattered signals with crescent and elongated shapes were evident in spermatocytes and spermatids, suggesting
labeling in the acrosomal area. (D) Spermatozoa from cauda epididymis were stained with anti-mGX antibody

or control antibody. Immunofluorescent signal for mGX sPLA, was confined to the sperm head.
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Figure 2 Catalytically-active mGX sPLA; is released from sperm during AR. (A) Total amount of mGX
protein from time-resolved fluoroimmunoassays were measured in parallel in cell pellets and supernatants of WT
sperm during capacitation (up to 90 min) and after AR triggered by addition of the Ca®" ionophore A23187 (5
M) between 60 and 90 min. (B) Similar assays using mGX"~ sperm, showing no mGX signal. (C) total sSPLA,
enzymatic activity measured using E. coli radiolabeled enzymatic assays in cell pellets and supernatants of WT

sperm during capacitation. Data (A,B,C) correspond to the mean of two separate experiments, with 4 mice each.
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Figure 3

Lack of mGX in sperm affects male fertility. (A) The litter sizes of mGX-deficient mice are lower than those of littermates
WT mice. (B) Pictures of the different stages obtained after IVF at 24 hours: unfertilized oocytes; 2-cell embryos (normal
development); aborted embryos corresponding to oocytes with either multiple and uncontrolled divisions or presenting a
second polar body (2 PB) but no cell division (arrows). (C) pictures of embryo development at 24 hours after fertilization:
(+/+), WT sperm crossed with WT oocytes; (-/-), mGX”" sperm crossed with WT oocytes; arrows show unfertilized oocytes
and asterix show aborted embryos (D) IVFs performed with mGX™ sperm and WT oocytes (black bars) have a lower rate of
2-cell embryos and a higher rate of aborted embryos than IVFs performed with WT littermate sperm and WT oocytes (white
bars, n=11). (E) The low fertilizing potential of mGX"" sperm is rescued by recombinant mGX. IVF was performed by
mixing WT oocytes with (i) WT control sperm from littermates (black bars, n=4), (ii) mGX"" sperm (white bars, n=4), or (iii)
mGX™" sperm briefly treated with 200 nM mGX (treatment for 10 min at the end of the capacitation period (grey bars, n=4)).
The development of eggs was evaluated after 24 hours by counting the different stages: unfertilized oocytes, 2-cell embryos

and aborted embryos. *** statiscally significant, p as indicated.
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Figure 4

Endogenous mGX regulates spontaneous AR during capacitation. (A) Spontaneous AR of mGX™" sperm
does not progress beyond 55 min of in vitro capacitation. Spontaneous AR was quantified during capacitation at
10, 55 and 90 min in mGX"" littermate sperm (white bars, n=5) and in mGX"" sperm (black bars, n=6). (B)
Recombinant mGX sPLA2 is a potent inducer of AR. Dose-response curves for AR of non-capacitated sperm
triggered by mGX (e, n=3 to 8). Results are expressed as total AR minus spontaneous AR to underline specific
sPLA2-induced AR. (C) Recombinant mGX at 200 nM induced AR of non-capacitated sperm, n=23. Here,
results correspond to total AR (D) Recombinant mGX sPLA, is a potent inducer of AR throughout in vitro
capacitation (n=3). AR triggered by sPLA, was compared to spontaneous AR at 10 and 90 min of capacitation.
Sperm were capacitated at 37°C in M16 with 2% BSA in a 5% CO, chamber. *** statistically significant, p as

indicated.
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Figure 5

mGX triggered AR via its catalytic activity and independently of cytosolic Ca®* rise. (A) Dose-response
curves for AR of non-capacitated sperm triggered by mGX (e, n=3 to 8), mGX-H48Q ([], n=3) and pro-mGX
(A, n=3). Results are expressed as sPLA,-specific AR, i.e. total AR minus spontaneous AR. (B) The specific
sPLA, inhibitor LY329722 (1 uM) blocked the ability of 200 nM mGX to trigger AR of sperm capacitated
during 45 min (n=3). Results correspond to total AR (C) Loading sperm with 10 uM BAPTA did not modify
spontaneous AR (two left columns, n=3) and mGX-induced AR (two right columns, t-test N.S., n=3) of sperm
incubated in a non capacitating medium (no BSA). In the presence of BAPTA, the level of AR between non-

treated sperm and mGX treated sperm is statistically significant, p as indicated.
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Ultrastructure of the head of mMGX-sPLA, treated sperm (A) Electron micrographs of non acrosome-reacted
sperm treated by 200 nM mGX (non capacitated sperm). (B) Electron micrographs of non acrosome-reacted
control (untreated) sperm (non capacitated sperm). (C) Acrosome-reacted sperm (non capacitated sperm) in the
presence of 200 nM mGX presented a normal morphological feature of sperm undergoing AR: fusion between
the plasma and acrosomal membrane produced vesiculation (left picture) and the outer acrosomal membrane was

fused with the plasma membrane and presented a typical double hair pin shape at the base of the acrosome (right

picture) or (D) presented early stages of AR, i.e. cavitation.
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Figure 7

Blocking endogenous mGX with the specific inhibitor LY329722 impacts both fertility outcome and
spontaneous AR. (A) Endogenous mGX, secreted during spontaneous AR, controls the yield of viable embryos,
without changing the rate of fertilization. IVF experiments were performed either with control sperm (white
bars) or with the same sperm treated throughout capacitation with 1 uM LY329722 (black bars, n=8 males) and
unfertilized oocytes, 2-cell embryos and aborted embryos were scored: inhibiting mGX decreases 2-cell embryos
and increases aborted embryos. The design of the experiments clearly indicates that LY329722 controls the yield
of viable embryos by inhibiting endogenous mGX secreted during spontaneous AR. (B) The sPLA, inhibitor
LY329722 blocked the late phase of spontaneous AR. Spontaneous AR was quantified during capacitation at 10,
55 and 90 min in the absence (white bars) or presence of 1 uM LY329722, (black bars, n=5). *** statistically

significant, p as indicated (paired t-test).
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Figure 8

Exogenous mGX reinforces the effect of endogenous mGX on spontaneous AR and improves the fertility outcome. (A)
Sperm used for IVF and briefly pretreated with exogenous mGX present a higher rate of spontaneous AR. WT sperm were
allowed to capacitate for 45 min and incubated during the last 10 min of capacitation with mGX alone (200 nM), LY329722
alone (1 pM), or mGX preincubated with LY329722. Only the mGX treatment triggered significant AR over the untreated
condition (n=6). (B) Recombinant mGX controls the yield of viable embryos, without changing the rate of fertilization. IVF
was performed either with control sperm (untreated, white bars) or with the same sperm treated briefly 10 min before the end
of the capacitation period with 200 nM mGX (black bars, n=13 males, p<0.01) and unfertilized oocytes, 2-cell embryos and
aborted embryos were scored: recombinant mGX increases 2-cell embryos and decreases aborted embryos. (C) 2-cell
embryos obtained with mGX -treated sperm developed normally to the blastocyst stage in comparison to control embryos.
(D) The specific mGX inhibitor LY329722 blocks the mGX-dependent increase in fertility. [IVF was performed either with
control sperm (untreated, white bars) or with the same sperm treated briefly for 10 min before the end of the capacitation
period with 200 nM mGX (black bars, n=6 males, p=0.02) or with the same sperm treated briefly with 200 nM mGX but
preincubated with 1 pM LY329722 (grey bars, n=6, p=0.02) and unfertilized oocytes, 2-cell embryos and aborted embryos
were scored (E) The number of sperm incubated with oocytes does not impact the fertility outcome. IVF were performed at
two different concentrations of WT sperm. The number of non-acrosome-reacted sperm measured at the low concentration of
sperm (70% of 1.5 x 10° cells — obtained from Figure 8A) was similar to the number of non-acrosome-reacted sperm
measured at the high concentration when treated by 200 nM mGX (35% of 3 x 10° cells - obtained from Figure 8A), (n=4,
p=0.21). Thus, changing sperm concentration does not change the 2-cell embryos and aborted embryos outcomes. ***
statistically significant, p as indicated (paired t-test).

43



p<0.05 p<0.05 p<0.05

80 80 ’
c T c
L 60 2 60f T
5 5|
£ 40 [ £ 40 T
QO @
L. L.
X 20 2 20(

0 0
. YM26734 . mGX Ab
Vehicle YM26734 +LPC Vehicle mGX Ab +LPC

Figure 9

Addition of LPC during fertilization rescues the fertilization potential of sperm treated with sPLA,
inhibitor or anti-mGX antibody during capacitation. (A) IVF experiments were performed with sperm
treated or not with the sPLA,; inhibitor YM26734 only during the capacitation period. LPC (1 pg/ml) was added
only during gamete mixing. The ~50% reduction of the IVF rate measured with YM26734-treated sperm (grey
bar n=3, p<0.05) was restored by supplementation with LPC (black bar). (B) A similar reduction and recovery of
IVF were observed when sperm were treated with anti-mGX antibody during capacitation and LPC added back

during gamete mixing (n=3, p<0.05), respectively.
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Schematic drawing of typical IVF experiments. Sperm were first capacitated for 35 min in M16-2% BSA and
then incubated for the last 10 min with M16 medium containing the different effectors as specified in Figure
legends, i.e. mGX recombinant protein, SPLA, inhibitors or a combination of both. After treatment, sperm were
washed by centrifugation to remove unbound effectors, putative mGX catalytic products and all acrosomal
compounds released during sPLA,-induced AR. Finally, washed sperm were introduced into droplets containing
oocytes (20-109 oocytes per experiment). After 4 hours of gamete mixing, unbound sperm were washed away

and IVF outcomes were scored at 24 h.
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Commentaires des rewiever pour l'article: Group X
phospholipase A2 is secreted during sperm acroseaation
and controls fertility outcome

Dear Dr. ARNOULT,

| am writing to you on behalf of the Journal of iitial Investigation's Editorial Board to
thank you for submitting your manuscript, "GrouppKospholipase A2 is secreted during
sperm acrosome reaction and controls fertility oote" (our reference 40494-RG-1). After
careful examination of your manuscript by both ekpmutside reviewers as well as the
Editors, the Board has determined that your maiisan its current form, does not achieve
the priority necessary for publication in the Jalrof Clinical Investigation. Although all
reviewers agree that your study is of potentiakenest and importance, a number of
substantive concerns were raised upon review. olf lyelieve that you can respond to the
issues raised in the review process, we would éaspld to consider a revised version of this

manuscript.

We hope that you will find the reviewers' commemétpful as you revise your manuscript.
Following receipt of a revised manuscript, your grawill be re-evaluated and assigned a new
priority ranking. Please be aware that currentog@it policy permits only one revision of this
manuscript and that we can offer no assurancesthieatvork will ultimately be accepted.
Also bear in mind that we will be reluctant to apgch the original referees again in the

absence of appropriate changes to address thaieom

If you choose to resubmit, please enclose a pgifgdint response to the reviewers'
comments and a list of the incorporated changetiding the location in the manuscript of
those changes. Thank you for giving us the oppdstun review this work, and we look

forward to seeing the revised manuscript.

Sincerely,Laurence A. Turka, M.D.Editor-in-Chief



Reviewer comments:Reviewer A:

This manuscript provides novel information on thkerof mGX sPLA2 in male fertility. The
clinical relevance of the study would be enhandethé authors could demonstrate the
presence of GX sPLA2 in human sperm.

Specific comments:

Abstract: The statement “The size of litters fronale mGX-deficient mice was slightly
smaller than that of wild-type males” is somewhéaleading.

Methods: The authors should describe how the GXA2PE mice were generated (or provide

reference).

Figure 1D: If the authors want to conclude that &X A2 is “confined” to the sperm head,
they should provide more convincing data. Fluoresamicrosopic images (rather than
Nomarsky(?)) showing multiple cells would be appiai@. For the example shown, there

seems to be green staining along the length aiihesgion.

There are aspects of the data presented in Flgatalon't appear to “add up”. For example,
it is notable that the Ca2+ ionophore triggers &ol@ increase in GX sPLA2 release at 90
min, yet the amount of GX sPLAZ2 in the pellet does change. Also, the kinetics of the loss
of GX sPLA2 mass in cells does not correspond $8 o activity (e.g., 45 min. time point).

No error bars are indicated on the histograms; hoany times was this experiment
performed, and with how many replicates?

For enzymatic assays of cell pellets (Fig. 2C), hlme&s the assay distinguish between sPLA2,
cPLA2 and iPLA2? The authors provide data for m@4{A2 mass in WT and KO mice
(Fig. 2B), but no data for sSPLA2 activity. Whateso‘the measured enzymatic activity was
due to mGX since no variation of enzymatic activitgs observed in mGX-/- sperm” mean
(p. 9, line 10)?

The authors should include activity data for WT &@ mice to make clear the contribution
of GX sPLA2.The text describing Fig. 4 is confusiagd this is confounded by the fact that
the data is presented as “% of spontaneous AR”pf¥GX-induced AR” and “% of total
AR.” The authors state “mGX caused a dose-depénaldivation of AR with a maximal

increase of ~50%...” (p. 11 line 5); what is bermmpared? Is the effect of GX sPLA2



deficiency on spontaneous AR statistically sigaific (Fig. 4A)? What is the dose of mGX
used in Fig. 4D ?

