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RESUME

QUALITE DU PROTEOME DU SPERMATOZOIDE HUMAIN
ET INFERTILITE

La mobilité est une fonction clé de la qualité fédante et de sélection des spermatozoides
des technigques d’assistance médicale a la prooreéiMP). Nous manquons cependant
d'information des mécanismes moléculaires conttalatie mobilité. Ce travail de Thése est
articulé autour de 2 protéines d’intéréts impliquéans la mobilité spermatique : la protéine
Tau (Tubule-associated unit) associée a la polywatéon des microtubules dans le neurone,
et la protéine d’ancrage aux kinases A4 (AKAP4jtgine majeure de la gaine fibreuse du

flagelle spermatique, connue pour son implicatiansdla mobilité spermatique.

Trés peu d’études traitent de la protéine Tau dappareil génital masculin, et aucune chez
’homme. Dans une premiere partie de ce travaiysnavons analysé I'expression de la
protéine Tau dans le spermatozoide et le testichleanain par une approche

immunohistochimique. La protéine Tau est localdges la piece intermédiaire du flagelle du
spermatozoide, et dans le spermatocyte et la spdentans le testicule. Les roles potentiels

de la protéine Tau durant la spermatogenese ssritds dans une revue de la littérature.

Les avanceées dans le domaine de la protéomiqueefiemh aujourd’hui d’étudier le
protéome du spermatozoide et de ses compartimegilslaces de facon hautement
résolutive. Le protéome global du spermatozoidea&tidié chez des hommes consultant le
centre de procréation assistée du CHRU de Lillea lpbermis de définir un groupe de
spermatozoides présentant majoritairement des ipestée haut poids moléculaire et un
groupe présentant une protéolyse aux dépens deSine® de haut poids moléculaire.
L’AKAP4 a été identifiée parmi les protéines de tsgooids moléculaire. Nous avons étudié,
guantifié le profil d’expression dBAKAP4 en Western Blot dans le sperme d’hommes
venant effectuer un spermogramme et corrélé leséksbiochimiques du protéome et de
'AKAP4 au spermogramme. Le réle de 'AKAP4 commengueur prédictif en AMP est
ensuite abordé. Les données clinico-biologiqueselgsitives d’AMP au CHRU de Lille ont
été confrontées aux données quantitatives du preépobal et de 'AKAP4.

Les protéines Tau et AKAP4 sont des protéines @'@ts dans la prise en charge de 'lhomme
infertile. L'AKAP4 pourrait étre proposée comme fiarqueur dans la prise en charge en
AMP.
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ABSTRACT

HUMAN SPERM PROTEOME QUALITY AND INFERTILITY

Motility is a key function of the fertilizing quayi and the selection of sperm for assisted
reproductive technology (ART). However, we lackommhation on molecular mechanisms
controlling this mobility. This thesis is structdr@around 2 proteins of interest involved in
sperm mobility: Tau (tubule-associated unit) asstec with microtubule polymerization in
the neuron, and the A-kinase anchoring protein KAR4), the main protein of the fibrous

sheath of the sperm’s flagellum, known for its itwament in sperm maotility.

Very few studies focus on the Tau protein in thdemaproductive system, and none in
humans. In the first part of this work, we analysee expression of the Tau protein in the
sperm and human testis through an immuno-histo-camapproach. The Tau protein is

localized in the intermediate part of the sperngdlum and in the spermatocyte and
spermatid in the testis. The potential roles of Ti@& protein during spermatogenesis are

discussed in a review of the literature.

Advances in the field of proteomics now allow thedy the proteome of sperm and its
cellular compartments in a highly-resolutive wapeTglobal sperm proteome was studied in
men visiting the assisted reproduction center di& Llniversity Hospital. This has led to a
group of sperm with predominantly high moleculatgié proteins being identified as well as
a group having proteolysis at the expense of higlkeaular weight proteins. The AKAP4 was
identified among the high molecular weight proteive studied, quantified the profile of
AKAP4 expression by Western Blot in the sperm ofhns@dergoing a semen analysis and
correlated the biochemical data of the proteomeAAP4 to the semen analysis. The role
of AKAP4 as a predictive marker of ART successhisnt discussed. Clinical and biological
data of ART attempts at the Lille University Hogppivere compared with quantitative data of

the global proteome and AKAPA4.

Tau protein and AKAP4 are proteins of interest he management of infertile men. The
AKAP4 could be proposed as a biomarker in ART tresatts.
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PRESENTATION DU MANUSCRIT

L'objectif général de ce travail de These étaiplei Dans un premier temps, évaluer et
guantifier le profil d’expression de I'AKAP4 et dees produits, et les confronter aux
parametres spermatiques conventionnels du spermaggsspermocytogramme. Dans un
deuxieme temps, nous avons tenté de déterminaldarprédictive d’'un index de qualité du
protéome spermatique et de la protéine AKAP4 swsueces en Assitance Médicale a la
Procreéation lors de tentatives d’'inséminationsaxuttérines et de fécondatiamvitro. Enfin,

notre travail s’est porté sur I'étude et le rble ldeprotéine Tau dans le testicule et le

spermatozoide humain.

La premiere partie de ce manuscrit, I'introductiest une revue de la littérature reprenant les

notions fondamentales nécessaires a la compréimethsisujet.

Les trois objectifs seront présentés en fin didirction, suivis d'un rappel de la
meéthodologie globale mise en place pour répondrediftérentes questions posées dans ce

manuscrit.
Les travaux de These seront abordés sous la foenqudtre articles scientifiques. Les
2 premiers ont été publiés, le troisieme soumike ejuatrieme est en préparation. Chaque

article sera discuté une premiére fois dans ceitthap

La discussion générale reprendra le fil conduatieufensemble du projet de notre équipe, en

discutant les différents points présentés dansawait.
La conclusion ouvrira & de nouvelles perspectives fa suite de ce travail.
Enfin, les annexes contiennent les articles sous flerme publiée, ainsi que les autres

publications et communications orales et affichésisées au cours de ces 3 années de

These.
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1 LE SPERMATOZOIDE
1.1 La spermatogenése

La spermatogenese est un phénoméne dynamiquelutedfans les testicules au moment de
la puberté. A cette période, les cordons sexuelpesméabilisent puis se transforment en
tubes séminiféres. Les tubes séminiferes sont ito@éstpar un épithélium composé de
2 populations cellulaires distinctes : les cellidesSertoli (cellules somatiques), et les cellules
germinales a différents stades de division et férdnciation (figure 1). La spermatogenese
se découpe en 3 étapes distinctes : mitose, métaggermiogenese. Elle englobe la totalité
des divisions des cellules germinales et du déypelognt des gametes, de la spermatogonie
diploide (cellule germinale primordiale) au gamieéploide : le spermatozoide. La division
des cellules germinales débute avec la proliféngbi@r mitose des spermatogonies, situées en
périphérie des tubes séminiféres sur la membragsaldaElle progresse en direction de la
lumiére des tubes, les cellules germinales sultidear? divisions méiotiques donnant lieu
successivement aux stades intermédiaires de smmytat! (spermatocyte primaire), de
spermatocyte Il (spermatocyte secondaire) et erdi®, spermatide. La formation du
spermatozoide mature résulte de la différenciatiaploide des spermatides. Cette phase,
appelée spermiogenése, est un processus longsesgéeialisé présentant 8 étapes chez
’homme. Au cours de la spermiogenése, la cellibdnge de morphologie avec un
allongement du noyau. La chromatine nucléaire sepaate de facon a préserver l'intégrité

de l'acide désoxyribonucléique (ADN).

1.2 Structure générale du spermatozoide

Le spermatozoide humain est une cellule hautenp&iadisée. Il se compose de 2 parties :
une téte et un flagelle (figure 2). Le lien entaetéte et le flagelle est assuré par une piece
connective/collet. La téte, d’'une taille de 5 pmn Bgum, se divise elle-méme en 2 parties,
(1) le noyau dont la chromatine est tres condemséeles protamines et (2) I'acrosome,
vésicule riche en enzymes indispensables a la d&tam, recouvrant les deux tiers antérieurs
du noyau (Auger & Eustache, 2000) (figure 2). lagélle est une structure de 60 um environ
qui comprend un axonéme central et qui peut éthwligisé en quatre parties : la piece
connective (PC), la piece intermédiaire (PI), lacpi principale (PP) et la piéce terminale

(figure 2).
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Figure 1 : La spermatogenés. Observation des différentesvisions des cellules germinal
et du développement des gam sur une coupe de tube séminifére du testicule hu

Avec l'autorisation du Département d’Histologie ldeFaculté de Médecine de LillAdapté
de®De Boeck Wniversity, 2007

1.3 Latéte

1.3.1 L’acrosome

L’acrosome est une vésicul’origine golgienne composée d’enzynmggrolytiques d’ou un
pH acide mis en évidence |la coloration a I'acridine orange (Abdtaila & Tulsiani, 2000;
Moreno & Alvarado, 2006 Il comporte une membrane externe sits®eis la membrane
plasmique spermatique ahe membrane interne qui recouvre feembran nucléaire. Les
2 membranes internes ekterne sont continues et renferment urp@&s qui contient les
enzymes hydrolytiques. Smsitior antérieure au noyau est essentidtn effet, aprés avoir
remonté les voies génitaldééminine, le spermatozoide traverse leellules du cumulus
entourant I'ovocyte. Il s’esuit la réaction acrosomique ou exocytosd'@acrosome

hY

L’exocytose de l'acrosomes un événement dépendant du calcindalisé a partir de
plusieurs points de fusion da membrane externe avec la membrplasmatiqu accolée,

14
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ainsi que de linteraction d'une paire spécifiqaepdtéines appelées SNARE (paotuble
NSF-attachment protein receptdr¢Kierszenbaum, 2000). Les points de fusion formés
permettent a la membrane acrosomique interne d&tpesée, ainsi que la dispersion des
enzymes contenues dans I'acrosome (notamment larbgalase et la pro-acrosine) qui sont
cruciales pour la digestion et la pénétration demddrice extracellulaire de I'ovocyte (Harper
et al., 2008). La pro-acrosine est une enzyme inactiven®@uabreux clivages engendrent sa
forme active, I'acrosine (Zahet al., 2002). L’acrosine est une endoprotéase « tryplsans
dont I'activité est la protéolyse de la zone petlec membrane composée de glycoprotéines
qui entoure l'ovocyte. (Klemnat al.1991; Oh-Okaet al., 2001; Ferreret al., 2012). Les
hyaluronidases génerent la rupture des ponts dabighluronique existant au niveau du
cumulus et de la zone pellucide de I'ovocyte (MafieLeon, 2011).

La réaction acrosomique est un processus d'exceytmmsidérée comme la principale
condition préalable a la pénétration des sperméezoa travers la zone pellucide.
Cependant, la nature des inducteurs de la réaatimsomique reste une question non résolue
(Tosti & Ménézo, 2016).

1.3.2 Le noyau

1.3.2.1 La chromatine

La chromatine du spermatozoide subit un remodalaggal au cours de la derniére étape de
la spermatogenese, appelée spermiogenese, quiaadngne élimination en 2 étapes de 90 a
95 % des histones communes a toutes les celludesplacement des histones par 2 protéines
de transition (T1 et T2), puis par des protamirlegxiste 2 formes de protamines : la
protamine 1 (P1) et la protamine 2 (P2). La forn# &3t spécifique des spermatozoides
humain, murin et équin. Les protamines sont degsetholécules d’environ 17 kDa chargées
négativement en raison de la forte teneur en argiiivard & Coffey, 1991; Balhorn, 2007;
Carrellet al.,2007). Leur pH basique (point isoélectrique supéra 11) sert a neutraliser les
charges négatives de I'ADN afin de permettre I'mgpenpaction de la chromatine. Son
déséquilibre engendre une anomalie de compaction ladechromatine, un défaut
morphologique de la téte du spermatozoide et Wt dur développement embryonnaire. La
compaction de la chromatine entraine une répresgpi@si-complete de la transcription a

l'intérieur du spermatozoide. Un des obijectifs é&tec compaction estonc de protéger le
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génome paternel en le rendant inaccessible auxases (Wykes & Krawetz, 2003; Oliva,
2006; de Mateet al.,2009; Oliva & Castillo, 2011a).