How is the experiment depicted in Fig. 4C differéom Fig.4D, 10 min timepoint? Results
presented in Fig. 4A and Fig. 7B give the imprasgslmat the sPLAZ2 inhibitor has a greater
effect on the late phase of spontaneous AR thaitigety in GX sPLA2, suggesting the

possible involvement of another sPLAZ2 in this psscer non-target effects of the inhibitor.

Discussion: The authors suggest that GX sPLA2 avgs fertility by triggering spontaneous
AR in a subpopulation of damaged cells, perhaptalgeting phospholipid-damaged sperm.
This would imply that hydrolysis per se, and no¢ theneration of lipolytic products, is
important in this paracrine effect of GX sPLA2. Tomplement the studies in Fig. 9, the
authors should determine whether addition of LP§Eues the decrease in spontaneous AR
produced by LY329722 treatment.

Reviewer B:

This manuscript by Escoffier et al describes thalidation of mGX sPLA2 a member of the
secreted Phospholipase A2 family and its impactnuse fertility. This manuscript is
presented as an accompanying paper with anothensopt from a Japanese group (Sato et
al., MS 40493) reporting the KO of another tesdisd epididymis-expressed sPLA2.

Specifically dealing now with the Escoffier's stotile manuscript is correctly written but
unecessarilly too long especially in the Discussiention. Although at a lower extent, the
Introduction and the results sections could be nsoreise. The number of references is also
large and should be kept to the most relevantlesticThe story is of particular interest to
specialists in male reproductive issues however iielatively not that important in terms of
clinical relevance. Although the invalidation of MGPLA2 has an impact on fertility
outcome when crosses were conducted with both raal$emales deficient for mGX PLA2,
the fact that there is no fertility problem when #tales were crossed with WT females
argues for a non critical role of this enzyme iersp function.

The female mGX

PLAZ2 activity thus compensates for the sperm defécthould also be noted that the impacts
recorded by the authors in terms of spontaneousviiiRthe male deficient gametes are quite



small (10% difference).The same observation camade regarding the impact of blocking
mMGX activity on the percentage of oocytes reaclhimay2 cell stage or/and on the percentage
of aborted embryos. These figures are not in ageeémvith the "marked negative effect" on
fertility outcome claimed by the authors.It is raearly indicated at which age (both for
males andfemales) were carried out the differevgsas to evaluate the fertility impact? May
be more serious impact on fertility could be obedrwith aging KO males?The obseravation
that mGX sPLA2 is the major mouse sperm sPLA2 drad it contributes to most of the
sPLA2 enzymatic activity should be illustrated aadt as supplemental data.The fact that
even high concentrations of recombinant mGX nenduce AR in at least 30% of the sperm
should be tentatively explained. One could evehtuadnsider that this fraction of sperm
cells are not responsive because they are damaged.

Minor points:

The title should be changed since the mGX sPLAfts'secreted” but released during AR.In
the Introduction it is stated that capacitation efefs on ion fluxes and protein

phosphorylations. This is correct however accordm@agnon and Aitken it should be also
stated that capacitation and AR are dependent dd st@halling events that are as important

as ions fluxes to trigger tyrosine phosphorylageents.

Figure 1D "upper panel" is not convincing at alheTselected spermatozoa appears quite

abnormal.

Figure 2A: It is surprising to note that if you atihe amount of protein found in the pellet to
that present in the supernatant at O min it isdigréess (by 25%) that the amount of protein
present when you add the pellet and supernatactidns at 90min + A23187 ? This might
reflect that n=2 is probably not sufficient to entident with the data.

Figure 3A. As said above, it would be more apppriand correct to indicate here that
males-/- mated with WT females present no changéeitility (as far as litter size is
concerned).If the numbers are correct YM26734 tneat of sperm decrease the rate of
fertilization by 40% and not by 50%.

Figure 4A. A 10% decrease overall in spontaneoussAidt that drastic.

Figure 6 is totally dispendable.



There are confusing statements: In the first pa@gof the Discussion section it is stated that
the protein was detected in the sperm of severahmmeds including human while two
sentences later it is indicated that its presemé¢eiman sperm should be checked out? Overall
the Discussion is speculative. Although the idean®@X sPLA2 released from sperm and
functionning as a sperm cell sorting actor in orberemove a certain population of sperm
cells presenting membranous lipid abnormalitiesnteresting, it is difficult to understand

how the enzyme would sense these gametes?






Résultats
4. Discussion

Comme je l'ai précisé dans la partie introductiplusieurs études ont suggéré un réle pour
une ou plusieurs phospholipases #ecrétées au niveau de la capacitation, la réactio
acrosomique (AR) et la fécondation, mais la natnodééculaire de ces enzymes et leurs réles
spécifiques restent a I'heure actuelle encore ingenLe spermatozoide mature exprime les
sPLA; des groupes IID, IIC, V, X et lIF (Masuda, Murakiaghal. 2004). Nous avons regardé
dans ces deux manuscrits I'effet de différents sPRlmammiféres sur deux étapes clés de la
physiologie spermatique : la mobilité flagellaicd Article 2) et la réaction acrosomique (cf
Aticle 3).

> ldentification d’'une nouvelle voie moléculaire deontréle de la mobilité

spermatique (Article 2).

A I'neure actuelle, plusieurs aspects de la mabiliagellaire ont été étudiés : la structure
moléculaire de I'axonéme (Escalier 2006), les mistaes moléculaires impliqués dans le
glissement des microtubules par le complexe dynéitsposito, Jaiswal et al. 2004), la
régulation de la mobilité spermatique par le*'C@Ren, Navarro et al. 2001; Castellano,
Trevino et al. 2003; Ho and Suarez 2003; SchuhtwZigiht et al. 2004), la régulation de la
mobilité spermatique par les lipides (Roudebushl2®0u, Stojanov et al. 2001). Mais les
voies moléculaires impliqguées dans la mobilité sgique sont complexes et restent encore
mal comprises. Nous avons ici montré pour la presmiéis que la motilité spermatique de
souris est spécifiquement modulée par une nouvelle moléculaire : la voie enzymatique

des sPLA, plus précisément par la SPLAGX.

Nous avons évalué l'effet de différentes phosphebpA sécrétées de mammiferes connus
pour étre présents dans les organes reproductedles,ntcomme mGIIA, mGIID, mGIIE,

MGV-et MGX-sPLA2 (Masuda, Murakami et al. 2004) dans les voies féminines comme
mGIIE (Valentin, Ghomashchi et al. 1999) sur la ihtbdes spermatozoides en utilisant

I'analyse du mouvement spermatique par le systeh8AC
Seule la sPLAMGX module la motilité des spermatozoides, comnaént aux autres sPL#\

de mammiféres. mGX diminue les parameétres de lailit@obpermatique de 30 % pour la

VCL et de 17 % pour 'ALH. La modulation de la mtié spermatique par mGX est

93



Résultats
effectuéevia son activité enzymatique, car deux isoformes de nmXtif, H48Q-mGX et

pro-mGX, ont été incapables de moduler la mobiléé spermatozoides.

La sPLA mGX est une enzyme qui hydrolyse la liaison estes gbhospholipides
membranaires en positi@n-2, produisant ainsi des lysophospholipides et deseacgtas
libres. Nous avons voulu voir si le mécanisme ddactle mGX sur la mobilité spermatique
n’était pas lié a un changement lipidique de la im@me. Pour ce faire, nous avons utilisé un
marqueur spécifiqgue des phosphatidylsérines (P®ekine V-Cy3. Nous avons pu observer
une externalisation des PS au niveau du feuilléereag de la membrane plasmique des
spermatozoides aprées I'application de mGX. Nouvposi en conclure que mGX va moduler
la mobilité des spermatozoides par un changemela demposition phospholipidique de la

membrane plasmique.

» mGX est exprimée au niveau de I'acrosome des spéoawides et relaché

durant la réaction acrosmique (article 3).

Nous avons ici, montrée pour la premiére fois paridationin situ, imunohistochimie et
technique TR-FIA (Time Resolved fluoroimunoassagse mGX est la principale sPLA
présente dans I'acrosome des spermatozoides de $@srrésultats de TR-FIA et de réaction
acrosomiquen vitro nous ont permis de montrer qu’elle était libéréecaurs de la réaction
acrosomique sous sa forme active, et qu'elle dmmdria I'établissement d’'une activité
enzymatique sPLAdans le milieu extérieur ou sont situé les sperrwties pendant la

capacitation.
» Role de mGX dans la physiologie spermatique (a€i8).

Nous avons évalué le rble paracrine de mGX sursfgymatozoides voisins durant la
capacitation, pour ce faire nous avons quantiftl de réaction acrosomique spontanée des
spermatozoides mG¥X des spermatozoides traités avec un inhibiteusRIeA2 et des
spermatozoides traités avec des protéines recontbmainactive de mGX et des
spermatozoides traités avec mGX.
L'utilisation des formes recombinantes de mGX, sirgis mGX et de I'inhibiteur de SPLA
nous a permis de mettre en évidence :

- que la phospholipase,AnGX augmente le taux de réaction acrosomique apést

des spermatozoides en cours de capacitation (de4B@o) et ce a des concentrations

inférieures au nanomolaire.
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- que l'augmentation du taux de réaction acrosomgpomtanée par mGX est effectuée
via son activité enzymatique, car les deux isoformes@X inactif, H48Q-mGX et
pro-mGX ont été incapables de déclencher la RAietliphibiteur de sPLAdiminue
le taux de RA spontanées des souris contréles.

- gue mGX induit la RA d’'une sous-population de spEoBOIdesS.

De ces résultats, nous avons pu en conclure que coBXole la physiologie spermatique au
cours de la capacitation, par le déclenchemenéaetion acrosomique spontanée d'une sous-

population spécifique de spermatozoides.

Nous avons ensuite effectué des fécondationstro avec des spermatozoides mGXles
spermatozoides traités avec un inhibiteur de sPdés spermatozoides traités avec mGX des
et spermatozoides mGXtraités avec mGX. Ces fécondatioimsvitro nous a permis de
montrer que mGX améliore le pouvoir fécondant gegraatozoides, en augmentant le taux

d’embryons au stade 2 cellules et en diminuardu& t’'embryons avortés.
Tous ces résultats nous suggerent que le r6le d€ daBs la physiologie spermatique est

d’'induire des réactions acrosomiques a une souskgiign de spermatozoides dite sous-

fertile afin de trier les spermatozoides pour aanélile taux de fécondation.
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. Evaluation du réle fonctionnel et physiologique degsanaux Ca3.1 et
Cay3.2 dans une étape physiologie spermatique: La ré#on

acrosomique

5. Introduction

Comme je l'ai déja précisé dans la partie introductla réaction acrosomique exige
I'activation successive de trois types differengéscanaux : le premier a s’activer est le canal
calcique dépendant du voltage de type T (CCVD-ead)s puis c’est le tour du récepteur a
I'IP 3 (Walensky and Snyder 1995; O'Toole, Arnoult e2800) et le dernier a s’ouvrir est le
canal de type SOC (appelé TRPC2).

L’ouverture des canaux calciques dépendants dagelproduit un courant transitoire
calcique, environ 1 seconde apres l'applicationZ&8 (Arnoult, Kazam et al. 1999), ce
transitoire va contréler l'activation du récepteur’IP; et in fine l'activation de TRPC2.
Différents types d'inhibiteurs comme les dihydragires, bloquent les canaux calciques
dépendants du voltage.

L'utilisation de ces inhibiteurs sur les spermaides va bloquer le courant calcique
transitoire (correspondant a I'ouverture des caralgiques dépendants du voltage de type
T) et le courant calcique soutenu (correspondéntmerture des canaux 3R et TRPC2). lIs
vont ainsi bloquer la réaction acrosomique (ArnoGkrdullo et al. 1996). La caractérisation
moléculaire et le réle physiologique des canauxigaks dépendants du voltage dans les
spermatozoides sont trés étudiés et sont le seljpeducoup de discordes. (Arnoult, Cardullo
et al. 1996; Santi, Darszon et al. 1996; Goodwieeds et al. 1997; Goodwin, Leeds et al.
1998; Arnoult, Kazam et al. 1999; Serrano, Trevet@l. 1999; Westenbroek and Babcock
1999; Jagannathan, Punt et al. 2002; Stamboulien,eal. 2004). Comme il est impossible
d’enregistrer des courants calciques dépendantsiattage par Patch Clamp dans les
spermatozoides matures, beaucoup d’équipes tevadlr la caractérisation moléculaire de
ces canaux dans les cellules spermatogéniques Ar@ardullo et al. 1996; Lievano, Santi
et al. 1996; Espinosa, Lopez-Gonzalez et al. 1988ata, Saegusa et al. 2001; Jagannathan,
Punt et al. 2002; Stamboulian, Kim et al. 2004) tellules spermatogéniques représentent
un bon modeéle d'étude des courants calciqgues dépendiu voltage des spermatozoides
matures. Dans ces cellules, seuls les courantigjgatcde type T ont été enregistrés par Patch
Clamp. Bien que des études de RT-PCR ont révélekence des transcrits dg,&a et
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Ca3.2 dans les cellules spermatogéniques, les résualéala caractérisation moléculaire des
souris Ca3.1" suggerent que G&2 est le principal canal calcique dépendant dtage de
type T dans les cellules spermatogéniques (Stanampudim et al. 2004).

Si la plupart des études montrent le réle cented danaux LVA dans la réaction
acrosomique, quelques autres études suggerentegueahaux HVA joueraient un réle
important dans la physiologie du spermatozoide (awm Leeds et al. 1998; Goodwin,
Leeds et al. 1999). Ainsi, plusieurs auteurs ontétele démontrer qu’une partie des courants
calciques dépendants du voltage de type T étad Hactivation de canaux HVA, tels que
Cal.2 (Goodwin, Leeds et al. 1999) ou,Z2 et Ca2.3 (Wennemuth, Westenbroek et al.
2000) ; Westenbroek and Babcock 1999)

La conclusion concernant le role central des cahAl dans la réaction acrosomique, a
été essentiellement obtenue a partir d’outils plaaotogiques spécifiques congus contre des
canaux LVA (Arnoult, Villaz et al. 1998). Cependadatspécificité des bloqueurs des canaux
LVA n'est jamais totale et une concentration blequa plupart des canaux LVA, bloque
€également une petite proportion de canaux HVA.

Le développement des souris,@al’”” et Ca3.2" nous donndopportunité aujourd’hui
dans cette étude d’évaluer la contribution des war@@g 3.1 et Ca3.2 dans la physiologie

des spermatozoides comme la réaction acrosomidadestilité.
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Article 4: Expression, Localization and FunctionsiiAcrosome Reaction and
Sperm Motility of CaV3.1 and CaV3.2 Channels in 3pe Cells: an

evaluation from CaV3.1 and CaV3.2 Deficient Mice

Jessica Escoffier, Sylvie Boisseau, Catherine &sir Chien-Chang Chen, Daesoo Kim,
Séverine Stamboulian, Hee-Sup Shin, Kevin P. Camlhb Michel De Waard, And
Christophe Arnoultl

Journal of Cellular Physiology. 212: 753-763, 2007
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Expression, Localization and
Functions in Acrosome Reaction
and Sperm Motility of Ca,3.1
and Cay3.2 Channels in Sperm
Cells: an Evaluation from Ca,3.1
and Cay3.2 Deficient Mice

JESSICA ESCOFFIER,' SYLVIE BOISSEAU,' CATHERINE SERRES,> CHIEN-CHANG CHEN,?
DAESOO KIM,* SEVERINE STAMBOULIAN,' HEE-SUP SHIN,* KEVIN P. CAMPBELL,>

MICHEL DE WAARD,' ano CHRISTOPHE ARNOULT '*

'INSERM U836 Equipe 3, Laboratoire “Canaux Calciques Fonctions et Pathologies”; CEA/Grenoble, iRTSV: Université Joseph Fourier,
Grenoble France

2Service d’Histologie-Embryologie-Biologie de la Reproduction, Université Paris René Descartes—Faculté de Médecine, Paris, France
3Howard Hughes Medical Institute, Department of Physiology and Biophysics, Roy J. and Lucille A. Carver College of Medicine,
University of lowa, lowa City

*National CRI Center for Calcium and Learning, Korea Institute of Science and Technology, Cheongryang, Seoul, Republic of Korea

In spermatozoa, voltage-dependent calcium channels (VDCC) have been involved in different cellular functions like acrosome reaction
(AR) and sperm motility. Multiple types of VDCC are present and their relative contribution is still a matter of debate. Based mostly on
pharmacological studies, Low-Voltage-Activated Calcium Channels (LVA-CC), responsible of the inward current in spermatocytes, were
described as essential for AR in sperm. The development of Cay3.l or Cay3.2 null mice provided the opportunity to evaluate the
involvement of such LVA-CC in AR and sperm motility, independently of pharmacological tools. The inward current was fully abolished in
spermatogenic cells from Cay 3.2 deficient mice. This current is thus only due to Cay 3.2 channels. We showed that Cay 3.2 channels were
maintained in sperm by Western-blot and immunohistochemistry experiments. Calcium imaging experiments revealed that calcium influx
in response to KCl was reduced in Cay 3.2 null sperm in comparison to control cells, demonstrating that Cay 3.2 channels were functional.
On the other hand, no difference was noticed in calcium signaling induced by zona pellucida. Moreover, neither biochemical nor functional
experiments, suggested the presence of Cay3.1 channels in sperm. Despite the Cay3.2 channels contribution in KCl-induced calcium
influx, the reproduction parameters remained intact in Cay3.2 deficient mice. These data demonstrate that in sperm, besides Cay3.2
channels, other types of VDCC are activated during the voltage-dependent calcium influx of AR, these channels likely belonging to high-
voltage activated Ca®" channels family. The conclusion is that voltage-dependent calcium influx during AR is due to the opening of
redundant families of calcium channels.

J. Cell. Physiol. 212: 753-763, 2007. © 2007 Wiley-Liss, Inc.

The acrosome reaction (AR), the first step of fertilization, is an
exocytotic event, allowing sperm to cross the zona pellucida
(ZP) and to become competent for fusion with the oocyte, by
unmasking the izumo protein (Inoue et al., 2005). ZP3, one of
the three glycoproteins present in the zona pellucida,
represents the main physiological agonist of the AR in rodent.
The fusion of the outer acrosomal membrane with the plasma
membrane is dependent of a cytoplasmic calcium rise. The
calcium signaling requires the successive opening of at least
three different types of calcium channels. Voltage-dependent
calcium channels (VDCC), localized in the plasma membrane,
are the first to be activated. Subsequently, an Inositol-1,4,5-
triphosphate (InsP3) receptor, localized in the outer membrane
of the acrosome, is activated (VWalensky and Snyder, 1995;
O’Toole et al., 2000) and leads to the calcium depletion of the
acrosome, an operational calcium store (De Blas et al., 2002;
Herrick et al., 2004). The depletion of this store finally leads to
the activation of store-operated calcium channels like TRPC2
(Jungnickel et al., 2001).

The successive activation of these channels determines two
phases in the sperm acrosome calcium signaling: i) during a first

© 2007 WILEY-LISS, INC

phase, the opening of VDCC:s elicits a very short transient
calcium rise, of about 100 msec duration (Arnoult etal., 1999),
i) a second phase, corresponding to the activations of the InsP3
receptor and subsequently TRPC store-operated calcium
channels, is characterized by a slow calcium increase (between
few second to few minutes, dependent of reports), followed by
a long lasting calcium entry. Different types of VDCC blockers
like amiloride, PN200-110 (a dihydropyridine) or pimozide (a
diphenylbutylpiperidine) inhibit both the calcium transient and
the subsequent slow calcium increase and calcium plateau

*Correspondence to: Christophe Arnoult, CEA/Grenoble, iRTSV,
Laboratoire “Canaux Calciques Fonctions et Pathologies,” Unité
INSERM U836 Equipe 3, |7 rue des martyrs, F-38054 Grenoble
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(Arnoult etal., 1996; Arnoult et al., 1999). In consequence, the
calcium influx through VDCC is currently understood as the
key triggering element for the second phase of calcium signaling
in sperm cells.

Voltage-dependent calcium channels are subdivided in
high-voltage (HVA) and low-voltage-activated (LVA) calcium
channels, represented by L, N, P/Q, R and by T-type calcium
channels, respectively. At the molecular level, 10 different genes
encode for VDCC « subunits, the pore subunit. The molecular
characterization of VDCC present in sperm cells and their
respective role in the sperm physiology is a hotly debated and
studied question (Arnoult et al., 1996; Santi et al., 1996;
Goodwin etal., [997; Goodwin etal., 1998; Arnoult etal., 1999;
Serrano et al.,, 1999; Westenbroek and Babcock, 1999;
Jagannathan et al., 2002; Stamboulian et al., 2004; Zhang et al.,
2006).

Owing to the high difficulties to record voltage-dependent
calcium currents in mature sperm cells, many groups have
worked on the molecular characterization of voltage-
dependent channels in spermatogenic cells (Arnoultetal., 1996;
Lievano et al., 1996; Espinosa et al., 1999; Sakata et al., 2001;
Jagannathan etal., 2002; Stamboulian et al., 2004). In these cells,
only T-type calcium currents are recorded during patch-clamp
experiments. Although mRNA encoding for both Cay3.1
(Sakata et al., 2001) and Cay 3.2 (Jagannathan et al., 2002) have
been found in spermatogenic cells, results from Cay3.1
deficient mice suggested that Cay 3.2 is the main calcium channel
in spermatogenic cells (Stamboulian et al., 2004). On the other
hand, several authors have claimed that part of the T-type
current in spermatogenic cells could be due to activation of
HVA channels, Cay1.2 (Goodwin et al., 1999) or Cay2.2
and Cay2.3 (Wennemuth et al., 2000). The development of
transgenic mice deficient in Cay3.2 channels provides the
opportunity to evaluate the actual contribution of Cay3.2
channels in the inward calcium current of spermatogenic cells.

In this manuscript, we compare for the first time the inward
calcium current density from wild-type spermatogenic cells
with those of spermatogenic cells isolated from Cay 3.1
or Cay3.2 deficient mice. The inward current elicited by
depolarization is fully abolished in spermatogenic cells obtained
from Cay3.2 deficient mice. This result ends a long-term
controversy over the molecular identity of the LVA inward
current in spermatogenic cells: this current is due only to
activation of Cay3.2 channels. In mature sperm cells, Western
blotting experiments demonstrate for the first time the
presence of Cay3.2 channel protein. By immunohistochemistry,
we illustrate that Cay3.2 is localized in a specific patch of the
plasma membrane located at the base of the acrosome, an area
known to be the starting point of the calcium signaling during
the acrosome reaction. Moreover, this area of the plasma
membrane that contains the Cay3.2 channels overlays the
external acrosomal membrane involved in exocytosis during
acrosome reaction, since the Cay3.2 immunoreactivity is lost
on acrosome reacted spermatozoa. Because of the presence
of Cay3.2 channels in mature sperm cells, it was important to
evaluate the contribution of Cay3.2 channels in sperm calcium
signaling. First, we evaluated the contribution of Cay3.2
channels in voltage-dependent calcium influx, induced by high
external K*. The depolarization-induced calcium signaling is
biphasic: a calcium rise followed by a calcium plateau. In Cay3.2
deficient mice, both calcium rise and calcium plateau are
reduced, demonstrating the functional state of Cay 3.2 channels
in mature sperm cell. Second, we evaluated the importance of
such channels in calcium signaling induced by solubilized ZP.
In Cay3.2™'~ sperm, the calcium signaling induced by ZP was
identical to the one measured in wild-type sperm.

Concerning Cay3.1 channels, we were unable to find any
specific staining with an antibody designed specifically
against Cay 3.l channels, in agreement with the
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electrophysiological data. Moreover, the calcium signaling
induced by high K" is not affected in Cay3.1 deficient mice.
These data, taken together, strongly suggest that Cay 3.1
channels do not play a physiological role in sperm.

Despite the presence of Cay3.2 channels and their
contribution in K*-induced calcium influx, the reproduction
parameters (sperm concentration per epididymis, pups
number, delay between mating and delivery), and the cellular
functions (AR and sperm motility) of Cay3.2 deficient mice
remain intact. These data demonstrate that in sperm,
besides Cay3.2 channels, other types of VDCC are activated
during the voltage-dependent calcium influx of AR. The absence
of reproduction phenotype at the animal or cellular levels,
indicates that the expression of different types of VDCC are
redundant.

Finally, we show in this paper that the motility parameters of
sperm from Cay3.1 or Cay3.2 deficient animals are not
statistically different to those obtained from sperm of wild-type
animals, suggesting that neither Cay 3.1 nor Cay3.2 are involved
in sperm motility.

Materials and Methods
Biological preparations

Knock-out mice. Cay3.| (Kim et al.,, 2001b) and Cay3.2 (Chen
et al., 2003) deficient mice have been described previously. Control
mice corresponded to C57BL/6 males if non specified (Charles River-
France). The genetic backgrounds of both knockout mice are different.
The genetic background of Cay 3.1 deficient mice is a cross between
C57BI/6 strain and SVJ129 strain. On the other hand, the genetic
background of Cay3.2 deficient mice is a C57BI/6 strain.

Spermatogenic cells preparation. Seminiferous tubules were
isolated from the testes of mice (8—16 weeks old) and incubated at
37°Cfor 30 minin 3 ml of a solution containing (mM): NaCl (150), KCI
(5), CaCl, (2), MgCl, (1), NaH,PO4 (1), NaHCO; (12),

D-glucose (11), pH 7.3 and collagenase type IA (I mg/ml - Sigma).
Tubules were rinsed twice in collagenase-free medium and cut into
2 mm sections. Spermatogenic cells were obtained by manual
trituration and attached to culture dishes coated with Cell-Tak
(Beckton Dickinson France). Pachytene spermatocytes and round
spermatids are the prominent cell types obtained from the diploid
meiotic and the haploid post-meiotic stages of spermatogenesis,
respectively. These cells are readily distinguished based on cellular
and nuclear morphology (Romrell et al., 1976). These stages were
routinely used for electrophysiological recordings. However, similar
results were obtained with both stages and data were pooled for
presentation.