Acrosome { ] Téte

3a
4,5u

Noyau -
Cape post-acrosomale ( 60[1

v Espace nucléaire postérieur E;._.\--'f‘ - ﬁ a Mitochondries
: Col [ y

Plaque basale 4
- if' . ,} Fibres denses

Colonmes segmentées

Centriole proximal :l
B g
IMitochondries 0
# o
. Piéce
Fibres denses . . PR
] intermédiaire ’
Axonéme 2 A1) .
- i v el Axonéme
e L -“‘
Annulus w1 \ ;?
1
Gaine fibreuse |
Il
II'.‘ | - Colonne longitudinale
o |5y
(| | Gaine fibreuse
i Piéce
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.i‘:.n' I;'\n
'-f 1B - (== 4
H e
&
-J» "

Figure 2 : Représentation schématique d'un spermatozoide.
D’apres Cohen-Bacrie, 2008.

En fin de méiose, une vague d’acétylation induitderutement des 2 protéines T1 et T2,
incorporation des variants testiculaires des dmss, une modification des marques
épigénétiques et enfin I'intégration d’'une propamtiégale de P1 et P2 (Brewadral., 2002;
Oliva & Castillo, 2011a). Leur ratio P1/P2 est dans. Une expression anormale des
protamines est rare chez les hommes présentanfeutiiéé normale, mais relativement
courante (10 a 20 %) chez les patients soufframtedinfertilité d’origine masculine (Aoldt

al., 2006b). Les niveaux de protamination sont hétéregau sein d'un éjaculat. Cependant,
des anomalies qui entrainent une mauvaise protéaomnnaglobale sont habituellement
associées a une diminution de la qualité du spemuate, y compris un risque accru de
malformations épigénétiques (Aakd al.,2006a).
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La conservation de 5-10 % des histones au couls g®tamination améene a s’interroger sur
le réle biologique potentiel de ces histones résida (Carrellet al.,2007). L'’hypothése que

les marquages épigénétiques des histones jouadeidans les fonctions du spermatozoide
normal, peut-étre apres la régulation du génomermpeait aprés fécondation, a été récemment

avancee (Carredit al.,2016).

1.3.2.2 L'ARN

La transcription cesse au cours de la spermatogemestade de spermatide ronde. En effet,
aucune activité transcriptionnelle dans le sperpwtie éjaculé n'a été constatée lors
d’expériences d’incorporation d’uridine radiomarg&runewalckt al.,2005). Les transcrits
d'acide ribonucléique (ARN) sont soit dégradéeg, redenus dans les ribonucléoprotéines pour
une utilisation future dans le développement durrsptozoide ou de I'embryon. Il est
démontré que le spermatozoide contient un pool NARessager (ARNm) pas ou peu
traduits, ainsi que de petits ARN non codants (f#endt al., 2013). Ostermeier et
collaborateurs ont été les premiers a rapporteoteservation d’ARN codants et non-codants
dans les spermatozoides matures (Ostermaeial., 2005). Cette observation a été confirmée
depuis par plusieurs équipes (Carrdlal., 2016), et les types d'ARN identifiés incluent
maintenant pratiquement toutes les classes des pridro-ARN (miRNA), de petits ARN
interférents (siRNA), de petits ARN nucléolaireadBNA), et ARN interagissant avec piwi
(piRNA), ainsi que de longs ARN non-codants (InRN8gndleret al.,2013).

Grace aux avanceées de la protéomique, des dondémses mettraient pourtant en évidence
des protéines ribosomales (de Mateb al.,, 2011), ce qui suggérerait une activité
traductionnelle probablement restreinte dans lensgzoide et aussi une transcription

possible dans les mitochondries, comme dans lagdesesomatiques (Gur & Breitbart, 2008).

D’autres hypothéses divergent : ce pool d’ARNm etpetits ARN non codants serait une
réserve d’ARN délivrée a l'ovocyte lors de la fédation dans le but de soutenir les
premieres heures de vie du zygote (Kuetaal.,2013). Ainsi, certaines équipes envisagent ce
pool d’ARN comme un nouveau marqueur de qualitéglrmatozoide et proposent donc son
séquencage (Hamatani, 2011; Li & Zhou, 2012). Rample, le miRNA34c a été rapporté
comme étant le miRNA le plus abondant dans lesvsgezoides d’hommes fertiles, mais il a
eégalement déja été signalé comme étant impligué aclivage embryonnaire (Liet al.,
2012).
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1.4 Le flagelle

Dans la PI et la PP, 'axoneme est entouré de dilolenses. Spécifiquement dans la PlI,
axoneme et fibres denses sont recouverts par uime gomposée de mitochondries
productrices d’énergie, disposées en hélice. Darid3F, I'hélice mitochondriale fait place a
une gaine fibreuse qui entoure I'axoneme et legsilenses. Le cytosquelette se désorganise

progressivement dans la piece terminale.

1.4.1 La piece connective

La piece connective est une partie courte contdeardolonnes segmentées et qui est le point
d’articulation entre la téte du spermatozoide efidgelle. A partir des restes du centriole
distal, 'axoneme se prolonge sur toute la longakesrquatre subdivisions du flagelle pour se
désorganiser progressivement dans la partie teleihaxonéme est constitué d'un anneau
de neuf doublets périphériques de microtubulesueat un doublet central (figure 3 et 4). Il
s’agit d'une conformation 9+2. Chaque doublet deratubule est composé d’'un tubule A, de
treize protofilaments disposés parallélement, @&aolin tubule B incomplet, soit dix a onze
protofilaments. Les protofilaments sont composdsidrodiméres de et -tubuline. Par
ailleurs, les bras de dynéine internes et extepaeent périodiquement de chacun des neuf
doublets extérieurs en fonction de la séquenceidigpé au niveau du tubule A et sont
chargés de générer la force motrice du flagelleff(Ra al., 2008). L’activité adénosine
triphosphatasique (ATPasique) de la dynéine estit@gar phosphorylation (Turner, 2006).
Les bras de dynéine ne sont pas tous activés erert@nps, permettant ainsi la courbure du
flagelle (figure 5). lls glissent le long des mierdoules, ce qui induit le mouvement
périodique et oscillatoire du flagelle. Leur dépbtosrylation par une voie dépendante de la
calmoduline renverse alors le systeme. De plugpfiame comprend neuf ponts radiaires
provenant chacun d'un des neuf doublets de minutgs périphériques, qui se projettent vers

le doublet central de fagon hélicoidale (Turne&0
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Doublet central
de microtubules

Doublet de microtubules de I’axonéme

Gaine mitochondriale

Fibre dense externe

Annulus —p»

Piéce terminale

Figure 3 : Représentation schématique de [I'ultra-structure du flagelle d'un

spermatozoide.(A) le spermatozoide est div en quatre domaines: la pieconnective, la
piece intermédiaire, lgiece principale et la pie terminale ; (B) Coupe transversa
schématique de la piédatermédiair; (C) Coupe transversale schématique de la f
principale ; (D)Coupe transversale schématique de la terminale.

D’aprés Turner, 2006.

1.4.2 La piece intermédiaire

La PI qui suit représentnviror un quart a un tiers de la longueurfthgelle Le centre est
constitué d’'une part par [arésenc de neuf fibres denses externes gptiourer chacune les
neuf doublets denicrotubule de I'axonéme, et d’autre part par la gamiochondriale qui
entoure les fibres densesterne et 'axoneme (figure 3). Les fibredense externes sont
présentes dans la Pl et dda®P. La gaine mitochondriale en revanekBeexclusive a la PlI.
L'annulus marque la fin da Pl et le début de la prochaicemposant flagellaire, la PP.
A partir de I'annulus, la piéqeincipale se prolonge sur environ ddiecs de la longueur du

flagelle.

Les fibres denses assurentitasor entre I'axonéme et la pieo®nnecti'e du centriole pour

recouvrir ensuite I'axonemsur toute sa longueur. Leur structugkastiqu conféere une
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protection a I'axoneme lors de son transit dansvtees génitales masculines et féminines
(Shaoet al.,1998).

La gaine mitochondriale est composée de mitocheadiisposées en hélice (dix a quinze
tours de spires) autour de I'axonéme (figure 3)tteClélice mitochondriale intervient a
différents niveaux. Son réle premier est la proauncénergétiquel.e glucose pénetre dans la
mitochondrie et integre 2 voiesétaboliques génératrices d’ATP : le cycle de tlaatitrique

et la phosphorylation oxydative (Piombaatial., 2012). Deuxiemement, la mitochondrie est
une réserve d’ions calcium (Epqui est un modulateur de I'hyperactivation du Fement
flagellaire, de la capacitation et la réaction aomique (Pereiraet al., 2016). Les
mitochondries interviennent donc dans la voie n@itqbe calcique. Enfin, les mitochondries
sont les premiéres pourvoyeuses d’especes réadiviiaxygene (ROS poueactive oxygen
speciek A certaines concentrations, les ROS sont d'utr@éme importance a la fonction des
spermatozoides (Agarwat al., 2003; Ford, 2004). A l'inverse une quantité tragportante
de ROS conduit a la peroxydation des lipides menairas, réduisant la fluidité
membranaire et la mobilité spermatique. Les ROSg@uégalement induire des dommages
a I’ADN.

_ icrotubule A

microtubule B

doublet central

gaine centrale .,

liens de nexine

...........

pont radiaire e s

T *.  bras dynéine externe

96 nm bras dvnéine interne

Figure 4 : Structure de I'axonéme d'un spermatozoideNeuf doublets de microtubules
(microtubules A et B) entourent deux microtubulestcaux (paire centrale), qui sont entourés
par la gaine centrale. Les microtubules sont iot@nectés par des liens de nexine, des ponts
radiaires et des bras de dynéine interne et externe

D’aprés Ibanez-talloetal., 2003.
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1.4.3 La piece principale

Au début de la PP, une gaine fibreuse entoureibbessfdenses et I'axoneme auquel elle est
reliée par 2 colonnes longitudinales ventrales etsales attachées aux doublets de
microtubules 3 et 8 (figure 3). Les 2 colonnes Itudinales de la gaine fibreuse remplacent
2 des fibres denses externes, réduisant ainsinlembre de neuf a sept. Les colonnes de la
gaine fibreuse courent sur toute la longueur deHaet sont stabilisées par des stries fibreuses
circonférentielles qui entourent les fibres densgternes. La gaine fibreuse est la seule
structure exclusive a la PP. Vers la fin de lalB®fibres denses externes et la gaine fibreuse

s’amincissent et puis s’arrétent.

La gaine fibreuse contient de nombreuses protémesiquées dans différentes voies de
signalisation telle I'activation de la voie de l&atbsine monophosphate cyclique (AMPc), qui
joue un réle majeur dans la réponse cellulaireneparticulier la mobilité spermatique. En
effet, I'activation de la voie de 'AMPc entraina phosphorylation de protéines cibles par
'intermédiaire de la protéine kinase A (PKA). Pates protéines de la gaine fibreuse, il faut
noter les protéines AKAPs (poui-kinase anchor protejp protéines majoritaires de
constitution de la gaine fibreuse. Les AKAPs soed @rotéines d’ancrage qui se lient a la
PKA via 2 domaines de liaison (Brovat al., 2003; Eddyet al., 2003). La phosphorylation
des résidus tyrosines de ces AKAPs permet de denteglissement de la gaine fibreuse et
de 'axonéme et donc de réguler la mobilité speignat (Carrereet al., 1996; Turnert al.,
1999).