Sperm membrane preparation. Sperm cells, obtained by manual
trituration of caudae epididymes from Cay 3.1, Cay 3.2 deficient mice or
control C57BI/6 mice (16 weeks old, Charles River), were pelleted
(500 g, 10 min) and re-suspended in RIPA buffer containing in (mM) Tris
(50), NaCl (150), 0,1% SDS, 1% NP-40, 0,5% DOC) complemented
with a cocktail of protease inhibitors (Complete Mini, EDTA-free,
Roche). Sperm cells were then sonicated (Sonicator Ultrasonic
Processor XL, Misonix, Farmingdale, NY) for | sec on ice, repeated 30
times, with 7 sec intervals. Cell debris were pelleted (500 g, | 5 min) and
the supernatant used for Western blotting. To obtain a head-plasma
membrane enriched fraction, sperm were capacitated in M16
(Sigma-Aldrich France) supplemented with 2% BSA (fraction V, Sigma-
Aldrich France) pH 7.4 for | hour at 37°C. Sperm were pelleted (500 g,
10 min) and treated with 10 wM A23187 during 30 min at 37°C in the
presence of a cocktail of protease inhibitors. Sperm were then
centrifuged 5 min at 1000 g. The supernatant was collected and
subsequently ultra-centrifuged at 100 000 g for | hour at 4°C. The
pellet was re-suspended in RIPA buffer.

Cell culture and transfection. HEK-293 cells were grown in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen)
supplemented with 10% FBS (Invitrogen) and 1% penicillin/
streptomycin and transiently transfected with a plasmid
containing Cay3.1 cDNA (generous gift of Dr Anne Feltz) or Cay3.2
cDNA (generous gift of Dr Emmanuel Bourinet), using JetPEl from
Qbiogene according to the instructions of the manufacturer. Two
days after transfection, transfected and control cells were collected
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and re-suspended in RIPA buffer complemented with a cocktail of
protease inhibitors (Complete Mini, EDTA-free, Roche).

Electrophysiological recordings

Ca®" currents were recorded in the whole-cell configuration of the
patch-clamp technique. Pipettes were pulled from Corning #7052 glass
(Gardner Glass Co., CA) and fire polished. Pipette resistance was
I-3 MQ). Currents were obtained with an Axopatch 200B amplifier
(Axon Instruments). All traces were corrected for leak currents,
filtered at 2 kHz, and digitized at 20 kHz.

The pipette solution was designed to eliminate all K currents and
consisted of the following components (mM): Cs-glutamate (130),
D-glucose (5), HEPES (10), MgCl, (2.5), Mg,ATP (4), EGTA-Cs (10)
pH 7.2 (adjusted with | N CsOH). For experiments, the bath solution
was changed to a recording solution containing (mM): NaCl (100), KCI
(5), CaCl, (10), MgCl, (1), TEA-CI (26), Na-lactate (6), HEPES (10),
D-glucose (3.3) and pH 7.4 (adjusted with | N NaOH). All experiments
were done at room temperature (~25°C).

Primary antibodies

In the absence of specific commercial antibodies designed for
immuno-histochemistry, we designed two antipeptide antibodies
against the lI-lll loop of the Cay3.2 channels, a region presenting no
homology with other VDCC. The peptides have been chosen in the
Il loop of the alpha; subunit and correspond to the amino acids
1025-1034 (Ab-1025) and | 169-1180 (Ab-1169) of the swissprot locus
CACIH_MOUSE, accession O88427. Antibodies against Cay3.| were
from Alomone Labs - Israel. For Western blotting: antibodies
against Cay3.2 were Ab-1025 or Ab-1169 or a commercial Ab
(sc-16261 from Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA); antibody
against Cay3.| was a commercial Ab (ACC-021 from Alomone,
Israel).

Western blot analysis

Proteins of sperm enriched plasma membrane preparation were
separated on 10% polyacrylamide denaturing gels and
elecrotransferred for 90 min at 350 mA to Immobilon P transfer
membrane (Millipore). The membranes were then blocked 60 min with
4% non-fat dry milk (Biorad) in PBS Tween 0.1%. The primary antibody
was added and incubated overnight at 4°C. After washing in PBS Tween
0.1%, the secondary antibody was added at 1:10,000 during 3 hours at
room temperature. Brain and testis proteins were separated on 7%
polyacrylamide denaturing gels and elecrotransferred over night at
22 V to Immobilon P transfer membrane (Millipore). The membranes
were then blocked over night with 5% non-fat dry milk (Biorad) in PBS
Tween 0.1%. The primary antibody was added and incubated for
2h00 at room temperature. After washing with 5% non-fat dry milk
(Biorad) in PBS Tween 0.1%, the secondary antibody was added at
1:10,000 during 30 min at room temperature. The reactive proteins
were detected using chemiluminescence assay followed by exposure to
Biomax film (Kodak).

Immunohistochemistry and indirect immunofluorescence

Sperm cells were harvested from the caudae epididymes, washed in
PBS and fixed in 4% PFA for 30 min on ice. Fixed spermmatozoa were
allowed to air-dry on poly-L-Lysine coated slides. The slides were
washed in PBS (3 x 5 min), 50 mM NH4CI (2 x |5 min), PBS

(3 x 5 min), 0.1% triton X-100 in PBS (15 min) and PBS (3 x 5 min).
Slides were blocked with 1% BSA and 2% normal goat serum during
60 min at room temperature. Antibodies against Cay3.| or Cay3.2
alphal subunit, as described above were diluted in blocking solution at
17100 and slides were incubated overnight at 4°C. Slides were then
incubated 60 min with secondary alexa fluor546-conjugated antibodies
(Molecular probes), diluted at 1/1000 and washed in PBS (3 x 5 min).
For a double stain of the acrosomal status and Cay3.2 channels, lectin
from Pisum sativum conjugated to fluorescein isothiocyanate (PSA-
FITC, Sigma Aldrich, France) was used to label the acrosomal matrix,
allowing to identify the PSA-FITC negative cells as acrosome reacted
cells. For the double staining experiments, sperm cells were first
treated with 10 wM A23187 for 30 min after a 60 min capacitation
period in a solution (M2, Sigma-A.) containing 2% BSA, to obtain
acrosome reacted sperm. Staining with PSA-FITC was used to evidence
acrosome reacted sperm. Fixed sperm were washed in PBS for

3 x 5 min and incubated with PSA-FITC
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(10 pg/ml in PBS) for 15 min at room temperature, in the dark before
starting the immunostaining protocol for calcium channels detection.

Slides were analyzed on a confocal laser scanning microscope (Leica
TCS-SP2, Mannheim, Germany).

Calcium imaging

Sperm cells were obtained from C57BI/6 mice (12 weeks old, Charles
Rivers, France), Cay3.1 and Cay3.2 deficient mice from caudae
epididymides by manual trituration. The fraction of motile sperm was
determined by visual inspection within 10 mi, and preparations with
<75% motile cells were discarded. Sperm were loaded with 5 uM of
the calcium indicator Oregon green BAPTA |-AM (Molecular probes)
by a 40 min incubation (37°C) in a solution A containing (in mM): NaCl
(109), KCI (4.8), MgCl, (1.2), CaCl, (1.7), KH,PO4 (1.2), NaHCO;
(10), HEPES (25), sodium lactate (25), sodium pyruvate (1), D-glucose
(5.6) and BSA 0.1%.

Sperm were then centrifuged (5 min, 1200 rpm) and re-suspended
in the solution A containing 2% BSA in order to promote in vitro
capacitation for a period of 80 min incubation (37°C).

Sperm were then centrifuged and re-suspended in the solution A
without BSA and kept at 37°C until imaging experiment. 100 pl
aliquots of capacitated sperm cells (6 x 10° /ml) were transferred to
an imaging chamber, in which the lower surface was a glass coverslip
treated with Cell-Tak (Beckton-Dickinson, France). The chamber
was then connected to the perfusion apparatus and at least 10 ml of
fresh medium was washed through. All experiments were carried out
at 37°C in a continuous flow of medium. Solubilized zona pellucida,
prepared as precisely described (Rockwell and Storey, 2000), was
introduced in the recording medium by adding 10 L of a solution
containing 20 solubilized ZP by L (final volume 100 plL). Thus, the
final solubilized ZP concentration is 2 ZP/p.L. Only sperm presenting
a motile flagellum were studied. Cells were imaged on an inverted
Nikon TE200U microscope, fitted with an X-cite 120 EXFO source.
Images were acquired with an IXON ANDOR TE885KCS-VP camera
and the frame acquisition frequencies are 4 Hz for KCl and | Hz
for ZP.

Data were processed offline using ANDOR IQ 1.5 software.
Fluorescence was measured in the whole head of the sperm.

Acrosome reaction assay

Sperm cells from the caudae epididymes were allowed to swim in M2
medium for 10 min. Then sperm cells were capacitated for 45 min at
37°C in M16 medium containing 20 mg/ml BSA. The AR was triggered
by lacto-N-fucopentaose IlI-BSA (LNFP [1I-BSA). The compounds were
injected in the capacitation medium and sperm were incubated for an
additional period of 80 min. Sperm cells were then fixed in 4% PFA and
stained with coomassie blue, as previously described (Arnoult et al.,
1996).

M2 and M16 medium were purchased from Sigma and LNFP
I1I-BSA from Dextra laboratories (Reading, UK). | mg of LNFP
I1I-BSA was diluted in 500 pl of solution A, corresponding to a
concentration of 23.6 .M. LNFP IlI-BSA was used at a final
concentration of 5 uM.

Computer-assisted motility analysis

Five hundred .l of sperm suspension in M2 medium were mixed with
the same volume of M2 medium containing 4% BSA (Fraction V Sigma)
to initiate the capacitation. After incubation for | hourat 37°C, 10 pl of
the sperm suspension was immediately placed onto analysis chamber
(2X-CEL Slides, 80 um depth, Leja Products B.V., Netherlands) kept to
37°C for microscopic quantitative study of sperm movement.

Sperm motility parameters were measured at 37°C using a sperm
analyzer (Hamilton Thorn Research, Beverley). The settings employed
for analysis were as followed: acquisition rate: 60 Hz; number of frames:
30; minimum contrast: 30; minimum cell size: 4; low-size gate: 0.13;
high-size gate: 2.43; low-intensity gate: 0.10; high-intensity gate: 1.52;
minimum elongation gate: 5; maximum elongation gate: 100;
maghnification factor: 0.81.

The motility parameters measured were: straight line velocity (VSL);
curvilinear velocity (VCL); averaged path velocity (VAP); amplitude of
lateral head displacement (ALH); beat cross frequency (BCF); linearity
(LIN); straightness (STR). A minimum of 100 motile spermatozoa by
sample was analysed.
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Results
Recording of inward current in spermatogenic cells

In order to determine the molecular identity of the channels
responsible for the inward calcium current in spermatogenic
cells, still unresolved since their first recording in 1984
(Hagiwara and Kawa, 1984), we first performed patch-clamp
experiments, in the whole cell configuration, on spermatogenic
cells from Cay3.x deficient mice. In Fig. | A, we compared the
current-density of inward current elicited by depolarization
from a holding potential of —90 mV to a test potential of
—20 mV of spermatogenic cells obtained from three different
mouse strains: wild-type-OF| (control), Cay 3.l and Cay3.2
deficient mice. The current density was fully abolished in
spermatogenic cells from Cay 3.2 deficient mice. In comparison,
no modification of inward current in Cay3.1 deficient
pachytene spermatocytes was noticed, as already published
(Stamboulian et al., 2004). The absence of Cay3.2 channels in
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Fig. I. Inward calcium current in spermatogenic cells measured in
the whole cell configuration of the patch-clamp technique. A: Current
densities measured at the peak current, corresponding to a
depolarization of a holding potential of —90 mV to a test potential of
—20 mV in spermatogenic cells from wild-type, Cay3.1 and Cay3.2
deficient mice. Results are expressed as mean = SD. Above
histograms, n indicates the number of cells recorded. B: Western
blots of mouse testis membrane proteins obtained with anti-Cay3.2
Ab. Membrane proteins were loaded on polyacrylamide gel and
transferred to nitrocellulose. The apparent molecular size markers
are indicated on the left. C: Representative superimposed traces of
inward current recorded in spermatogenic cells from wild-

type, Cay3.1 or Cay3.2 deficient mice. Holding potential —90 mV, test
potentials from —60 mV to +30 mV, 10 mV increments.

testis was confirmed by Western Blot analysis. A specific
antibody against Cay3.2 channels immunodecorates around
250 kDa a band on brain and testis loaded proteins, obtained
from wild-type animals. In the other hand, no band is present at
the same molecular weight of 250 kDa on brain and testis
loaded proteins, obtained from Cay3.2~'~ animals (Fig. 1B).
Fig. 1C shows representative traces of inward calcium current
of pachytene spermatocytes from wild-type and both deficient
mice.