La ropporine est également une protéine de la daireuse. Elle est exprimée sur la surface
interne de la gaine fibreuse. La ropporine est pratéine de liaison a la rhophilline,
spécifiqgue du spermatozoide. La liaison de la ritimgha la Rho-guanosine triphosphatase
(GTPase) entraine I'activité kinase/phosphataseeti® derniére. La ropporine posséde un
domaine de liaison a la PKA présentant une séqueocmlogue a celui des AKAPs. Cette
donnée suggeéere que la ropporine pourrait égaleseehér a la PKA et ainsi I'activer (Fujita
et al.,2000).

Les enzymes glycolytigues hexokinasd (HK1) et glycéraldéhyd8-phophate

déshydrogénase (GAPDH) présentent chacune unensafspécifique du testicule et sont
exprimées au niveau de la gaine fibreuse. La gygeolpermet la production d’ATP
indépendamment de la voie oxydative mitochondniatpiise pour le mouvement flagellaire
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(Turner, 2006). Ainsi, ces 2 enzymes jouent un rplédominant dans la mobilité
spermatique (Eddgt al.,2003; Nakamurat al.,2008b).

1.4.4 La piece terminale

La piece terminale ne contient plus que I'axonesnéouré par la membrane plasmique
(figure 3).

1.5 La mobilité du spermatozoide

La mobilité des spermatozoides dépend fortemenpldsieurs voies métaboliques et de

mécanismes de régulation.

1.5.1 Les bases structurelles et moléculaires de la m®Bpermatique

La capacité de mobilité est acquise par les speauates lors de leur passage a travers
I'épididyme. Les spermatozoides présentent 2 tgeemobilité, activées et soutenues par
différents stimuli (Pereir&t al., 2016). La mobilité progressive, développée dansaletus
génital féminin, permet aux spermatozoides de tkiér du plasma séminal dans le vagin et
de progresser activement dans l'utérus. Ensugespermatozoides présentent une mobilité
dite hyperactivée, développée apres capacitatios tatractus génital féminin supérieur et
essentielle pour le pouvoir fécondant des spermiadesz. Ce dernier type de mobilité se
caractérise par un rythme plus vigoureux et moimérique du flagelle, entrainant un
mouvement progressif et en « coup de fouet ». Caveraent semble étre important pour le
détachement du spermatozoide de I'épithélium dérds, ainsi que pour la progression
mécanique a travers le cumulus oophorus et la zmikeicide entourant I'ovocyte. Le
déplacement du spermatozoide se caractérise parousement du flagelle asymétrique et

rythmique en trois dimensions.

Comme vu précédemment, la piece principale du Hagest constituée d'une structure
cytosquelettique organisée avec un axoneme entbeirg fibores denses externes et d’'une
gaine fibreuse. A linverse, dans la piéce interimiée du flagelle, la gaine fibreuse est
remplacée par une gaine mitochondriale qui founmié partie de I'énergie nécessaire au

mouvement du flagelle. Le glissement réciproqueltigue paire de microtubules, provenant
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de l'ancrage séquentiel des bras de dynéine «doublet voisin et lagénération d’'undorce
de glissement ATRI¢pendan, aboutit finalement a la formation ad®urbes de directio
alternée et a unpropagation d l'oscillation le long du flagellefiGure £). La liaison des
microtubules a la gaine fibreuse rigide et la pnésde fibres denses exteri asymétriques
evite les mouvements planse qui confere une forme hélicoidale en troisatisionsau
mouvement de propagation flagella(figure 5). L'énergie nécessaipwur soutenir un te
processus est fournie par TR, hydrolys par la dynéine-ATPaseui permet degénérer la
force de glissement dewsicrotubules.Le glissement des microtubulespend des taux

d'AMPc et la vitesse du glissement dépendante de I'ATP.

A B C

Fibreéi Bt

Colonne ¥
ljngitudinale

‘\
// \_ |- Strie ﬁbrenst\
Doublet de \ — circonférentielle ..
microtubules o J —g@ Bras de dynéine externe
v «wu@ Bras de dynéine interne

Gaine fibreuse

Figure 5: Mécanisme de mouvement du flagelle des spermatozetdsur la base du
glissement réciproque decduples adjacents de microtubules et de I'ancragenicrotubule:
a la gaine fibreuseCoupe longitudinale du spermatozoide humeSont représentés :
2 doubletsadjacents de microtubuleen gris etrouge), la gaine fibreuse comprenant
fibres denses externes (gart) et unecolonne longitudinale, ainsi que dstries fibreuses
circonférentielles (rayure$leLes claires). A-E: coulissement réciproquséquentiel des
2 doubletsadjacents de microtubulesns la piéce principale des spermatozc. Pour mieux
apprécier le mouvement de glissemdes figures D et E ont été représentées sans e
fibreuse, lesfibres denses exterr, la colonne longitudinale, nies stries fibreuses
circonférentielles.

D’aprés Luconkt al.,2011.
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1.5.2 Initiation et maintien de la mobilité du spermatfiateo

On sait relativement peu de choses sur les mécasismoléculaires qui contrélent ce

processus. Le flagelle des spermatozoides est tmnetuse trés complexe avec plusieurs
composants moléculaires, responsables de son dsggEmiole sa composition et de ses
fonctions. La composition moléculaire du flagellentain n’est pas encore complétement
comprise et ce qui est connu provient principaldandenl’étude de modeles tels que la souris
(Tamowskiet al.,2010), les invertébrés marins et des protistesbd, 2003).

Ohtake et collaborateurs se sont intéressés en 1O9hgake, 1976) au role du pH
intracellulaire, montrant une association entre dansommation d'oxygéne et une
alcalinisation. D'autres études ont appuyé cetpotingse, démontrant qu’'un pH acide agit en
inhibant I'hydrolyse de I'ATP. Or c’est I'hydrolys#e I'ATP qui fournit de I'énergie par
oxydation mitochondriale des acides gras, et cax@iéne est rapidement initié lorsque le
cytoplasme spermatique est alcalinisé (Shapiral., 1985). Il a été observé chez les
mammiféres que l'alcalinisation intracellulaire pogue le mouvement des spermatozoides
(Babcocket al., 1983), probablement par un mécanisme lié a laiitia de la dynéine
(Nakajimaet al.,2005).

Parallelement a l'alcalinisation, des mécanismesésaont été proposés pour expliquer
l'activation de la mobilité spermatique chez lesmmaféres au moment de I'éjaculation. La
voie PKA et la voie du calcium sont 2 voies métahas importantes impliquées dans la
régulation de la mobilité des spermatozoides (@arst al.,2001, 2006; Pereiret al.,2016)
(figure 6). Ces voies comprennent des ions calciles, adénylyl cyclases, les ions
bicarbonates, les différents canaux de membradessévénements de phosphorylation. Tous
sont responsables de l'acquisition des compétaqaepermettront aux spermatozoides de
féconder l'ovocyte, a savoir la capacitation, ldmngativité, et la réaction acrosomique

(figure 6).

L'un des principaux facteurs impliqués dans la l&gn du mouvement des spermatozoides
est 'augmentation d’AMPc intracellulaire, via laig de signalisation de la PKA (Jones &
Murdoch, 1996). Les changements d’AMPc jouent leédiateurs avec les protéines
régulatrices associées a l'axoneme (Aitken, 20B0).particulier, la phosphorylation des

protéines axonémales joue un rdle crucial dan®dmlation de la mobilité. De ce fait, la
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phosphorylation des protéines AMPc-dépendante apé&iposée comme un mecanisme

central déclencheur de la mobilité (Carr & Acof89).

Le maintien de la mobilité des spermatozoides galeénent dépendant de la présence de
calcium, bien que cela ne semble pas étre un faptesiologique associé a la quiescence des
spermatozoides, mais est plutdt associé a une aw@gioa de la teneur en AMPc (Aitken,
2000; Pereirat al.,2016). Récemment, il a été montré chez 'lhommegaims mammiféres
gue la mobilité des spermatozoides est régulédhmanéostasie ionique, qui est a son tour
sous le contrOle direct des canaux ioniques (fig)yet notamment par une hyperpolarisation
de la membrane plasmique induite par potassiumdMit al., 2015). Chez les mammiferes,
bien que les spermatozoides éjaculés soient mplkelascapacité a féconder un ovocyte est
réduite. Ce phénomeéne de mobilité réduite changesdf@limination de facteurs inhibiteurs
tels que les glycoprotéines de surface, certaing®ipes du plasma séminal et la diminution
du cholestérol membranaire. Cet état final du spespoide activé est connu comme étant
I'hyperactivation, phase de haute énergie avemums/ements flagellaires puissants (Lishko
et al.,2012). Il est clair que la mobilité des spermatdes est un processus qui répond aux
signaux de l'environnement extérieur, et cela inégalement des produits sécrétés par
'ovocyte. Chez les espéces non mammiferes, ldsuiagclibérés par I'ovocyte, tels que le
facteur d'initiation de la mobilité spermatique,dukent la mobilité des spermatozoides, alors
gue chez les mammiferes, la progestérone et certamposants non identifiés des cellules
du cumulus ont été reconnus comme responsablébygerdactivation spermatique (Quill &
Garbers 2002).

Pour son activation, le spermatozoide nécessiteppnovisionnement adéquat en énergie a
partir d'événements biochimiques intracellulairedds t que I'oxydation des substrats
energétiques, la phosphorylation des protéinesa etohversion de I'énergie chimique en
énergie mécanique. La phosphorylation oxydativeochibndriale et la glycolyse sont les
principales voies métaboliques qui générent cettece d'énergie, sous la forme d'ATP
(Ferramosca & Zara, 2014). Les mitochondries depikce intermédiaire tout d’abord,
produisent de l'énergie par lintermédiaire de hogphorylation oxydative de substrats
respiratoires  (Yeunget al., 1996). Des corrélations entre le potentiel de nramd
mitochondrial (PMM), la mobilité progressive etdecces de fécondation vitro (FIV) ont

été rapportés (Marchetét al., 2004; 2010). Cependant, bien que ce type de ptiotuc

énergétique ait longtemps été considéré commeueca@rincipale d'ATP, une production
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locale d'énergie (piece principale) a égalementcét@ctérisée via une voie glycolytique

alternative. Ce phénoméne est principalement implggans le maintien de la mobilité
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Figure 6 : Représentation schématique des voies considéréesnme impliquées dans la
régulation de la mobilité des spermatozoides chezd mammiféres.
D’aprés Pereirat al.,2016.

ADP : adenosine diphosphat&KAPs : A-kinase anchor proteingGAMP : cyclic adenosine monophosphate;
ATP : adenosine triphosphat&a’* : ions calcium;CatSper: cation channel of sperntivl : proton channel;
NBC : Na+/HCOs- co-transporter;pHi : intracellular pH; PKA : protein kinase ASAC : adenylyl cyclase;
Ser: serine;SLC26: HCOs-/ClI- transporter;sNHE : Na+/H+exchanger;Thr : threonine.

hyperactivée (Fraser & Quinn, 1981). Fait intéragdas isoformes de I'enzyme glycolytique
spécifigue des spermatozoides, la GAPDH et, dams maindre mesure I'HK1, ont été
caractérisées et trouvées associees a la gaieedib(Welclet al.,1992; Traviset al.,1998).