Presence and Localization of Cay3.2 channels
in mature sperm cell

The molecular identification of channels responsible for the
inward current in spermatogenic cells made us to wonder if
the Cay3.2 channels are still present in the mature sperm cell.
By Western blot, two different antibodies, designed
against Cay3.2 channels and named Ab-1025 and Ab-1169,
immunodecorate a band at the same molecular weight (around
250 kDa) on wild-type head-plasma membrane enriched
fraction (Fig. 2A, lanes 2 and 4 respectively). To check that both
antibodies immunodecorate the same band, both antibodies

A 12 3 4 5w w
Cay3.2 mp -;“ Pt .__?q

- 220
o
- { = :
—
~ "L
£ =
M .
- -
Ab1025 Ab 1169 1025
1169
B Control sperm

Ca 3.2 " sperm

Fig. 2. Immunodetection and localization of Cay3.2 channels in
mature sperm cells. A: Western blot showing the presence of Cay3.2
channels in mature sperm cells. The microsomes recovered by
centrifugation after acrosome reaction of sperm from Cay3.2
deficient animals (lanes | and 3) or wild-type OFI animals (lanes 2,
4 and 5) were loaded on polyacrylamide gel and transferred to
nitrocellulose. Lanes | and 2, antibody Ab-1169; lanes 3 and 4,
antibody Ab-1025, lane 5 both antibodies. B: Specific antibody
against Cay3.2 channel evidences a specific localization of Cay3.2
channels, at the base of the acrosome (red staining in control sperm).
The staining is absent in sperm from Cay3.2 deficient mice. The
fluorescence and phase contrast pictures were superimposed to
precisely localize the staining in relation to structures. The staining
obtained in flagellum is unspecific since identical staining was
observed in flagellum of wild-type or Cay3.27"~ sperm.
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have been mixed: in these conditions, only one band is elicited
around 250 kDa (Fig. 2A, lane 5). Moreover, these bands are
absent on sperm microsomes from Cay3.2~'~ sperm

(Fig. 2A, lanes | and 3 respectively). The Cay3.2 deficient mice
guaranty the specificity against Cay3.2 channels of the
immunostaining. The Cay3.2 channels are thus present in
mature sperm cells.

By immuno-histochemistry, the antibody Ab- 1 | 69 evidenced
a head staining, localized at the base of the acrosome, whereas
no staining was observed in the sperm head of Cay 3.2 deficient
sperm, attesting again the specificity of this reactivity (Fig. 2B).
The same antibody gave unspecific staining in the flagellum,
making impossible to conclude whether the Cay 3.2 channel was
present in the tail (data not shown).

Itis well known that membrane reorganization occurs during
capacitation. We followed the Cay3.2 staining during
capacitation and we observed that it was not modified during
this step (Fig. 3A).

From studies in neurons, we know that calcium channels
involved in neurotransmission are localized in close vicinity to
the secretion vesicles (Kim and Catterall, 1997). In order to
further study the specific localization of Cay3.2 channels, we
investigated if Cay3.2 channels are positioned in the pool of the
plasma membrane merging with the outer acrosomal
membrane during acrosome reaction. After capacitation,
sperm cells were incubated 30 min in the presence of the Ca
ionophore A23187, and a double staining was performed using
PSA-FITC to assess the status of the acrosome and Ab-1169 to
localize the Cay3.2 channels. Acrosome reacted sperm were
evidenced by the loss of the specific acrosomal matrix staining
(negative PSA staining). Figure 3B shows clearly that the Cay3.2

2+

A B

Capacitated
sperm

Acrosome reacted
sperm

DIC image

PSA staining

Cay3.2
immunostaining

Overlay

Fig. 3. Cay3.2 channelslocalization after capacitationand acrosome
reaction. Double-staining with anti-Cay3.2 antibody and with lectins
from Pisum sativum conjugated to FITC (green), localized Cay3.2
channels and the acrosome matrix, respectively. A: Capacitation does
not modify Cay3.2 staining (images of the left column): capacitated
sperm cellsdisplayedastainingatthebase oftheacrosome,identical to
that observed on non capacitated sperm. B: Acrosome reacted sperm
loose the Cay3.2 channel staining (images of the two right columns).
AR is evidenced by the absence of PSA staining
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staining was strongly diminished or lost during acrosome
reaction since Cay3.2 immunostaining was very strongly
reduced in acrosome reacted spermatozoa. From the western
blot of Figure 2A and the immuno-histochemistry of Figure 3
results, we can conclude that at least, part of the Cay3.2
channels are localized in the plasma membrane that merged
with the acrosome membrane during acrosome reaction.

Calcium signaling in Cay3.l and Cay3.2 deficient mice

The localization of Cay3.2 channels at the base of the sperm
acrosome, is of potential interest since it has been
demonstrated that calcium signaling induced by agonists as
progesterone or ZP3 starts precisely in the same subcellular
area (Shirakawa and Miyazaki, 1999; Kirkman-Brown et al.,
2000; Fukami et al., 2003). We therefore studied the
voltage-dependent calcium signaling in sperm from Cay3.2
deficient mice, to further analyze the impact of the loss

of Cay3.2 channels. We also studied for the first time the impact
of the loss of Cay3.1 channels on voltage-dependent calcium
signaling, using sperm from Cay 3.1 mice. Control capacitated
sperm cells, loaded with the calcium dye Oregon green,
presented a large calcium increase in the head sperm, when the
plasma membrane was suddenly depolarized with a high
concentration of external potassium (Fig. 4). For Cay3.1
deficient sperm cells, the amplitude and kinetics of
high-K*-induced calcium signaling were similar to those
recorded for control sperm cells. By contrast, for Cay3.2
deficient sperm cells, both amplitude and kinetics of

high-K *-induced calcium signaling were modified: the mean
amplitude was decreased by 30% and the calcium signal was
more transient (Fig. 4). By comparing the integrated calcium
signal from control and Cay 3.2 deficient sperm cells, a decrease
of 68% was observed in the latter.

Because K" -induced calcium increase was modified
in Cay3.2 deficient sperm cells, we wondered if the calcium
signaling induced by solubilized ZP, the physiological agonist,
would be also altered. Indeed, voltage-dependent calcium
channel antagonists were described to inhibit both the
amplitude of the short calcium transient (Arnoult et al., 1999)
and the rate of calcium increase which follows the short calcium
transient (Arnoult et al., 1996). Solubilized ZP elicited a fast
calcium increase, followed by a calcium plateau, returning
slowly to zero, in both wild-type and Cay3.2 deficient sperm
cells (Fig. 5A). In order to characterize calcium signaling, we
calculated for each sperm cell responding to ZP, the time to
peak, the normalized maximum amplitude and the time
necessary to decrease the calcium peak by two (t;5,). In our
experimental conditions, peaks were reached in 14.5 £ 6.9 sec
and in 11.44 3.9 sec in wild-type (n=9) and in Cay3.27/~
sperms (n=7), respectively (Fig. 5B), showing no statistical
difference. These values fall in the range of previously described
ZP-induced kinetics. Indeed, a wide range of ZP-induced
calcium increase kinetics have been reported in the past and
peaks were reached from few seconds (Shirakawa and Miyazaki,
1999; Rockwell and Storey, 2000; Fukami et al., 2003) to
minutes (Arnoult et al., 1996; Fukami et al., 2003). This range is
likely due to experimental differences between groups, like ZP
concentration, capacitation time or medium composition. No
difference was also noticed for normalized peak amplitude
and t, (Fig. 5B). In our experimental conditions, normalized
peak amplitudes were 1.45+0.1 and in 1.47 +0.3 and the
time necessary to decrease the calcium peak by two were
66 + 35 sec and in 62 £ 52 sec, in wild-type (n=9) and
in Cay3.27'~ sperms (n=7), respectively.

The facts that we still recorded voltage-dependent calcium
influx in Cay3.2 deficient sperm and that Cay 3.1 deficient
sperm did not present calcium signaling defect, strongly
suggests that the remaining voltage-dependent calcium influx
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Fig. 4. Comparison of high-K*-induced calcium signaling in sperm from wild-type, Cay3.1 or Cay3.2 deficient animals. KCl-induced
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n = 10). On the other hand, calcium signaling is reduced in sperm from Cay3.2 deficient animals ([J, n = 13). Results are expressed as normalized
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observed in Cay3.2 deficient sperm is due to the opening of
different type of VDCC. High-voltage-activated calcium
channels or Cay3.3 channels, present in sperm cells, could be
responsible of the remaining calcium influx in Cay 3.2 deficient
spermatozoa.

Reproduction parameters of Cay3.1 and Cay3.2
deficient mice

We showed that Cay3.2 channels are present in mature sperm
cell and that Cay 3.2 deficient sperm cells present an altered
K*-induced calcium signaling profile, with lower amplitude and
a more transient calcium signals. These changes in calcium
signaling induced by the loss of Cay3.2 channels may decrease
the fertility of Cay3.2 deficient males. We studied two
macroscopic reproduction parameters, the interval between
mating and birth and the litter size. No difference in these
two parameters was noticed (Fig. 6A, B) when males of
C57BI/6, Cay3.1 and Cay3.2 deficient strains were interbred
with OF| females.

The absence of a specific macroscopic reproductive
phenotype defect does not exclude i) an alteration of
spermatogenesis leading to a reduction of sperm number or ii)
a lowering of some sperm functions at the cellular level.
Although membrane potential of spermatogenic cells does not
allow T-type calcium activation, the fact that inward calcium
current was totally absent in Cay3.2 deficient spermatogenic
cells indeed raises the question of a role of Cay3.2 channels in
sperm production. We measured the sperm concentration in
cauda epididymis and no difference was noticed between
wild-type and in Cay3.2'" sperms (Fig. 7), both having a
standard sperm concentration of around 5 millions of sperm
per milliliters.

Because voltage-dependent calcium channels are supposed
to play a role in both sperm acrosome reaction and sperm
motility, we focused our studies on these two cellular
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functions. Again, the development of transgenic mice deficient
in Cay3.l or Cay3.2 channels provided a unique opportunity
to test the physiological importance of such channels in sperm
functions. We compared the number of acrosome reacted
sperm induced by the lacto-N-fucopentaose I1I-BSA

(LNFP 11I-BSA), a synthetic molecule designed to replace the
signaling sugars of ZP3 (Hanna etal., 2004), after a capacitation
of 120 min in 2% BSA (Fig. 8A). In these peculiar conditions, we
did not observe a lower rate of acrosome reacted sperm

in Cay3.2 deficient mice, when compared to control mice,
suggesting that the remaining voltage-dependent calcium
influx in Cay3.2 deficient mice is sufficient to promote a
complete acrosome reaction. From experiments using
pharmacological tools, it has been suggested that LVA calcium
channels could be involved in sperm motility (Trevino et al.,
2004). Using a sperm movement analyzer, the different
parameters characterizing sperm movement were studied
for Cay3.1 and Cay3.2 null mice or control capacitated sperm
(Fig. 8B). No statistical difference was observed between the
mean values of the different parameters measured for the
three populations of sperm.

Presence and immunolocalization of Cay3.1
channels in sperm

The absence of inward calcium currents in spermatogenic cells
from Cay3.2 deficient mice, the specific staining of Cay3.2
channels in sperm head and the decrease of depolarization-
induced calcium influx in sperm from Cay 3.2 deficient animals,
clearly demonstrate that Cay3.2 channels are present and
functional in sperm. On the other hand, the presence of Cay3.1
channels in sperm is still controversy since i) Cay3.| deficient
spermatogenic cells present no alteration of the inward current
and ii) Cay3.| deficient sperm exhibit a similar depolarization-
induced calcium to control sperm cells. The presence of Cay 3.1
channels in rodent sperm is only supported by RT-PCR
experiments, which clearly shows specific products
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Comparison of calcium signaling induced by solubilized ZP in single sperm from wild-type or Cay3.2 deficient animals. A. Solubilized

ZP (2 ZP/p.L) elicits a fast calcium increase, followed by a calcium plateau in both control sperm (@) and sperm from Cay3.2 deficient animals
(O). Acquisition rate, | Hz. B. Characteristics of calcium signaling induced by solubilized ZP. Histograms showing the time to peak, the
normalized maximum amplitude, and the time necessary to decrease the calcium peak by two (t,,;) for wild-type (black bars, n = 9) and for
Cay3.27'~ sperms (white bars, n = 7). In our experimental conditions, peaks were reached in 14.5 + 6.9 sec and in 11.4 * 3.9 sec, normalized
peakamplitudeswere 1.45 = 0.1 andin 1.47 & 0.3 and the time necessary to decrease the calcium peak by two were 66 + 35secandin 62 = 52 secin
wild-type and in Cay3.27'~ sperms, respectively. Results are expressed as mean = s.d.

amplification (Trevino et al., 2004). In order to better
understand this apparent discrepancy between functional and
molecular data, we did important efforts to attempt to
evidence Cay3.1 channels by immunohistochemistry and
Western blotting. For immunohistochemistry experiments, we
tested a commercial antibody (Alomone, anti Cay3.1). In our
experimental conditions, this antibody did not evidence a
specific staining by immunochemistry in sperm (Fig. 9A). The
flagellum is stained by the antibody but the Cay 3.1 deficient
sperm present an identical staining. In Western blotting, the
same antibody specifically recognized a band of approximately
at 240 kDa in HEK-293 cells transfected with Cay 3.1 clone. This
band corresponds to Cay3.1 channels since in non transfected
HEK-293 cells, no band is evidenced in the same area of
molecular weight. In the whole sperm plasma membrane
preparations, no signal was detected by the Alomone antibody
(Fig. 9B), even if, to compensate an eventual low level of Cay3.1
channels expression in sperm, |.7 times more of sperm protein
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(25 pg) than control HEK cells extract (14 g) was loaded in
the gel.