Ainsi, la gaine fibreuse représente une structwectfonnelle permettant l'intégration
d’enzymes glycolytigues et de molécules de sigatitia impliquées dans la mobilité des
spermatozoides. L'utilisation de [I'énergie fournpar glycolysation est facilitée par

I'emplacement des enzymes glycolytiques le longdmine fibreuse (Kinet al.,2007).

D’autres facteurs majeurs interviennent égalemeatfectent la mobilité des spermatozoides
(Pereiraet al., 2016). On peut citer par exemple le réle des RO dacquisition et le
contrble de la mobilité spermatique. Les ROS, seldpie l'anion superoxyde {Q) le

peroxyde d'hydrogene ¢B,) et l'oxyde nitrique (NO-), sont des moléculesnalquement
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réactives résultant de la consommation d'oxygéneerfaines concentrations, les ROS sont
d'une importance essentielle a la fonction des nsgkzoides (Agarwakt al., 2003;
Ford, 2004). La voie de I'AMPc/PKA est notammenpeiédante de ROS (Ford, 2004; de
Lamirande & O’Flaherty, 2008). Cependant, lorsqaeptoduction de ROS est accrue ou
lorsque les défenses antioxydantes sont réduitedésequilibre se produit entre la production
de ROS et l'aptitude du systéme biologique a répesedommages provoqués. On parle alors
de stress oxydatif, qui est délétére pour la m@biDe plus, en dehors de l'influence directe
sur la mobilité des spermatozoides, l'augmentatiea ROS est également liée a une
augmentation des dommages a I'ADN (Gomeiz al.,, 1998; Twigg et al., 1998).
Parallelement, d’autres facteurs comme le contt@l@olume de la cellule et de I'osmolarité
sont également essentiels pour la mobilité desnsgteroides. Des défauts dans les
mécanismes de régulation du volume et de l'absorptes osmolytes épididymaires
provoguent une augmentation anormale du volumeadééte du spermatozoide et une
angulation du flagelle. Ces modifications conduis@n une altération de la mobilité
progressive, qui impacte sur la fertilité (CooperY&ung, 2003). Enfin, une modulation
particuliere du comportement des spermatozoidesegaiement déclenchée lors de leur
passage par différents compartiments des voiesniges, en particulier en termes de
composition protéique, de glycosylation et d'hyaliah de la glaire cervicale (Druart, 2012).
De plus, les micronutriments contenus dans le paséminal peuvent également jouer un

réle important dans l'induction de la mobilité degrmatozoides (Macché al.,2010).

2 ANALYSES ET SELECTION DES SPERMATOZOIDES
2.1 Analyse des parametres spermatiques

2.1.1 Analyse conventionnelle du sperme

L'analyse du sperme est effectuée afin d’évalugrtieubles de la fertilité, avec ou sans
symptémes de déficience androgénique. La qualittadalyse dépend de la fagcon et du lieu
du recueil, ainsi que des méthodes utilisées. Corilnexiste 2 causes, biologiques et
analytiques, pouvant entrainer des variations dgukité du sperme, la normalisation des
procédures pour la collecte et I'analyse de spe&shessentielle pour rendre comparables les
résultats de différents laboratoires. Un nombreinmim de spermatozoides doit étre évalue

pour obtenir des valeurs acceptables, que ce swilr pévaluation du nombre de
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spermatozoides, ou les pourcentages de spermatszoichobiles, viables et

morphologiquement normaux (Coopegral.,2010).
2.1.1.1 Le spermogramme

Les patients doivent observer une période d'abstmeentre 48 heures et 7 jours.
L'échantillon doit étre recueilli par masturbatidans un récipient stérile a large ouverture,
sous la forme d'un cylindre gradué. L'examen daclgat doit étre effectué selon les
référentiels en vigueur. Pour la France, 2 réfégntprincipaux sont disponibles, le
référentiel de I'Organisation Mondiale de la Sq#MS) (World Health Organization, 2010)
et le cahier Bioforma N°42 (Cahier de formation fBrana. Exploration de la fonction de

reproduction/versant masculin. 2009).

Evaluation macroscopique

Un éjaculat normal présente un aspect homogeneggigscent et se liquéfie normalement a
température ambiante en 20 min. Afin de réaliseriéérentes analyses du spermogramme
et du spermocytogramme de maniére homogéne, ll@fatiquéfié doit étre bien mélangé

avant de commencer les manipulations.

Le volume, la viscosité et le pH sont caractéresgpremier lieu. Le volume est le reflet d’'un
bon fonctionnement des glandes annexes. La vigcogipend du mélange des sécrétions
prostatiques et des vésicules séminales. Le pk éSinoin d’'un bon équilibre des sécrétions

des glandes et des voies génitales.

Evaluation microscopique initiale

Pour cette étape, un faible volume de sperme @ample 20 pl) est placé entre une lame et
une lamelle de taille appropriée (par exemple, 222xmm). Cette manipulation permet
d'obtenir une profondeur suffisante pour analysanssrestriction le mouvement des
spermatozoides en trois dimensions (d'autres vautieesperme et de tailles de lamelles

peuvent étre utilisés).

+ L’agrégation et I'agglutination des spermatozoides
L’agrégation (figure 7), c’est-a-dire l'adhéreneegpermatozoides immobiles a des débris ou

a d’autres éléments de I'éjaculat, ou I'adhérenrcgpdrmatozoides mobiles a des cellules non-
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spermatozoides, doit étre distinguée de l'agglikinades spermatozoides mobiles les uns
avec les autres. Seule I'agglutination dans I'étlh@m de sperme frais est prise en compte et

évocatrice de la présence d’anticorps anti-spermoétes.

Figure 7 : Agrégation de spermatozoides immobiles.
Cabhier de formation Bioforma. Exploration de ladban de reproduction / versant masculin.

20009.

+ Les cellules
En plus de spermatozoides, I'éjaculat contientdlsles épithéliales du tractus uro-génital et

des cellules dites cellules rondes (cellules dg&matogenése et leucocytes).

Evaluation microscopique approfondie

% La mobilité des spermatozoides

La mobilité des spermatozoides est un parametrentsis pour I'évaluation du pouvoir
fécondant du spermatozoide. Cette opération esttefie a température ambiante (20-24°C)
ou a 37°C, dans un délai de 60 min apres recudile éame et lamelle (cf. ci-dessus) a un
grossissement x200 ou x400. La qualité de la ntébiist exprimée en pourcentage de
spermatozoides mobiles divisés en 3 catégories :
o Mobilité progressive (PR) : déplacement actif auee trajectoire linéaire ou
aléatoire.
o Mobilité non progressive (NP): mobilité en cerctestreint ou aucun
déplacement avec des oscillations de la téte sacepkt/ou de simples
mouvements flagellaires.

o Immobile (IM) : aucun déplacement, téte et flagatienobiles.
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La subdivision des spermatozoides progressifs esous-catégories « mobiles rapides et
progressifs» ou type [a], et « mobiles lents oblément progressifs» ou type [b] est souvent
effectuée dans les laboratoires, bien qu'il saitiaiie pour les évaluateurs d’analyser les
vitesses avec précision (Cooper & Yeung, 2006)xibte également des systemes d’analyses
assistés par ordinateurs (de type systeme CASA, qoyuputer-assisted sperm analygisii
permettent une analyse automatique, répétitive rétige d'un échantillon de sperme.

Cependant, peu de laboratoires possédent ce tgppateillage pour évaluer la mobilité.

% La numération des spermatozoides et cellules rondes
La numération des spermatozoides est déterminés dia@ cellule de comptage, apres
dilution appropriée dans une solution de fixatioms dcellules (figure 8). Seuls les
spermatozoides intacts, avec une téte et un flggalht comptabilisés. Idéalement, le nombre
minimum de spermatozoides comptés dans la cellelead étre de 400, ce qui permet
d’assurer une erreur de comptage de 5 % pour éurvaktimée. En pratique quotidienne, ce
chiffre est plutdt de 100 a 200.

Figure 8 : Cellule de comptage pour numération spermatique.
Cahier de formation Bioforma. Exploration de ladban de reproduction / versant masculin.

20009.

% La vitalité
Elle permet d’évaluer la proportion de spermatogsidvants et morts dans I'éjaculat via une
double coloration éosine-nigrosine. La membransrpique des spermatozoides morts étant
perméable, ces derniers présentent une colorabi®® €n comparaison des vivants qui ne

prennent pas le colorant (figure 9).
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Figure 9 : Aspect des spermatozoides sur frottis aprés coldran a I'’éosine-nigrosine.
(A) spermatozoide vivant. (B) et (C) spermatozoidests.

Cahier de formation Bioforma. Exploration de ladban de reproduction / versant masculin.
2009.

2.1.1.2 Le spermocytogramme

La morphologie du spermatozoide est un autre paranessentiel pour I'évaluation de la
gualité spermatique. La morphologie des spermatiesoést évaluée a partir d’'un frottis de
spermatozoides séchés a l'air, fixés et colorés ptecédures de coloration de Papanicolaou
modifiée, Shorr & Diffquik recommandées par 'OM@&drld Health Organization, 2010)
fournissent une coloration adéquate pour les spemuiles et permettent une certaine

différenciation des cellules rondes.

BN

Le spermocytogramme consiste a établir le pourgentde spermatozoides typiques (ou
normaux) et atypiques (ou anormaux) (figure 10). dpermatozoide est dit normal quand
(Auger & Eustache, 2000) :

o la téte a un contour tres régulier ovalaire avegmamd axe mesurant 5 pm et
un petit axe mesurant 3 pm (rapport grand axe/jpett = 1,66 ; pouvant
fluctuer entre 1,33 et 2).

o l'acrosome doit couvrir 40 a 70 % de la surfacdad&te, avoir un contour
régulier et une texture homogene.

o la piece intermédiaire mesure de 1,5 a 2 fois fgleur de la téte, a un
diamétre de 0,6 a 0,8 um, et son grand axe estldaslongement du grand
axe de la téte.

o la piéce principale mesure environ 45 um pour ameire de 0,4 a 0,5 um, et

est développée avec un contour régulier et un abpetogene.
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Figure 10 : Analyse des spermatozoides sur frottis aprés cokltion de Papanicolaou au
microscope a contraste de phas&permatozoides présentant (1) une téte normaleing)
forme ou taille de la téte anormale, (3a) une @dette cytoplasmique, (3b) un défaut de la
piece intermédiaire, (3c) un exces de cytoplasrsiguél. Spermatozoides présentant a la fois
(4) des anomalies de la téte et de la piece ingiainé, (5) des anomalies de la téte et du
flagelle, (6) des anomalies de la téte, de la pigteemédiaire et du flagelle.

D’aprées Nieschlag, 2010.

Plusieurs classifications ont été établies puis @mtluées au fil du temps. En France,
2 classifications principales coexistent: la diasstion de David modifiée (Auger &
Eustache, 2000) et la classification de Kruger (d/blealth Organization, 2010).
% La classification de David modifiée

L’analyse doit étre effectuée au minimum sur 10€rs@tozoides, classés pour fournir une
évaluation correcte du pourcentage de spermatazadygégques et du profil des différentes
atypies. En cas de quantité insuffisante de speanates, le décompte peut étre fait a partir
de 50 spermatozoides, mais cette particularité do# interprétée dans la conclusion
biologique. Elle recense plusieurs anomalies en omeh des spermatozoides

morphologiquement normaux:
« 7 anomalies de la téte :
o Allongée le grand axe de la téte est plus long que la n@mal

o Amincie :le petit axe de la téte est plus petit que la @bem
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Microcéphale :le grand et le petit axe de la téte sont plus soqre la
normale.

Macrocéphale :le grand et le petit axe de la téte sont plus gramae la
normale.

Multiples : plus d'une téte par spermatozoide.