Discussion
In spermatogenic cells, inward current is only due
to Cay3.2 channels

The molecular identity of voltage-dependent inward calcium

current in spermatogenic cells has been a debated question. If
the pharmacological and biophysical properties of this current
are close to those expected for Cay3.2 channels, some doubts
were still present because the spermatogenic calcium current
present some specific biophysical (Stamboulian et al., 2004) and
pharmacological (Arnoult etal., 1998; Wennemuth et al., 2000)
properties in comparison to those obtained by re-expression of
cloned channels. The fact that no inward current is present

in Cay 3.2 deficient spermatogenic cells, represent a conclusive
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Fig. 6. Macroscopic reproduction parameters of Cay3.1 and Cay3.2
deficient animals. A: Interval between mating and pups delivery in
function of the different strains of mice. B: Average litter size in
function of the different strains of mice. Results are expressed as
mean *+ SD. Above histograms, n indicates the number of litter
studied.

proof that spermatogenic inward calcium current is only due to
the opening of Cay 3.2 channels. It would be interesting to clone
spermatogenic Cay3.2 channels in order to further understand
the biophysical and pharmacological specificities carried by this
channel at the molecular level.

Cay3.2 channels are present in mature sperm head and
participate to the voltage-dependent calcium influx
during acrosome reaction

In this manuscript, we showed that Cay 3.2 channels are present
from pachytene stages, by patch-clamp experiments, to mature
sperm cells, by Western blot and immuno-histochemistry
experiments. The Cay3.2 deficient mice channels provide
the unique opportunity to guaranty the specificity of
immuno-localization. Its localization, at the base of the
acrosome is unique, and different to the localizations already
described for other voltage-gated channels (Westenbroek and
Babcock, 1999; Trevino et al., 2004) or store-operated
channels (Jungnickel etal.,2001; Trevino etal., 200|; Castellano
et al,, 2003; Sutton et al., 2004). The localization of Cay3.2
channels is particularly interesting since its localization seems to
coincide with the locus of calcium signaling initiation during
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progesterone or ZP3-activated acrosome reaction (Shirakawa
and Miyazaki, 1999; Kirkman-Brown et al., 2000; Fukami et al.,
2003). This resultindicates that it may be one of the first calcium
channel activated during the depolarization event that follows
ZP3 receptor activation. Moreover, we demonstrated herein
that the plasma membrane, which merges with the acrosomal
membrane during acrosome reaction, contains Cay3.2
channels. This result provides essential information. First,
although Cay3.2 channels are expressed early during
spermatogenesis, Cay3.2 channels play a physiological role in a
narrow temporal window between the end of the capacitation,
when it becomes functional, and the end of the acrosome
reaction, when it is lost in membrane vesicle secretion. Indeed,
as a low-voltage-activated calcium channel, Cay3.2 is fully
inactivated at potential above —60 mV. Spermatogenic cells and
non-capacitated sperm cells have a membrane potential around
—30 mV and only fully capacitated sperm present a
hyperpolarized membrane potential (Arnoult et al., 1999).
Among all voltage-dependent calcium channels present in
sperm (Westenbroek and Babcock, 1999), only Cay3.2
channels present an early expression pattern during
spermatogenesis and the reasons of this specific expression
pattern are still not understood. Secondly, the fact that
immunostaining of Cay3.2 disappears in acrosome reacted
sperm demonstrates that the surface of the plasma membrane
merging with the outer acrosomal membrane is not restricted
to the acrosomal crescent when AR is induced by A23187 but
extents to the equatorial segment. The fact that Cay3.2
channels are present at a strategic localization for calcium
signaling in sperm head made us wonder if calcium signaling is
affected during acrosome reaction. In Cay 3.2 deficient sperm,
the peak calcium increase, elicited by KCl-induced
depolarization, is diminished by 30% and the calcium signal is
more transient. The integrated calcium signal is reduced overall
by 68%. These results indicate that sperm Cay3.2 channels
are functional and contribute significantly but partially to
KCl-induced calcium signaling. This result differs from those
obtained previously (Wennemuth et al., 2000), where
KCl-induced calcium signaling has been attributed mainly to
HVA calcium channels. This difference evidences the recurrent
problem of the specificity of calcium channels blockers. The
localization of Cay3.2 channels in sperm head and their
functionality strongly suggest that they contribute significantly
to the calcium signaling during acrosome reaction.
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Fig. 8. Cellular reproduction parameters of Cay3.1 and Cay3.2
deficient animals. A: Acrosome reaction induced by 5 nM LNFP
11I-BSA of Cay3.2 deficient mice and wild-type mice. The two left
columns correspond to sperm incubated during 125 min in the
capacitation medium, the two right columns correspond to sperm
incubated first during 45 min in the capacitation medium, and
subsequently in the presence of 5 uM of LNFP IlI-BSA for an extra
period of 80 min in the capacitation medium. Mean * SD. of three
independent experiments. In each experiment, more than 150 sperm
cells have been analyzed. B: Sperm motility parameters of Cay3.1
and Cay3.2 deficient animals in comparison to wild-type sperm. The
motility parameters measured were: averaged path velocity (VAP);
straight line velocity (VSL); curvilinear velocity (VCL); amplitude of
lateral head displacement (ALH); beat cross frequency (BCF);
straightness (STR); linearity (LIN). Black columns: control sperm
cells, light grey columns: sperm cells from Cay3.1 null mice and dark
grey columns: sperm cells from Cay3.2 null mice. Results are
expressed as mean £ SD.

Functional Cay3.1 channel protein is likely
absent in rodent sperm

The presence of Cay3.1 channels in mature sperm cell was
previously suggested, based on RT-PCR experiments (Trevino
et al,, 2004), in situ hybridization (Jagannathan et al., 2002) and
immuno-histochemistry experiments. From inhibition
experiments, it was suggested that Cay3.| channels may play a
rolein flagellum beat (Trevino etal.,2004). The Cay 3.1 deficient
mice gave us the opportunity to search for the Cay 3.1 channels
implications in two important sperm functions: acrosome
reaction and sperm motility. Acrosome reaction is activated by
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Fig. 9. No evidence for the presence of Cay3.l channel in mouse
sperm. A: Immunostaining with anti-Cay3.1 antibody from Alomone
on two types of mature sperm: control sperm (OFI) and Cay3.1
deficient sperm. B: Western blot with anti-Cay3.1 Alomone antibody
(upper part). The specificity of the antibody was checked on HEK-293
cells transiently transfected with plasmids containing Cay3.1 versus
non transfected cell. A polyacrilamide gel, loaded with the identical
protein amounts as used for the Western blot, was stained with
coomassie blue, to indicate the protein loading (lower part).

an increase of intracellular calcium concentration. The initial
rise is due to voltage-dependent calcium channels opening.

If Cay3.1 channels were present and activated during this initial
phase, calcium signaling elicited by KCl-induced depolarization
should be affected in Cay 3.1 deficient sperm in comparison to
control sperm, in a similar way to Cay3.2 deficient sperm. No
difference was observed in Cay3.| deficient sperm in
comparison to control sperm. This result clearly shows

that Cay3.1 does not play a role in calcium signaling during
acrosome reaction. In order to test a putative role of Cay3.1 in
sperm motility, we compared with a sperm movement analyzer
the different characteristics of sperm motility after capacitation
of Cay3.1 sperm versus control sperm. No obvious difference
was observed.

The lack of cellular phenotype of Cay 3.1 deficient mice is in
good accordance with biochemical or immunohistology results
obtained. Indeed, we were unable to obtain a specific staining
of Cay3.l channels using the same antibody previously used
(Trevino etal., 2004). We did obtain a signal in flagellum as well,
but Cay3.I deficient sperm presented identical staining. From
our experiences, a lot of antibodies, known to give specific
staining in several tissues, stain also sperm flagellum in a non
specific manner. In Western blot, the absence of signal in sperm
extract does not necessary mean that Cay3.1 channels are
absent, but this result is in good accordance with the absence of
phenotype of Cay3.| deficient mice.

Although the presence of Cay 3.1 channels in flagellum sperm
remains to be established, this result demonstrates that the
contribution of Cay3.1 channels to sperm flagellum beat would
be very minor.

Cay3.2 channels are not the only VDCC activated
during acrosome reaction

The facts that i) the K -induced calcium signaling was not
abolished and ii) the second phase of ZP-induced calcium
signaling was not altered in Cay 3.2 deficient sperm, suggest that

761



762

ESCOFFIER ET AL.

other voltage-dependent calcium channels are present and
functional in sperm head, as well. Because calcium signaling is
not affected in Cay3.| deficient sperm, it is unlikely that the
remaining voltage-dependent calcium increase in Cay3.2
deficient sperm is due to Cay3.| channels opening.

Different publications pointed out the presence of several
other VDCC in spermatogenic or mature sperm cells.
High-voltage-activated (HVA) calcium channels, but
also Cay3.3, the last member of the LVA calcium channel family,
have been described to be present. Cay3.3 RNA have been
amplified in spermatogenic cells. In mature sperm cells, two
groups have showed by immunohistochemistry realized with
two different antibodies that the channels is restricted to
the flagellum and is absent of the head (Trevino et al., 2004;
Zhang et al.,, 2006) and then, Cay3.3 unlikely contributes to
the remaining calcium influx in sperm head from Cay3.2
deficient mice.

HVA channels, Cay 1.2, Cay2.2 and Cay2.3, are present in the
sperm head (Goodwin et al.,, 1999; Westenbroek and Babcock,
1999; Wennemuth et al., 2000). These HVA channels are likely
activated during the physiological depolarization induced by
ZP3 and contribute to the transient calcium influx sensitive to
different classes of calcium blockers (Arnoult et al., 1999).

Expression of VDCC in sperm is redundant

Most of the studies pointing out the central role of LVA channel
in acrosome reaction were based on pharmacological studies.
The different calcium channel blockers used were potent
inhibitors of the spermatogenic Cay3.2 channels (Arnoult etal.,
1998) and were also potent inhibitors of acrosome reaction
(Arnoult et al., 1996; Arnoult et al., 1999). From these results,
we have contributed with others groups (Santi et al., 1996;
Florman etal., 1998; Trevino etal., 2004) to popularize the fact
that LVA channels were key channels in sperm physiology.
However the specificity of voltage-dependent calcium channel
blockers among the different types of VDCC s only relative, the
specificity representing generally a 10-20 fold difference in
affinity. An LVA calcium channel blocker which is used at a
concentration that blocks most of the LVA channels, also blocks
a small proportion of HVA channels. Then, during an inhibition
experiment, when 100% of the LVA calcium channels are
blocked, a small proportion of HVA channels (around 20%) are
blocked, as well. Because Cay3.2 is responsible of 62% of the
integrated calcium entry, in the presence of a Cay3.2 channel
blocker, an extra inhibition of 20% of the remaining calcium
influx, via the inhibition of HVA channels, could diminish the
voltage-dependent calcium influx in such way that acrosome
reaction would be then blocked. Although the channel
antagonists are important tools in the characterization of ionic
channels involved in a specific physiological function, the
response obtained is always dependent of the specificity of
these tools. In the other hand, the development of transgenic
mice deficient in Cay3.| or Cay3.2 channels provided a unique
opportunity to evaluate the physiological importance of these
channels in sperm physiology in general and in the acrosome
reaction or sperm motility in particular, independently of
pharmacological agents.

The reproduction parameters of Cay3.2 deficient mice
studied at different levels are normal. We did not observe
alteration in the number of pups by litter, the delay between
mating and delivery, the rate of acrosome reaction induced by
an agonist of ZP3 receptor, sperm motility and the ZP-induced
calcium signaling. We can then conclude that there is no
macroscopic fertility or cellular functions troubles in Cay3.2
deficient mice, although we demonstrated that Cay3.2 channels
are present and functional in wild-type sperm cells. These data
suggest that Cay3.2 channels are redundant calcium channels.
Similar results were obtained with Cay2.2 (Kim et al., 2001a)
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or Cay2.3 (Sakata et al., 2001) deficient mice, which do not
presentany fertility trouble, as well. The likely conclusion is that
voltage-dependent calcium influx during acrosome reaction is
due to the opening of redundant families of calcium channels.
Finally, the redundancy of VDCC seems to be a general feature.
Indeed, there is a large discrepancy between the high number of
cellular types where VDCC are expressed and the low number
of physiological anomalies generated by the lack of only one
VDCC in the different knock-out mice (Jun etal., 1999; Saegusa
et al,, 2000; Kim et al., 2001a; Kim et al., 2001b; Chen et al,
2003).
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6. Discussion

Le développement des souris,84" et Ca3.2" nous a donn&opportunité aujourd’hui
d’évaluer la contribution des canaux,84 et Cg3.2 dans une étape de la physiologie des

spermatozoides : la réaction acrosomique.

Dans ce manuscrit, nous avons tout d’abord caraét@our la premiére fois les courants
calciques dépendants du voltage de type T danseledes germinales. Nous avons ensuite
statué sur la présence et le rble physiologique crgmux C@B.1 et Ca3.2 dans les

spermatozoides matures, grace a des expériencasatiofluorescence, de Western Blot, de

mobilité spermatique, de fécondation, d'imagerieiqae et de réaction acrosomiguevitro.

» Les courants calciques dépendant du voltage de typeales cellules

germinales est due seulement a l'activation du chGa,3.2

Bien que des transcrits pour Gd et Cg3.2 aient été identifiés dans les cellules
spermatogéniques, nos résultats montrent que la-wguté Cg3.1 ne participe pas a
I'établissement des courants calciques voltagesriigmts de type T des cellules germinales.
En effet, la densité de courant calcique T danschihiles spermatogéniques des souris
déficientes pour G&.1 est identique a celle des souris contréles eblirant calcique entrant
de type T provoquée par une dépolarisation de lmbmene disparait entierement chez la
souris déficiente pour G&2. Ces résultats mettent fin a la controverse sdentité
moléculaire du courant calcique entrant dépendanvaltage de type T dans les cellules
germinales : ce courant est di seulement a l'dictivdes canaux G3a.2.

» Le canal C33.1 est absent des spermatozoides matures

Jusqu'a présent, la présence des canayX Lat Ca3.2 dans le spermatozoide mature était
seulement soutenue par des expériences de RT-RC&tgnontré clairement la présence de
transcrits de G8.1 et Ca3.2 dans les précurseurs des spermatozoidespéematocytes
(Trevino, Felix et al. 2004).

Dans ce manuscrit, nous avons observé pour la prerfois la présence du canal,&2 au
niveau des spermatozoides matures par immuno-histaou par Western Blot mais aucune
présence du canal ¢al. L'absence du canal 3l est confirmée par le fait que la
signalisation calcique, la mobilité flagellaireleffertilité des spermatozoides, 34’ ne sont
pas affectées. On peut donc dire clairement quedraux Cg.1 ne jouent pas de rble dans

la signalisation calcique qui initie réaction aanosque.

101



Résultats

> Seule la signalisation calcique des spermatozoi@zs/3.2" est affectée

lors de la réaction acrosomique

La signalisation calcique des spermatozoide8 Caet Ca3.2" a été induite soit par une
forte concentration de chlorure de potassium (KRtyacellulaire, soit par la Zone Pellucide
solubilisée. La dépolarisation par le KCl a produite augmentation calcique biphasée,
constituée d'un pic calcique suivi d'un platealcicple. La signalisation calcique biphasée
induite par le KCI dans les spermatozoides3C& est moins importante que dans les
spermatozoides contrdles : le pic calcique estir@#u30% et la signalisation calcique est
devenue plus transitoire.

Ces résultats prouvent clairement que les canay&k Zeontribuent de maniére significative a
la signalisation calcique qui initie la réactionrammique. Cependant, le fait que la
signalisation calcique n'est pas supprimée dansspesmatozoides G2~ suggére que
d'autres canaux calciques dépendants du voltagatqmiésents et fonctionnels dans la téte de
spermatozoide. Puisque la signalisation calciqgast pas affectée dans les spermatozoides
Ca?3.1", il est peu probable que I'augmentation calcigépeddante du voltage restant des
spermatozoides Ga2" soit due & I'ouverture des canaux,&a.

Lors de I'induction de la RA dans des conditionggablogiques (ZP solubilisé), est observée
une augmentation calcique dans la téte des spezoides Ci8.2", suggérant que
I'amplitude de la dépolarisation induite par laske de la ZP au spermatozoide est suffisante

pour activer les canaux HVA.

» Les canaux C¢g.2 ne sont pas les seuls canaux calciques impl&gdéns
la signalisation de la RA

Lors des RAN vitro nous observons que le taux de RA réalisés paplsnatozoides Ga2
" est identique au contréle. Ces résultats nous seiggdonc que l'influx calcique dépendant
du voltage restant est suffisant pour déclenché&Aaet que les canaux ¢3a2 contribuent

seulement a la bonne mise en place de la réactros@mique.

Toutes ces données démontrent clairement queukirdie calcium nécessaire lors de la

réaction acrosomique est contr6lé en premier leaugs deux familles de VDCC, les canaux

dépendants du voltage a bas seuil d’activation (L€fles canaux dépendants du voltage a
haut seuil d’activation (HVA).

102



Résultats

Afin de poursuivre cette étude sur les mécanisnadidation de la réaction acrosomique, il
faudrait évaluer le réle des canaux HVA dans letrédm de la RA. Certains auteurs ont
montré par des techniques immuno-histochimiqudakeayistait une grande variété de canaux
calcigues dépendants du voltaga, haut seuil d’activation (CCDV-HS), dans le
spermatozoide mature (Wennemuth, Westenbroek 20@0). L’expression ou la traduction
des canaux calciques a haut seuil d’activationealdige réaliser dans les étapes ultimes de la
spermatogenése, stades auxquels nous n‘avons paes apar les techniques
d’électrophysiologie. Puisque dans les spermatecytan’existe qu'un seul type de courant
calcique dépendant du voltage, dit de type T.
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Le développement de nouvelles stratégies expératenpour comprendre les mécanismes
de régulation du pouvoir fécondant du spermatozaiédé la base de ce travail de these. Le
but de ce travail de thése a été d’élucider leeswale signalisations qui régulent la
physiologie spermatique a l'aide de nouveaux ougilarmacologiques découverts dans les
venins d’animaux.

Ainsi, nous avons pu caractériser une nouvelle wige régulation de la physiologie
spermatique : la voie des phospholipases sécrétées et nous avons aussi caractérisé
limplication des canaux calciques de type T dngégulation d’'une des étapes de la

physiologie spermatique : la réaction acrosomique.

Régulation de la physiologie spermatique par les pmispholipases A
secrétées

La recherche de nouveaux outils pharmacologiquas t&s venins par des tests d’activités
biologiques nous a permis de mettre en évidenceia de régulation de la physiologie
spermatique par les phospholipases A2 secrétéasie®is études ont suggéré un rble pour
une ou plusieurs phospholipases gecrétées au niveau de la capacitation, de laiogac
acrosomique (RA) et de la fécondation, mais la neatnoléculaire de ces enzymes et leurs
réles spécifiques restaient encore inconnus (Rokt@h Fragio 1993 ; Garde and Roldan
1996) ;(Lui and Meizel 1979; Ono, R. Yanagimachiaét 1982 ; Llanos, Morales et al.
1993 );(Singleton and Killian 1983) ; (Fry, Ghodhak 1992) ; (Riffo and Parraga 1996).

A partir de nos résultats, nous avons pu établimauéle de régulation de la physiologie
spermatique par la sPLANGX. Les connaissances actuelles ont permis a@rdigter quin

vivo la population de spermatozoides est tres hétéeogEnu’'une fraction importante (20-
30%) présente des défauts morphologiques ou fomwie compromettant ainsi le

développement de I'embryon.

Les spermatozoides sont exposés a mGX (et évaarhagit a d'autres activités sPLA2) lors
de leur mélange avec le liquide séminal (Masudaraklimi et al. 2004) mais aussi lors de

leur ascension dans les voies féminines (capamwifafiValentin, Ghomashchi et al. 1999).

Nos données appuient l'idée que mGX induit destigkec acrosomiques prématurées et
réduit la mobilité spermatique d’'une sous-poputati@ spermatozoides dite sous-fertile afin

d’écarter les spermatozoides qui sont incapabéssuter le développement normal de
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I'embryon du processus de fécondation. Et ce,dereur mélange avec le liquide séminal et
lors de leur ascension dans les voies fémininggaitation). Par conséquent, la réaction
acrosomique qu’on appelle « réaction acrosomiquatapée » correspondrait en partie a la
réaction acrosomique déclenchée par mGX et poumregrésenter un mécanisme
physiologique de tri des spermatozoides dans lganes génitaux males et femelles, qui

compense le mangue de fiabilité de la productienspermatozoides (Figure 40).

Ces données renforcent I'hypothése selon laguelsLA mGX sécrétés lors de la réaction
acrosomique induite par la zone pellucide seragiliojmée dans le mécanisme d’interaction
gamétiquevia ses métabolites lipidiques. Notamment I'additias anétabolites des sPEA

(lysoPC) au moment de la fécondation, ont permisréablir le pouvoir fécondant des

spermatozoides mGX

Une étude récente montre que I'élimination de |aufaiion des spermatozoides qui présente
une externalisation des phosphatidylsérines peametaméliorer le taux de fécondation lors
de procréation médicale assistée (Upreti, Halllett®99). mGX pourrait étre utile pour
éliminer cette populatiom vitro. Ainsi, mGX est une sPLA2 particuliere qui représenn
espoir pour de nouvelles stratégies thérapeutidedsitte contre l'infertilité masculine. Elle
pourrait étre utilisée dans les techniques de cemtion assistée, pour améliorer les résultats
des FIV ou pour sélectionner les spermatozoides |[gsulCSI (Intra-Cytoplasmic Sperm

Injection) sur leur statut acrosomique
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En conclusion, nous avons montré pour la premiéig due la phospholipase, Aecrétée
mGX régule différentes étapes clefs de la fécondatia mobilité spermatique, la réaction
acrosomique et l'interaction gamétique. Afin densoivre cette étude, il faudrait s'attacher a
comprendre les mécanismes moléculaires a la basecede différentes régulations

physiologiques spermatiques.

Les objectifs seront de caractériser : 1) les pholgpides spermatiques impliqués et ciblés
par la sPLA mGX, 2) les métabolites importants issus du médisine des phospholipides
spermatique 3) les cibles moléculaires des métalsolproduits et 4) les cascades de

signalisation cellulaire induite par des métabslipeoduits.

> ldentifications des cibles de la sPLANGX

L’identification des cibles phospholipidiqgues esdaétabolites produits par la sPLAGX
pourra s’effectuer selon deux meéthodes. La prem@oesistera par une analyse des
phospholipides membranaires par TLC-FID (flamedation detection). La deuxiéme
consistera en une analyse lipidomique par HPLC léaup la spectrométrie de masse afin
d’identifier les métabolites produits. Ces analyseat trés sensibles, elles permettent une
analyse compléte de la composition lipidigue desnbranes (Guiraud, de Lorgeril et al.
2008) ainsi qu’'une analyse globale de I'ensembteliggdes produits sur une cellule donnée
(Bollinger, Ii et al. 2009). Nous traiterons leespatozoides purifiés avec la SPAAGX et
identifierons les cibles phospholipidiques sperquas de mGX ainsi que les différents types
d’acides gras, d'éicosanoides et de lysophosphkepiproduits. L'identification et la
purification de ces métabolites nous permettronigauite d’établir leurs cibles moléculaires

et leurs mécanismes d’action.

> Evaluation des mécanismes moléculaires de régulatite deux étapes
la physiologie spermatique : la mobilité spermatiet la réaction
acrosomique par les métabolites lipidiques progupar mGX

Comme je l'ai expliqué dans la partie introductiteg canaux ioniques sont importants dans
la physiologie du spermatozoide et contrélent chagfape clé : les canaux potassiques, la
capacitation et les canaux calciques, la RA etalteinent flagellaire. Ainsi, nous pouvons
envisager que la phospholipasg AGX régule la mobilité spermatiqwé une modification

de la signalisation calcique spermatique par sd¢abuoétes lipidiques.
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Bien gque le mécanisme de la motilité des spermé&descsoit peu connu, il a été montré que
la modification de la balance du calcium par déféis mécanismes était trés importante. Les
canaux CatSper sont a I'heure actuelle, les acfainsipaux de la signalisation calcique qui
régule la mobilité spermatique. En effet, I'ingation d’'un des 4 genes de CatSper (CatSper
1, 2, 3 ou 4) chez la souris male induit une imniigbilagellaire et une infertilité (Ren,
Navarro et al. 2001; Avidan, Tamary et al. 2003rl€2en, Westenbroek et al. 2003; Lobley,
Pierron et al. 2003; Carlson, Quill et al. 2005, Roran et al. 2007; Navarro, Kirichok et al.
2008; Carlson, Burnett et al. 2009).

La caractérisation de I'action des métabolitedlgnies de mGX sur le flux calcique Catsper
dépendant est difficile. En effet, les canaux CatSpien que clonés, ne permettent pas des
études pharmacologiques par des techniques deressign dans des systémes hétérologues.
De ce fait, il semblerait que des sous-unités e¢sdles de régulation seraient manquantes
pour que leur expression membranaire soit poss#ele la technique d’imagerie calcique
sur des spermatozoides matures nous permettraukdiser les vagues calciques induites par
I'activation de ce type de canaux (Ren, Navarrale2001). Ainsi, dans cette optique nous
envisageons de prétraiter les spermatozoides rsadvee les métabolites lipidiques purifiés
de la sPLA mGX et regarder leurs effets sur la vague calcideeCatSper induit par de
'AMP . (Ren, Navarro et al. 2001).