Acrosome anormal ou absensurface occupée < 40 %, ou > 70 % de la
surface totale de la téte, ou absence totale dsaame.

Base anormale ou absentéoute irrégularité de courbe non réguliere deecett

partie de la téte doit étre recensée.

« 3 anomalies de la piece intermédiaire :

o

o

Gréle :diamétre< au diametre de la piece principale dans sa paitiale.
Angulée :le flagelle n'est pas dans l'axe de la téte oueangt entre piece
intermédiaire/téte ou piéce intermédiaire/piécagpiale.

Reste cytoplasmiqueanomalie si surface > 1/3 de la surface d'une téte

normale.

- 5 anomalies de la piece principale :

(0]

(0]

(0]

(0]

(0]

Absente pas de flagelle

Ecourtée flagelle plus court.

De calibre irrégulier :flagelle présentant des parties plus fines.
Enroulée :flagelle enroulé sur lui-méme ou autour de la téte.

Multiples :plusieurs flagelles.

Au final, un index d'anomalies multiples (IAM) exabli. Cet index correspond au rapport du

nombre total d'anomalies recensées sur le nomtakde spermatozoides anormaux. L'I1AM

est donc un indicateur du nombre moyen d'anomasissciées par spermatozoide anormal.

+ La classification de Kruger

Cette classification est en accord avec un certambre de points de la classification de

David modifiée, notamment sur le fait d’analysartés les anomalies des spermatozoides. De

plus, la description des spermatozoides typiquedypiques comme expliquée ci-dessus est

egalement utilisable pour décrire les anomalies diamclassification de Kruger, les anomalies

annotées étant les mémes. L'absence totale d’amordéfinit le spermatozoide typique
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(normal). Les différences de classification se fat niveau de [linterprétation. La
classification de Kruger recense une seule anoppieordre d’'importance (alors que celle
de David modifié prend en compte toutes les an@walbservées) : acrosome > téte > piece

intermédiaire > flagelle.

La classification de Kruger distingue ensuBegroupes en fonction des pourcentages de

formes typiques :

- formes typiques > 14 % : groupe a sperme normal.
- formes typiques comprises entre 4 et 14 % : gr@uipen pronostic de grossesse.

- formes typiques < 4 % : groupe a mauvais pronaitigrossesse.

34



These d’Université Julien Sigala

Introduction

SPERMOGRAMME du 18/01/2012

Délai d'abstinence 3 jours
Volume: 3,30 mL (N>1,5ml) Viscosité: Normale
pH: 78 (N>=772)
Numération
Spermatozoides : 180,0000 millions/ml  soit pour I'éjaculat 594,0000 millions
(N>=15 millions / ml) (N>=39 millions / éjaculat)
Cellules : 0,40 millions / mi (N=1 million/ml)
Polynucléaires : millions / mi (N<1 million/ml)
Mobilité
% a 1 heure a 4 heures
progressifs (a) 35 % 0 % (Nt;a+b >: 0302%
peu progressifs (b) 25 % 5% S
non progressifs (c) 5 % 45 %
immobiles (d) 35 % 50 %
Vitalité : 76% de formes vivantes (N>=58%)
Agglutinats: absents Agrégats: absents
SPERMOCYTOGRAMME —I
Sur 100 spermatozoides Typiques: 63% Atypiques : 37%
1AM : 1,27 (Classification de David modifiée)
Téte Piéce intermédiaire Flagelle
Allongée 0 Reste cytoplasmique 1/1 Absent 1/1
Amincie 0 Grele 111 Ecourté 0
Microcéphale 0 Angulation 4/1 Calibre irrég. 0
Macrocéphale 0 Enroulé 3
Tétes multiples 11 Multiple 3/1
Base anormale 8/6
Acrosome malformeé 25/7

Figure 11 : Compte-rendu d’'un spermogramme-spermocytogramme.

Avec l'accord de I'Institut de Biologie de la Repretion-Spermiologie-CECOS du CHRU
de Lille.

CECOS: centre d'étude et de congélation des oeufs etspgerme; CHRU : centre hospitalier régional
universitaire;|IAM : indice d’anomalies multiplesirég : irrégulier.
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2.1.2 Les criteres de 'OMS

Tableau 1 : Les valeurs normales de référence selon 'OMS 201QNorld Health
Organization, 2010).

NP : spermatozoides non progressifOMS: organisation mondiale de la santéPR: spermatozoides
progressifs.

Valeurs normales de références
(OMS 2010)

Volume >1,5mL

Parameétres spermatiques

. > 15 millions/mL
Numeération des spermatozoides . B
> 39 millions/éjaculat

Numération des cellules rondes <1 million/mL
Numeération des polynucléaires <1 million/mL
Mobilité PR> 32 % ; PR+NP 40 %
Vitalité > 58 %
Formes typiques > 4 % (classification de Kruger)

2.1.3 Les limites des analyses conventionnelles

Les analyses conventionnelles du sperme resteotitiirde choix dans I'évaluation en routine
des facteurs de fertilité masculine (World Healttg@ization, 2010). Cependant, bien que
cette évaluation de base fournisse des informatwésieuses, I'utilité clinique des résultats
des analyses conventionnelles est séverement dipaé plusieurs facteurs importants. Ces
facteurs, comme la variabilité inhérente d'un dgtca l'autre ou les corrélations imprécises
entre les analyses du sperme (Baraearl., 2014) ne refletent pas toujours le potentiel de
reproduction. D'autres outils de contrble supplémiess, tels que I'évaluation des dommages
a I'ADN spermatique ou du stress oxydatif, peuére inclus dans I'analyse de routine afin
d’apporter des informations supplémentaires syukité du prélevement spermatique et de
son pouvoir fécondant (de Matebal.,2007; Oliva & Castillo, 2011b; Behrouet al.,2013;

Hamadaet al., 2013; Intasquiet al., 2013; Sharmeet al., 2013; Aitkenet al., 2014).

Cependant, malgré l'efficacité prouvée de ces sutdmplémentaires, il reste encore de
nombreux échecs de procréation chez des patieétemant pourtant un bilan de dépistage

correct. Le domaine en pleine expansion des teuaksiglites « omiques » telles que la
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génomique, épigénomique, transcriptomique, protgamiet meétabolomique promet de
fournir des indications sur les mécanismes molé@adade base de la production et de la
maturation spermatique, ainsi que dans la pathegede l'infertilité masculine (Jodat al.,
2016; Carrellet al., 2016). En particulier, la protéomique permet deuricomprendre la
composition en protéines des spermatozoides, tEgalites voies cellulaires nécessaires au
fonctionnement normal des spermatozoides et cellesont la plus grande implication
biologique dans la fertilité ou linfertilité madme. La caractérisation des altérations
protéiques spermatiques dans différents phénotgijpefertilité devrait permettre, a terme,
d'identifier des biomarqueurs spécifigues pouvaderale diagnostic, le pronostic et le

traitement de l'infertilité masculine.

2.2 Techniques de sélection/préparation des spermatoziais

Les techniques de séparation des spermatozoidest wisreproduire les étapes de sélection
qui s’operent lors du trajet naturel dans le traagenital féminin. Cette séparation permet
notamment de séparer les spermatozoides du plaémead, qui contient des facteurs

décapacitants, et de récupérer les spermatozoaesuh milieu permettant la capacitation.
Les techniques de séparation permettent d’élimileefacon plus moins complete les débris
cellulaires, les spermatozoides morts ou immoletes’autres cellules contenues dans le
sperme. Ces techniques permettent également d&imés agents infectieux, hormis les

germes intracellulaires ou ceux qui se fixent sardpermatozoides.

2.2.1 Les techniques conventionnelles du tri des sperzpéades

Les procédeés conventionnels de tri des spermatezadiiipliquent plusieurs étapes de lavage
et de centrifugation. Les techniques de sépardd®plus couramment utilisées en assistance
médicale a la procréation (AMP) sont la centrifimatsur gradient de densité (GD) et la
technique de migration ascendante ou swim-up : sspneconventionnel (SWC) et swim-up
direct (SWD) (figure 12).
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Suspendre le culot R st e St
= i R SC| rati du culc
dans 2 ml de milieu de culture SOLPEREHONT CU GOy

de spermatozoides

— —_— — —
Culot P )
de spermatozaides 2 mi mil
— \= de culture
Aspirer délicatement e r o Al
300 g, 20 min ; g Homogeneiser 800 g, 10 min

pour assécher
le culot

Figure 12 : Principes de sélection des spermatozoidd®chniques de migration ascendante
ou swim-up (A) a partir d'un culot de spermatozside (B) directement a partir du sperme
€jaculé. (C) Technique du gradient de densité.

Cahier de formation Bioforma. Exploration de ladban de reproduction / versant masculin.

20009.

Le principe de la méthode du GD est de sélectiolasespermatozoides en fonction de leur
densité. Le sperme éjaculé est déposé au-dessne dalution colloidale de particules de

silice recouvertes de silane et dont 'osmolarigd ajustée avec des polysucroses (peu
toxiques). Aprés centrifugation, les spermatozoidggent plus ou moins profondément dans
ce milieu en fonction de leur densité. Les phasggrseures contiennent le plasma séminal,
les cellules rondes et les spermatozoides mortotmaux. Cette technique peut impliquer

soit un gradient continu soit un gradient discantiBn pratique, on utilise généralement un
gradient 2 couches : une couche a 90 % de la solutiere et une couche a 45 %. Cette
meéthode est la plus adaptée lorsque des échantiipermatiques ont une concentration

faible en spermatozoides car le taux de récupérasvélevé (Henkel & Schill, 2003).
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Les méthodes swim-up (SWC et SWD) reposent suapaaté des spermatozoides mobiles a
nager depuis le culot d'un tube jusque dans laigatipérieure constituée d'un milieu
capacitant. La principale différence entre le SWdeeSWD est que le SWC implique une
étape de centrifugation avant superposition dut@wec le milieu capacitant. Dans le SWD,
le sperme entier est superposé d’emblée avec leurghpacitant. La partie supérieure du
milieu qui contient les spermatozoides les plus ilesbest recueillie aprés un temps
déterminé de migration (30 min a 1 h), puis coné&mnpar centrifugation (Henkel & Schill,
2003).

Un inconvénient notable des techniques de GD &WE est qu'elles ont tendance a générer
des ROS au cours des étapes de centrifugation. €oprétisé préalablement dans ce
manuscrit, les ROS se sont révélées potentiellemg@nibles aux fonctions spermatiques par
I'intermédiaire d'adduits oxydés a I'ADN et de fragntation de 'ADN (Aitken & Clarkson,
1988). Dans les échantillons spermatiques d’indisicen bonne santé, il n'y a pas de
différence significative rapportée des niveaux @SRou du PMM entre les préparations par
SWC et par GD. Cependant, les spermatozoides strgid¢ GD présentent un taux de
fragmentation de I'ADN plus élevé (Ghaleebal., 2014). Par ailleurs, le SWC affiche des
niveaux significativement plus élevés de peroxytgdiogene et d'anions superoxydes par
rapport au SWD (Ghalenet al.,2014), tandis que ce dernier présente le plus’béld et la
plus faible mobilité par rapport a la fois au GDaet SWC (Ghalenet al., 2014). Le SWD
impligue de nombreuses couches de cellules, cepgut rendre difficile I'acces des
spermatozoides des couches inférieures dans lkeundé culture (Ghalenet al.,2014). Cela
pourrait expliquer le faible PMM trouvé dans ledattillons traités par SWD, car il y existe
une association entre la fonction mitochondrialéaetobilité (Marchettiet al., 2002). Les
différences de types et de niveaux de ROS entre 8W&ND peuvent étre attribuées aux
étapes de lavage et de centrifugation impliquéas GaSWC qui élimine le plasma séminal.
En effet, le plasma séminal contient des antioxiajagt peut également augmenter |'activité
de la superoxyde dismutase, qui convertit 'aniapesoxyde en peroxyde d'hydrogene
(Ghalencet al.,2014). En outre, la centrifugation diminue la ig&@tion des spermatozoides
dans les échantillons avec une faible concentratien spermatozoides. Méme si ces
techniques se sont avérées efficaces pour la efledke spermatozoides mobiles et
morphologiquement normaux, elles ne parviennent @aprendre en compte d'autres

parametres qui peuvent étre utilisés pour la séleclu sperme dans la fécondation naturelle,

39



These d’Université Julien Sigala Introduction

telles que l'intégrité de I'ADN, la maturation derhembrane, l'ultrastructure et I'apoptose
(Henkel, 2012; Ghalenet al.,2014).