Cependant, malgré le role principal de Catsper d&maobilité spermatique, on peut aussi
envisager que ces métabolites réguleraient d’autasaux calciques. Des études
d'immunolocalisations situent les canaux TRPCHY 81 6 dans le flagelle du spermatozoide
(Castellano, Trevino et al. 2003) et l'utilisatidiantagonistes des canaux TRPCs montre que
ces protéines pourraient jouer un réle dans lerélentdu mouvement flagellaire humain.
Ainsi, il serait intéressant de caractériser I'effies métabolites lipidiques de mGX sur les

courants calciques des canaux TRPC par la techdgpatch clamp et d'imagerie calcique.

L'utilisation de la technique du patch clamp en fauration « cellule entiére » nous

permettra de perfuser la cellule avec les métamoidentifieés précédemment et de tester leurs
effets sur les flux ioniques. Les différents can@B®RPC seront sur-exprimés dans des cellules
HEK de telle maniére que I'immense majorité du eotirmesurée corresponde au canal

introduit dans la cellule.
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L'utilisation de I'imagerie calcique est plus ddilie, car on mesure la variation de calcium sur
les spermatozoides entiers. Ainsi, nous prétraiefdes spermatozoides matures avec les
métabolites lipidiques purifiés de la sPLAGX et regarderons leurs effets sur la vague
calciqgue de TRPC activée par un outil pharmacolsgiqui entraine une vidange des stocks
calciques : la thapsigargine. La thapsigarginealaide de plante, est un inhibiteur des
pompes C&-ATPases de type SERCA. Ce type de pompe se lecalis niveau de la
membrane du réticulum. Le blocage de ces pompeaieatune fuite passive de calcium hors
du réticulum (le stock calcique est poreux) et @ban fine a I'activation des canaux
calciques sensibles a la vidange des stocks (TRE&Ie activation se traduit par un influx de
calcium dans la cellule. La thapsigargine est gpge en absence de calcium externe, afin de
mesurer dans un premier temps l'augmentation deiucal cytoplasmique induite par la
vidange du stock. Lorsque la vidange est terminégie le calcium est retourné a son niveau
basal dans la cellule, le calcium est réintrodainglle milieu externe. Le signal d’ouverture
des canaux TRPC étant toujours présent (stockijaak vides), I'influx de calcium est alors

enregistré.

En ce qui concerne la modulation de la réactionsmique par les métabolites lipidiques de
la sPLA mGX, nos résultats nous ont permis d'établir da’'ele passait pas par une
régulation des canaux calciques. Car, I'ajout dePBA-AM n’empéchait pas la modulation

de la réaction acrosomique par mGX.

La réaction acrosomique est un processus trésé&gegamposée de plusieurs étapes. Les
protéines SNARES y jouent un role primordial, ebesistituent des étiquettes qui permettent
la reconnaissance mutuelle et le déclenchemerd fiesion entre la vésicule acrosomique et
la membrane plasmique du spermatozoide (Tomes, adicbt al. 2002; Tomes 2007).

Certaines études ont montré que I'exocytose dasulés synaptiques pouvait étre induite par
'ajout d’acide gras (De Blas, Michaut et al. 20@e Blas, Roggero et al. 2005; Darios,

Connell et al. 2007; Davletov, Connell et al. 2007¢s acides gras permettraient la régulation

d’une protéine SNARE : la syntaxine.

Il existe difféerentes isoformes de la syntaxineelisoforme : la syntaxine 1, est présente dans
les complexes SNARESs spermatiques qui sont impdiglads la mise en place de la réaction
acrosomique (Tomes, Michaut et al. 2002; Ton®€¥2 Nous pouvons, envisager
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gue les métabolites lipidiques spermatiques preduatr la sSPLA MGX régulent la réaction

acrosomique par une modulation de I'activité deggines SNARES spermatiques.

L'utilisation d’'une combinaison de neurotoxinesamticorps anti-SNARES, des métabolites
lipidiques produits par mGX et de chélateur dé*Qénotosensible (De Blas, Roggero et al.
2005) nous permettra de déterminar vitro la modulation de l'activité des protéines
SNAREs.

> Evaluation de Iimplication de la sPLAMGX dans linteraction

gamétique

L’étude des voies moléculaires de régulation dediiaction gamétique par la sSPLAGX est
plus difficile & mettre en place. En effet, cettdgeraction fait intervenir deux cellules
distinctes. De plus, les mécanismes moléculairgdidgunés dans l'interaction gamétique sont
peu connus. Les connaissances actuelles permeteergavoir qu'ils existent différents
partenaires protéiques tels que : la famille desépres ADAM, l'intégrinea6f31, la protéine
CD?9 et la protéine Izumo.

Pour caractériser les voies moléculaires de régulake I'interaction gamétique par la sPLA
mGX, nous envisageons dans un premier temps ddrroenfson implication par des
expériencesin vitro en évaluant le pourcentage de spermatozoides chésca la zone
pellucide de I'ovocyte apres pré-traitement avesRaA, mGX ou ses métabolites lipidiques.
Et dans un deuxieme temps, de regarder si la sRIGX ou ses métabolites sont capables ou
non de réguler l'interaction gamétique par uneradton directe avec un des partenaires

protéigues, par exemple lzumo par la techniqueutlel@®wn.

» Evaluation du role des autres sPLAle mammiféres

Il existe in vivo un grand nombre de sPLAqui pourraient potentiellement moduler la
physiologie des spermatozoides. Il sera intéressaméster ces differentes sPLAumaines

ou de souris seules ou en présence de la sileAgroupe X. De plus, plusieurs peptides
antimicrobiens, présent naturellement dans le digwéminal, sont co-sécrétés avec certaines
sPLA, et sont connus pour moduler I'activité enzymatigies sPLA ou bien agissent en
synergie avec ces dernieres (Pruzanski, de Bedr £995; Muller, Autenrieth et al. 2005). Il
sera donc important de tester 'effet des sPled présence des peptides antimicrobiens
naturellement présents dans le liquide séminal @sloGhapman et al. 2007) au niveau des

différentes étapes clés de la physiologie spermatidNous envisageons dans un premier
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temps de mesurer l'activité des onze sPpfésentes, soit au niveau des spermatozoides (au
niveau de I'épididyme), soit dans le liquide sérhi@vant éjaculation), par une technique
particulierement sensible d'immuno-essai qu’est téghnique TRFIA (Time-Resolved
Fluorescence Immunoassay). Et dans un deuxiémestataptester les sPLAles plus
représentatives sur les étapes clés de la phygokmermatique : La mobilité, la réaction

acrosomique et la fécondationvitro.

Si les roles joués par les autres sPLA2 préserates i& liquide séminal dans la physiologie
spermatique s’'averent indispensables, une étugmigmorphisme de leur géne au niveau de
patients recrutés dans les laboratoires médicayral@éation assistée, permettra de mieux

comprendre les causes de l'infertilité masculinpeztt-étre de pouvoir les traiter.

Implication des canaux calciques de type T dans k&gulation de la réaction

acrosomique

Le développement des souris,84 '~ et Ca3.2”'~ nous a donn&opportunité d’évaluer

limplication des canaux Ga.1 et Ca3.2 dans la réaction acrosomique.

Nos données démontrent clairement que l'influx dleiem nécessaire lors de la réaction
acrosomique est controlé en premier lieu par lesx damilles de VDCC, les canaux
dépendants du voltage a bas seuil d’activatiofBQaet les canaux dépendants du voltage a
haut seuil d’activation (HVA).

Afin de poursuivre cette étude sur les mécanisnadidation de la réaction acrosomique, il
faudrait évaluer le réle des canaux HVA dans letrédm de la RA. Certains auteurs ont
montré par des techniques immuno-histochimiquakeyistait une grande variété de canaux
calcigues dépendants du voltaga, haut seuil d’activation (CCDV-HS), dans le
spermatozoide mature, (Wennemuth, Westenbroek 20@0). Ainsi, on retrouve au niveau
de la téte du spermatozoide les canauXlaCa2.1, 2.2 et 2.3. Ces résultats, obtenus par
immuno-histochimie, ne sont pas supportés par dgstrement de ces types de canaux
calciques par électrophysiologie. En effet, I'étuls canaux ioniques du spermatozoide est
rendue complexe par le fait que la technique dwhpalamp n’est pas possible sur les
spermatozoides a I'heure actuelle. Une technidte¥native consiste a enregistrer les

courants dans les cellules spermatogéniquesedgicules. Cette expérience n'a révélé la
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présence que de courants T. Ainsi, I'expressioaotiaduction de ces canaux calciques a
haut seuil d’activation doivent se réaliser dasséapes ultimes de la spermatogenése, stades
auxquels nous n'avons pas acces par les technadpesiques d’électrophysiologie. Puisque
dans les spermatocytes, il n’existe qu'un seul tdgeourant calcique dépendant du voltage,
dit de type T.

Dans l'optique de déterminer I'implication des aax HVA dans la physiologie spermatique,
des souris ko de Gh2; Cg2.1, 2.2 et 2.3 ont été élaborées (Jun, PiedrateRaret al.
1999; Kim, Jun et al. 2001; Sakata, Saegusa @08ll). Ces souris ont permis de mettre en
evidence que les canaux 4, 2.2 et 2.3 n’étaient pas impliqués dans lesamémes de
régulation de la physiologie spermatique (Jun, rRedRenteria et al. 1999; Kim, Jun et al.
2001; Sakata, Saegusa et al. 2001). Aucune donmééimaplication de Cal.2 dans la

physiologie spermatique n’a pu étre obtenue, cKiQeCa1.2 est létal.

Cependant, le rdle putatif de ce canal est renfparéles résultats qui montrent I'existence
d’'une délétion dans les transcrits pour les camalpiques de type Ghx dans les testicules
d’homme infertile avec varicocéles (Benoff, Goonwt al. 2005).

Il serait souhaitable de mieux appréhender le délee canal calcigue HVA ¢Ba2 dans la
physiologie spermatique. Pour cela, nous envisageoe stratégie originale qui consiste a
invalider le géne GA.2 dans le temps et dans I'espace avec un sysiémecombinaison

Cre/Lox P (Barrionuevo, Bagheri-Fam et al. 2006).

Dans un premier temps, on élaborera des sourisgéaiques ou deux sites lox P seront
insérés de part et d'autre de I'exon du géene dd.€a Dans un second temps, des souris
transgéniques ou la Cre recombinase sera placédasdépendance d’'un promoteur testicule
spécifigue de la protamine. Le croisement des sotransgéniques Lox P/ a2 et
Cre/protamine nous permettra de crée des sourisssall les canaux (1a2 seront invalidés
seulement dans les testicules. Ces souris nouseftesnt d’évaluer I'implication des canaux

Ca/l.2 dans le mécanisme de spermatogénése et lajagysispermatique.
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Résumeé

Des sPLA2 de venins de serpents a leurs homol ogues de Mammiferes:
ROl es de ces enzymes dans |a fécondation.

La baisse de la fertilité masculine mondiale cesnidees décennies est devenue
préoccupante. Ainsi, un homme sur quinze est stilbfeBi les causes de la baisse de la
fertilité semblent étre essentiellement liés avimmnement et au mode de vie, il est

essentiel de comprendre tous les mécanismes quierggle pouvoir fécondant du

spermatozoide afin d’optimiser les techniques dengation médicalement assistée. |Le
développement de nouveaux axes de recherche, exgrdaux et théoriques, pour

identifier les mécanismes sous-jacents de linfetimasculine est indispensable. C’est
dans ce contexte, de développement de nouvelggiEs expérimentales que se situe ce
travail de thése. La stratégie que j'ai employéeest la recherche de nouveaux outils
pharmacologiques a partir de venin d’animaux partdets d’activités biologiques. Cette

recherche nous a permis de mettre en évidence oumeelfe voie de régulation de |a
physiologie spermatique : la voie des phospholipa&2 secrétées. Ainsi, nous avgns
montré pour la premiere fois que les phospholipdsesecrétées, régulent 4 étapes cle de
la fécondation : la capacitation, la mobilité spatigque, la réaction acrosomique |et
l'interaction gameétique.

Motsclefs: Spermatozoide - réaction acrosomique - mobilie¥Freptique - fécondatian
vitro - phospholipases A2 — fertilité — capacitation

From SPLAZ2 of snake venoms to their mammal hometodroles of these
enzymes in mouse fertilization

The fall of the world male fertility these last éeles became alarming. Thus, a marn on
fifteen is subfertile. If the causes of the fall feftility seem to be mainly related on the

environment and the lifestyle, it is essential holerstand all the mechanisms which cothroI
the fertilizing ability of spermatozoon in order optimize the techniques of procreation
medically assisted. The development of new researmntations, experimental and
theoretical, to identify the subjacent mechanisrhsnale infertility is essential. In this
context, development of new experimental stratethes is situated this work of thes|s.
The strategy that | employed here is research neavnpacological tools starting from
venom of animals by tests of biological activitidis research allowed us to discover a
new regulatory pathway of sperm physiology involysecreted phospholipases A2. Thus,
we showed for the first time that secreted phosphsés A2 regulate four key events| of
sperm physiology: Capacitation Acrosome reactipers motility and gamete interaction.

Key words: Spermatozoa - acrosome reaction- sperm motilityvitro fertilization-
phospholipase A fertility - capacitation
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