2.2.2 Les techniques non conventionnelles

2.2.2.1 Potentiel Zeta

Le potentiel Zeta, ou potentiel électrocinétiqus,la charge a travers la membrane plasmique
des spermatozoides matures. Elle est d'environm¥6a -20 mV (Henkel, 2012). Cette
charge négative est utilisée pour séparer les spernvides matures en leur permettant
d'adhérer a un tube de centrifugeuse chargé peasieut (Said & Land, 2011). Aprés
guelques minutes, le tube est centrifugé pour dkmies spermatozoides et les particules qui

n‘adherent pas a la surface du verre.

2.2.2.2 Systéme du tri cellulaire magnétique

Le tri cellulaire magnétique (MACS poumagnetic-activated cell sortifngsélectionne les
spermatozoides qui ne présentent pas de signexptbap précoce (figure 13). Un indicateur
d'apoptose précoce du spermatozoide est la présdamck phosphatidylsérine sur la
membrane plasmique. Le MACS utilise des microbil@samagnétiques conjuguées a de
'’Annexine V pour lier les spermatozoides présentarphosphatidylsérine (Vermes al.,
1995; Said & Land, 2011). Les spermatozoides lidsraicrobilles sont ensuite placés dans
une colonne ou un champ magnétique est appligue spermatozoides non liés aux billes
sont élués a travers la colonne, laissant les sgiemnides apoptotiques derriere (Said &
Land, 2011). Le MACS doit étre réalisé apres aeffiectué une méthode de préparation du
sperme conventionnelle, ou aprés un simple lavéiged@&liminer les facteurs contaminants

présents dans le sperme entier.
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Figure 13: Technigues non-conventionnelles de sélection/prépdéion des
spermatozoides.(A) Le tri cellulaire magnétique (MACS pounagnetic-activated cell
sorting). (B, C, D, E et F) Tri des spermatozoides pdérdhts dispositifs microfluidiques.
D’apres Rappet al.,2016.
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2.2.2.3 Tri des spermatozoides baseé sur la liaison a l'adiglaluronique

Les sites de liaison a l'acide hyaluroniqgue sunénbrane plasmatique spermatique sont un
indicateur de la maturité des spermatozoides (Huetzal., 2003). Les cellules du cumulus
autour de l'ovocyte contiennent de l'acide hyaligpe® dans leur matrice extracellulaire, ne
permettant qu’aux spermatozoides matures de gy pigis de pénétrer afin de réussir la
fécondation (Cheret al., 2001; Huszaet al., 2007). Il existe 2 méthodes pour sélectionner
les spermatozoides liés a lI'acide hyaluroniquajdttion physiologique intracytoplasmique
de spermatozoides (PICSI, poghysiological intracytoplasmic sperm injectior), et la
procédure Sperm Slow. Les 2 méthodes nécessitenpréparation de spermatozoides par

lavage du sperme ou par centrifugation.
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2.2.2.4 Tri des spermatozoides par électrophorése

Le tri par électrophorese (Microflow CS-10) est uweehnologie basée sur le choix des
spermatozoides en fonction de leur charge de surfas spermatozoides matures normaux
ont une charge négative, créée par la protéine Gixp2imée a leur surface, qui est une
protéine membranaire ancrée par glycosylphospHatabytol (GPI) (Fleminget al., 2008).
L'appareil d'électrophorése est constitué d'unsetées ou un échantillon de sperme est placé
dans une chambre, une tension est appliguée. Lesnafzoides morphologiguement
normaux et chargés négativement se déplacent éd¢rame membrane de polycarbonate de
5um en direction de I'électrode positive, laissk® spermatozoides immatures et les
leucocytes (Ainsworth, 2005; Flemieg al.,2008).

2.2.2.5 Motile sperm organelle morphology examination (MM

Le MSOME est une analyse morphologique de sperrmateg mobiles isolés, en temps réel
et a fort grossissement. L'appareillage nécesssiteconstitué d’un microscope a contraste
interférentiel de Normarski qui permet d’obtenir gnossissement jusqu’a x6600 (Bartagv
al., 2002). L’'analyse s’est initialement focalisée déwvaluation de la morphologie de
'acrosome, de la cape post-acrosomique, de la pidermédiaire, des mitochondries et du
noyau telle que décrite par Bartoov et collabomrsteen 2002. Aujourd’hui c’est
essentiellement le noyau qui est étudié pour detdatprésence et la taille de vacuoles et

essayer d’évaluer leur impact en AMP (Perdrix &div2013).

2.2.2.6 Biréfringence

La biréfringence est une caractéristique basédasiagon dont la lumiére passe a travers le
compartiment protoplasmique du spermatozoide et pae utilisée pour détecter des
anomalies (Maglet al.,2012b). Les spermatozoides avec des caractégstijtferentes dans
le protoplasme auront des modéles différents ddrligence, qui peut étre une biréfringence
totale ou partielle (Petersenal.,2011; Magliet al.,2012a).

2.2.2.7 Tri des spermatozoides par microfluidique

Les technologies microfluidiques sont apparues cemume nouvelle alternative aux
meéthodes classiques, avec plus de contréle pairrgrécisément les cellules dans de petits

volumes (figure 13). Les applications de ces teldgies a la médecine de la reproduction et
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a la cryobiologie ont été recemment étudiées (Asghal.,2014a). Les méthodologies de tri
des spermatozoides basées sur les procédures Imdicpfes sont une option intéressante
puisque ces technigues éliminent les étapes defagation dommageables. Les dispositifs
microfluidiques utilisent des micro-canaux pouettries spermatozoides sur la base de la
mobilité et de la morphologie (Kricket al., 1993; Choet al., 2003; Schusteet al., 2003;
Asgharet al.,2014b).

3 LE PROTEOME DU SPERMATOZOIDE
3.1 L’approche protéomique

La protéomique vise a fournir une analyse systé&matde toutes les protéines d’un tissu ou
d'une cellule, et a définir leurs niveaux d'expi@s@ar rapport a un état fonctionnel dans un
systeme biologique (Domon & Aebersold, 2006; Cok&nn, 2007). L'analyse protéomique
repose essentiellement sur quelques étapes de fHsextraction des protéines ou peptides
de I'échantillon, (2) réduction de la complexité lxtraction protéique ou peptidique,
(3) identification des protéines ou peptides palisation de la spectrométrie de masse
(MS pour mass spectrometfryet de la bioinformatique. Aprés I'extraction @ique, la
réduction de la complexité de l'extrait peut é&alisée en utilisant 2 approches alternatives
(Oliva et al., 2009): (i) la séparation des protéines par difftee approches (électrophorése,
chromatographie, etc...) suivie de la digestion desémes en peptides, et (ii) la digestion
initiale de protéines pour générer des peptidda séparation de peptides (de Matdaal.,
2013; Codinaet al.,2015) (figure 14). Plusieurs stratégies d’ideatifion protéiques ont été
développées a I'échelle globale, les plus commétaas détaillées dans ce chapitre.

Le développement de la méthode utilisant la séiparales protéines et la MS a ouvert
plusieurs possibilités dans l'identification en#fyse d'un grand nombre de protéines. En
effet, I'effet combinatoire de I'électrophoreseifridnsionnelle (2DE pou2-dimensional gel
electrophoresis et de la MS s’est révélé étre un outil d'analysgortant pour la
caractérisation compléte des protéines a partimélanges complexes d’extraits de tissus, de
cellules ou de fractions subcellulaires. Deux apipes différentes ont été couramment
employées pour étudier le protéome des cellulesngd@ues en utilisant la MS:
(1) séparation 2D 2tdimensional) des protéines suivie d'une digestion trypsique (ou
enzymatique), isolation des peptides et une analgssistée par matrice et
désorption/ionisation laser (MALDI poumatrix assisted laser desorption/ionizafiprou
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chromatographie liquide (LC poliquid chromatographycouplée a la MS en tandem (LC-
MS/MS) ; (2) digestion initiale des protéines pqumoduction de peptides, suivie d’'une
analyse par LC-MS/MS (Baker & Aitken, 2009; Oligtal.,2009).

La 2DE est une technique de séparation des prstéméonction de leur point isoélectrique et
de leur masse moléculaire. Cependant, cette méthaiente plusieurs inconvénients. En
raison de la faible sensibilité de la 2DE, la débecde protéines rares ou présentes en faible
guantité est difficile, et I'isolation de I'échdidn en différentes fractions subcellulaires est
essentielle pour réduire la complexité des mélangestéiques avant analyse 2DE
(Fernandez-Gomezt al., 2014). Pour contourner ce probleme, il a été apyps
I'électrophorese 2D-DIGE (poudifferential in-gel electrophoresisou les échantillons
protéigues a analyser sont marqués avec des flummmes différents possédant la méme
masse mais ayant des longueurs d'onde d’excitatibrd’émission différentes. Ainsi,

2 échantillons marqués avec des fluorochromesrdiité vont étre mélangés et séparés sur un
méme gel. Cette technique permet notamment l'iteation des protéines de faible

abondance.
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Figure 14 : Méthodologies protéomiques La premiére étape dans une étude protéomn
implique la collecte de I'échantillon, la purifigat et I'extraction des protéines (en haut).
protéines extraites peuvent alisoit étre séparégmr des systemes d'électrophorese,étre
directemendigérées en peptides. Dans l'option de séparagsrpbtéines, les bandou les
spots protéiguesbtenus doivent étre éls du gel et digéeé en peptidesLes mélanges
peptidigues peuvent ensuite étre séparés en uatildifférentesalternativeset enfin étre
analysé par spectrométrie de masse (en bas) conduidaerdification précise des peptid
et des protéines corresponda.

D’aprés Carrelkt al.,2016.

1D ou 2D: 1 or 2-dimensiona DIGE : differential in-gel electrophoresis|EF : isoelectric focusing;

iTRAQ : isobaric tags for relative and absolute quantita; LC: liquid chromatography; PAGE :
polyacrylamide gel electrophores SDS: sodium dodecyl sulfat&MT : tandem mass ta
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Un autre aspect important de cette méthodologiteatdveloppement de I'outil analytique de
la MS. Il s’agit d'une technique bien adaptée &ulde biologique des spermatozoides et des
protéines impliquées dans des processus biologspesfiques (Findlay & Swanson, 2010;
Hamadaet al., 2013). Le principe de la MS réside dans la séearan phase gazeuse de
molécules chargées (ions) en fonction de leur mppuasse/charge (m/z), permettant
l'identification des protéines ou des peptides. d@ectrométrie de masse permet de
caractériser la structure chimique des moléculele®rragmentant. Le spectrometre fournit
ainsi des spectres expérimentaux qui sont dessepiations, sous forme de séries de pics, de
la présence de ces difféerents fragments. Un algugtétabli par ordinateur compare ensuite
les spectres de masse générés pour identifierotéipe d’origine en la retrouvant dans une
banque (Findlay & Swanson, 2010; Hamadal., 2013). Les protéines ainsi identifiées sont
ensuite triées, via une analySene Ontology{GO). GO est une base de données qui vise a
fournir des informations biologiques sur I'impligat de genes ou de protéines. L’analyse GO
permet d’interroger les bases de données et di@ssaax protéines identifiées leur(s)
localisation(s) cellulaire(s), leur(s) fonctionfgplogique(s) et moléculaire(s) (Gilargy al.,
2011). Plusieurs études ont catégorisé le protédunsperme humain basé sur les termes
d'annotation GO. De plus, il a été clairement olisaue la plupart des protéines ont été
cataloguées dans des classifications différentas @D, puisqu’une protéine peut avoir de
multiples fonctions et peut étre localisée dansiplurs compartiments cellulaires (Batruath

al., 2012; Milardiet al.,2013).

3.2 Le protéome global du spermatozoide humain

L'étude sur les protéines du sperme a été inited-pedrich Miescher avec la découverte de
la protamine dans le sperme de saumon (Mieschéi4)1&u début des années 90, les
premiers travaux étudiant les protéines du spemonéde humain se sont basés sur la 2DE.
Cependant, le nombre de spots protéiques distinguesles résultats 2D est relativement
faible. Par exemple, Naaby-Hansen a obtenu une éttrophorétique du spermatozoide
humain d'environ 260 protéines acides et neutretindies (Naaby-Hansen, 1990). Ces
premiers résultats ont remis en cause le réle dgpa@éines spermatique, le spermatozoide
étant considéré traditionnellement comme une eebBilencieuse sur le plan transcriptionnel
et traductionnel. A partir de 13, il a été claitede spermatozoide présentait d’autres fonctions

au-dela de la simple transmission du patrimoineétigne paternel a 'ovocyte.
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La premiere analyse approfondie du protéome speamueahumain sur la base d’une approche
LC-MS a permis de révéler 1760 protéines, bienlgagrotéines identifiées n'aient pas été
précisées (Johnstoet al., 2005). Dans une autre étude, utilisant des stipsmplitude
restreinte de point isoélectrique et des gels 2[Miiphes, 3872 spots protéiques distincts ont
éte visualisés par les auteurs, qui ont égalenmaigt Khypothése que ce nombre pourrait étre
beaucoup plus élevé (lat al., 2007). Similairement, avec I'utilisation de laheiue LC-
MS/MS, Baker et collaborateurs ont identifié 105@®duits géniques du spermatozoide
mature humain (Bakeet al., 2007). Cependant, le rapport le plus vaste a ce $or
l'identification des protéines de spermatozoideursahumain a été établi aprés utilisation
d’une technique de MS de pointe et d’une plate-éoda protéomique optimisée (Waelal.,
2013a). Un total de 4675 protéines individuell&téidentifié avec succes, montrant un profil
protéiqgue complexe impliqué notamment dans le nodiabhe énergétique, la transduction du

signal, le cytosquelette.

Une compilation récente exhaustive de toutes lesleSt protéomiques fournies par la
littérature scientifique sur le spermatozoide humaiconduit a la génération d'une liste de
6198 protéines différentes identifiées dans le mp&yzoide mature normal éjaculé humain
(Amaral et al., 2014a), dont une grande partie (environ 30 %keshue pour étre exprimée
au niveau testiculaire. La comparaison de ces ipegéavec les protéines hypothétiquement
impliquées dans les voies fonctionnelles connuespgumatozoide a indiqué qu'environ 78 %
des protéines du sperme ont déja été identifiéesitiisant cette logique, il a été conclu que
le protéome complet du sperme humain comprend ainsmob00 protéines différentes
(Amaral et al., 2014a). L'exploration des données du protéomensg@gue a confirme
beaucoup des voies fonctionnelles attendues, y isrdgométabolisme, I'apoptose et le trafic
membranaire (Amaradt al., 2014a; Paivat al., 2015). Mais elle a également identifié de
nombreuses protéines inattendues telles que d¢elfdmuées dans le métabolisme de I'ARN,
la régulation de la traduction, les ribosomesplE®xysomes et un grand nombre de protéines
avec une fonction épigénétique potentielle (Amatadl., 2014a; Castillcet al., 2014). Le
travail de Martinez-Heredia et collaboratelfiartinez-Herediaet al., 2006) a permis de
catégoriser 98 protéines sur la base de leur rolectibnnel. La répartition est la
suivante (figure 15) : production d'énergie (23 ;%anscription, synthese des protéines,
transport, repliement et turnover (23 %) ; cyclbutare, apoptose et stress oxydatif (10 %) ;
transduction de signal (8 %) ; cytosquelette, flaget mouvement des cellules (10 %) ;
reconnaissance des cellules (7 %) ; métabolisré®) (6fonction inconnue (11 %).
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M Production d'énergie

Répartition des protéines

M Transcription, synthése des
protéines, transport, repliement et

turnover
m Métabolisme

H Cycle cellulaire, apoptose et stress
oxydatif

B Transduction de signal

m Cytosquelette, flagelle
et mouvement des cellules

Reconnaissance des cellules

Fonction inconnue

Figure 15 : Distribution fonctionnelle des protéines spermatiqes isolées a partir des ge
de 2DE et identifiée par MS dandes échantillons normozoospermighesain..
D'apres Martinez-Heredgt al. 2006.

2DE : 2-dimentional gel electrophoresiMS : mass spectrometry.

En outre, les modifications prtraductionnelles de protéines contrdlent la fonctabes
spermatozoides et sont d'un grand intérét I'étude de la fertilité masculine. Cepeny, les
modifications postraductionnelles augmentent la difficulté d’analydes échantillon
protéigues. Quelques études ont appliqué des nmethommplémentaires pour la sépara
des protéines du spermatoze et ont effectué une analyse protéomique pouttifaanlies
protéines avec modifications p-traductionnelles telles que la phosphoryle,
S-nitrosation SUMOylation, Mglycosylation ou lysine-acétylatiogFicarro et al., 2003;
Lefievreet al.,2007; Vigodneset al.,2013; Wanget al.,2013b; Suret al.,2014).
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3.3 Le protéome du spermatozoide humain par compartimes cellulaires

Plusieurs équipes ont étudié les protéines quititoest le protéome du spermatozoide
humain normal (Bakeet al., 2007; de Matecet al., 2009; Guet al., 2011; Amaralet al.,
2013; Wanget al.,2013a).

3.3.1 Les protéines de surface membranaire

La membrane du spermatozoide enveloppe des seadréis hétérogenes telles que la téte du
spermatozoide, la piece intermédiaire et les pigcexipale et terminale du flagelle. Les

protéines structurelles de cette membrane jouemblerclé en termes de fécondation lors de
la rencontre entre le spermatozoide et I'ovocytes brotéines membranaires de surface
subissent un remodelage complexe au cours du ttrpisidymaire, de méme que lors des
événements de type capacitation, de liaison a I zoellucide ou de I'exocytose de

'acrosome (Brewis & Gadella, 2010). La membranasplique est organisée en plusieurs
domaines distincts, chacun ayant une compositionnet fonction propre. Cela est rendu

possible grace a l'insertion de protéines testicegaspécifiques, ainsi que par l'addition de
protéines sécrétoires originaires des glandes asnéors du passage dans le tractus

reproducteur masculin (Belleanneteal.,2011).

3.3.1.1 Protéines de surface membranaire du spermatoza@dellovocyte

La composition biochimique de la membrane plasmgpermatique est connue pour jouer un
réle clé dans la régulation de la reconnaissancdeetadhésion entre spermatozoide et
ovocyte, ainsi que dans la fécondation (O’Rand 19@8 grand nombre d'études ont permis
d’identifier plusieurs de ces protéines membrasab@nme des récepteurs potentiels pour la
liaison a la zone pellucide. On trouve des réceptguosine-kinase (Burkst al., 1995), des
protéines kinases (Roten al. 1990), des intégrines (Glandefral., 1996), des protéines de la
matrice extracellulaire telles que la vitronectilzefibronectine et la laminine (Glandet al.,
1996; Wennemutlet al.,2001), la PH-20 avec une activité hyaluronidasenoe (Sabeuet

al., 1997), les proto-oncogenes tels que c-myc et ¢Naget al., 1991, 1992), et la protéine
SP17 (pousperm protein(Leaet al.,1997). Il a également été rapporte, sur la menebdas
spermatozoides humains, la présence de protéingartapant a la famille des
métalloprotéase/désintégrine/cysteine-rich (MDCpmme la MDC transmembranaire
(tMDC) | (cryritestin) (Frayne & Hall, 1998) et tMDC 11l (ADAM 18) (Frayneet al.,2002)
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ainsi que leurs réle dans la liaison a la membasmique de I'ovocyte. Similairement, la
protéine de liaison de I'acide sialique (SABP psiatic acid-binding proteipjouerait un réle
critique sur la capacitatiom vitro des spermatozoides humains (Banerjee & Chowdhury,
1995). Récemment, la protéine spermatique NYD3R&an testis specific protein-8 GPI
anchored » a été identifiee et il a été souligné ga libération lors de linteraction
spermatozoide-ovocyte provoque une libération deiura, qui a son tour conduit a la

réaction acrosomique (Yiet al.,2009).

Parallélement, des données récentes indiquentegyardtéines de choc thermique (HSP pour
heat shock prote)ny compris les HSP60, 70, et 90, migrent a |daser des spermatozoides
et subissent une phosphorylation au cours de lacttagion puisque seuls les spermatozoides
ayant une tyrosine phosphorylée sont en mesure diersa la zone pellucide (ZP) (Baker,
2006). Une nouvelle protéine testiculaire membredad@amille HSP70, connue sous le nom
HSPAZ2, a été identifiée dans les spermatozoidesimsnmatures. Elle est exprimée dans la
membrane plasmatique du spermatozoide en coomlinattec HSPAS5 (Naaby-Hansen &
Herr, 2010). Sur la base d’études d’hommes oligbd@oospermiques qui présentent un
faible niveau d’expression de HSPA2 (Cederhal.,2006), il a été proposé que la protéine
HSPA2 humaine puisse étre utilisée comme marqueuanaturité du spermatozoide (Ergar
al., 2002). Cette protéine peut également jouer ungétmndaire dans le remodelage de la
membrane plasmique au cours de la spermatogeneszgitt al., 2000), en facilitant la
formation de sites de liaison a la zone pelluclde proposition d’utiliser la HSPA2 comme
biomarqueur prend encore plus d’'importance suiten dravail récent qui a identifié cette
protéine comme un composant majeur des spermatwoé& décrit une expression
différentielle entre des spermatozoides subissanstiess oxydatif et des spermatozoides

normaux (Sharmat al.,2013).

3.3.1.2 Protéines de surface membranaire dans la contrageptnmunologique masculine

La plupart des études sur la composition protéadpia membrane du spermatozoide humain
ont été centrées sur l'identification de différer#stigénes de surface impliqués dans
linfertilité immunologique et leur utilisation fute comme mesures contraceptives (Bohring
& Krause, 1999; Bhande & Naz, 2007). Environ 18gettes membranaires ont été isolés et
identifiés lors de l'utilisation d’anticorps antpermatozoides du plasma séminal de patients
infertiles par Bohring et collaborateur@ohring et al., 2001). En 2001, Shetty et
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collaborateurs ont isolé 8 protéines de surfacensgijue susceptibles de jouer un role de
contraceptifs immunologiques (Shetty al., 2001). En 2004, Rajeev et collaborateurs ont
comparé les profils de protéines membranaires devgiozoides entre des hommes fertiles
et infertiles (Rajeev, 2004). Cette étude a abauf validation d’'un antigéne spermatique

associé a la fertilité de 57 kDa.

3.3.1.3 Protéines de surface membranaire chez les patiefégiles

Par la suite, des recherches ont été menées chgzatients infertiles pour établir le niveau
d’expression de ces protéines de surface. Danspport établi sur des patients présentant
une globozoospermie, 2 protéines membranaires adeokome, la protéine SPAM1 (pour
sperm adhesion moleculg &t la protéine SPANX (powsperm protein associated with the
nucleus on the X chromosoeont été retrouvées en quantité diminuée dans les
spermatozoides a téte ronde (Litoal.2009). De méme, dans une autre étude, la protéine
annexine 5, présente dans la membrane plasmatigepetmatozoide humain, était détectée
a un taux diminué dans les échantillons de patiefestiles (Xuet al.,2012). Similairement,
dans des échantillons de spermatozoides soumiess stxydatif, la protéine SPACA4 (pour

sperm acrosome associated protejréethit sur-exprimée (Allest al.,1993).

Ces études isolées ont permis de documenter certapects fonctionnels de quelques

protéines de surface spermatique. Cependant, alesutt approfondis restent nécessaires sur
l'identification d’antigenes de surface a pertireetinique, sur les interactions moléculaires

qui définissent les fonctions de domaines spéafget sur la nature des changements induits
par la capacitation dans la composition et I'agtidie la membrane (Mohangy al., 2015).

Un récent exemple tres intéressant a éte I'ideatibn d’'un modele commun des protéines de

surface du spermatozoide avec celui des celluleshes embryonnaires (@ual.,2011).

3.3.2 Les protéines nucléaires

En raison de l'importance épigénétique des protasnet des histones, l'une des premieres
études sur les protéines nucléaires spermatiquess|ttomme a permis de détecter la P1, la
P2 et I'histone H2B spécifique du testicule (Yogtial.,2005). L'étude la plus poussée dans
le domaine de la protéomique nucléaire spermatajéee celle effectuée par de Mateo et
collaborateurs qui a permis de générer un cataldgu403 protéines, dont un sous-ensemble

de 159 protéines localisées dans le noyau seldrakess de données UniProt et GO (de Mateo
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et al., 2011). Ce grand nombre de protéines de la chromattaient inattendues, car les
connaissances scientifiques préalables laissammiep que les protéines nucléaires étaient
constituées presque entierement de protaminesuat diraction mineure d’histones retenus
(Carrell et al., 2016). Dans cette étude, les histones formaierglda grande famille de
protéines détectées (9,7 % soit 39 des 403 pratdotales) et ont également représenté la
plus grande proportion des protéines nucléaires (Z#soit 39 des 159 protéines nucléaires).
Les protéines ribosomiques constituaient la deugigutus grande famille de protéines
identifiées. D’autres protéines ont également ésesnen évidence comme des sous-unités du
protéasome, la famille des protéines SPANX, de®keéyatines, et certains éléments de
I'enveloppe nucléaire, tels que la lamina nuclédigA5 [pour laminin subunit alpha B
BANF1 [pour barrier-to-autointegration factor [l BANF2 [pour barrier-to-autointegration
factor 4 et SYNEL [pourspectrin repeat containing nuclear envelope protéjp le
complexe des pores nucléaires ainsi que des comiessdu cycle de RAN (NUP37 [pour
nucleoporin 3T, RAN [pour ras-related nuclegret RCC1 [pourregulator of chromosome
condensation ). La nouvelle famille de protéines identifiéesrane SPANX est notamment
retrouvée dans la téte du spermatozoide, ce quiobgtrent avec leur identification actuelle
dans le noyau isolé du spermatozoide humain (Saemi., 2004; Westbroolet al., 2006;
Hanseret al.,2010). Il est d’ailleurs a noter que les génes ISRANt été considérés comme
possible candidats de l'infertilité masculine (Hamst al.,2010).

Une compilation systématique du protéome nuclé&gegmatique humain et de la chromatine
associée a permis de démontrer la présence de pas me 581 protéines différentes
(Castilloet al.,2014). Parmi les protéines nucléaires, 56 % aoiraiee activité épigénétique
potentielle et seraient impliguées dans au moirsdas fonctions suivantes: organisation des
chromosomes, assemblage du complexe protéine-ADMpaction de I'ADN, expression
génique, transcription, modification de la chrometiet modification des histones.

3.3.3 Les protéines mitochondriales

L'absence de transcription et de traduction pratidans les mitochondries comme pour une
cellule somatique reste encore un mystere (Bakédl2 Cependant, ['utilisation de
chloramphénicol, un inhibiteur spécifique de ladtretion mitochondriale, tel que décrit par
Gur a permis d’inhiber la production de 22 protéirspermatiques dont notamment le

récepteur IZUMO impliqué dans la fusion du spermaide-ovocyte (Gur, 2006). Ces
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protéines sont essentiellement impliquées danagaditation des spermatozoides. De plus, il
a été statué qu'un spermatozoide mature est cag@ttaduire 'ARNmM nucléaire grace aux
ribosomes mitochondriaux (Gur & Breitbart, 2008)sDétudes similaires de protéomique
différentielle effectuées par Zhao et collaborateomt révélé 44 protéines qui présentaient
une diminution de leur expression dans les spemnédes traités par D-chloramphénicol en
comparaison de spermatozoides capacités (2ham., 2009). Parmi ces 44 protéines, 26

étaient impliquées dans des processus essentigi$ipteraction spermatozoide-ovocyte.

Un rapport récent décrit une petite activité detlsyse protéique des mitochondries
spermatiques chez les mammiferes, qui comprendipalement : complexes |, II, 1lI, 1V et
V de la chaine de transport d'électrons ; les pramesurs d'électrons cytochrome c et
ubiquinone; acyl-CoA synthase; translocateur decléutides a adénine; carnitine
acyl-transférase; protéine de transport mitochahdite la carnitine/acylcarnitine; uniport
calcigue mitochondrial; pore de transition de pebiéé et les protéines découplantes
mitochondriales (Amaradt al.,2013). Certaines études préalables ont rappergréssion de

3 protéines mitochondriales dans le spermatozaideaim, la cytochrome ¢ oxydase (COX) |
et Vic, et la protéine POLG (polymérage(Amaralet al.,2007; Sousat al.,2011). En fait,
lanalyse protéomique comparative réalisée chez degients présentant une
asthénozoospermie a révélé une altération sighifecae I'expression de plusieurs protéines
mitochondriales spermatiques (Amaeakl.,2007; Zhacet al.,2007; Martinez-Herediat al.,
2008; Charet al.,2009; Siveet al.,2010; Partet al.,2012).

Ces changements dans le profil d'expression suggkxearticipation de diverses protéines
mitochondriales dans la régulation des fonctionssgarmatozoide telles que la mobilité
(Zhaoet al.,2007; Charet al.,2009) et la capacitation (Shivaii al.,2009).

3.3.4 Les protéines du flagelle

L'évaluation protéomique des zones subcellulairassdermatozoide humain a gagné en
importance ces derniéres années. L'équipe d’Amiacal@aborateurs a pu isoler et identifier
les peptides du flagelle par LC et MS, aprés oldentle fractions de flagelles par
l'intermédiaire d'une sonication suivie d’'une wuematrifugation en gradient de saccharose
(Amaral et al., 2013). Environ 1049 protéines ont été détectéent glus de la moitié

n'‘avaient pas été décrites au préalable dans lemapmzoide humain. Ces protéines du
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flagelle ont été subdivisées en 2 groupes pringig@lon leur fonction : les protéines liées au
métabolisme et a la production d'énergie (26 “gprotéines liées a la structure du flagelle
et a la mobilité (11 %). Dans une autre étude, ietd mis en avant la présence de
721 protéines présentes exclusivement dans lellfagarmi un total de 1429 protéines

identifiées, le reste étant 521 protéines excluserg retrouvées au niveau de la téte, et

159 protéines se trouvant dans les 2 fractionsedlulteires (Bakeet al.,2013).

3.3.5 Radle fonctionnel des différentes protéines spewuas

La majorité des études sur la protéomique du spermuile a isolé et identifié différentes

protéines. Cependant, la complexité d'organisatierces protéines ainsi que leur fonction
physiologique n’ont globalement pas été démélééwvaluation de la fonction physiologique,

lorsqu’elle a été recherchée, a généralement decteée soit en comparant le profil

d'expression difféerentiel de la protéine avec datepts infertiles, soit en utilisant la base de
GO (Mohantyet al.,2015).

3.4 Le protéome du spermatozoide chez I'animal

Des études protéomiques du spermatozoide ont égaieété réalisées sur des modéles
animaux de différentes especes. Ces études omti foes informations complémentaires sur
les mécanismes moléculaires et sur les cibles datedi qui régulent la fonctionnalité du
spermatozoide. La plupart de ces études ont utiis&ouris comme modele animal.
Cependant, d'autres especes ont également ésxesilitelles qu€. elegans drosophile,
abeille mellifere, ascidien, criquet, rat, sangltaureau et singe (Codieaal.,2015). L'étude

de la drosophile a été informative pour I'étudelalepermatogenése. La caractérisation du
protéome spermatique de la drosophile (Dausl., 2006; Wasbrougtet al., 2010) a fait
progresser notre compréhension de la génomiqueitéxelde la forme et de la fonction du
spermatozoide. De plus, la comparaison des pro®epwrmatiques de la drosophile et de la
souris a mis en évidence une conservation fonatitamentre les deux espéces (Wasbroeigh
al., 2010). La comparaison du protéome spermatique ataque Rhesus avec le protéome
humain présente également un intérét (Skeegetl., 2013; Zhouet al., 2015). Cette
comparaison a mis en avant que les difféerencesatdlité des spermatozoides entre les deux
especes (les macaques Rhesus produisent des spides a mobilité plus élevée) reposent
sur une sélection positive chez les Rhesus de dengsment associés aux mitochondries et a
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'axoneme (Zhouet al., 2015). La caractérisation du protéome spermatapialifférentes
espeéces animales et les comparaisons inter-espeoafribuent a une meilleure
compréhension de l'évolution de ce protéome, etsale adaptation aux contraintes de
sélection. Ces études fournissent également desniafions précieuses sur les protéines
cibles potentielles dans le cadre du traitementfertilité ou sur les candidats contraceptifs

potentiels.

4 LES BIOMARQUEURS PROTEIQUES DE LA MOBILITE
4.1 Les protéines spermatiques de la mobilité

4.1.1 Protéomique dans I'étude de la mobilité spermatique

La mobilité est considérée comme une fonction @déladbonne qualité du spermatozoide
puisque les spermatozoides ont la nécessité deépkacdr au travers de l'apparell
reproducteur féminin pour arriver sur le site defdaondation. Partant du constat que les
spermatozoides mobiles et immobiles coexistent iqu@astématiquement dans les
prélevements spermatiques, les professionnels ifertilité utilisent la mobilité comme
critéere essentiel de sélection des spermatozoinies|@s techniques d’assistance médicale a
la procréation (i.e. les spermatozoides avec unedlleome mobilité sont utilisés

préférentiellement).

Malgré I'importance de ce parametre, le monde sifigme manque encore d'information sur
la base moléculaire de la mobilité des spermatesoél nous ne disposons toujours pas de
modeéle complet de la myriade de mécanismes moléesilaontrblant cette mobilité. Il est
clair que la mobilité est assurée par le flageks dpermatozoides, en particulier grace au
coulissement actif des microtubules entrainés gmibtas de dynéine de I'axoneme, lors de
l'activation de la dynéine ATPase. La recherche pietéines impliquées dans le
fonctionnement ou la régulation des microtubulesir@it donc représenter un axe de
recherche intéressant. La protéine Tau en pasiculjui joue un réle crucial dans
'assemblage des dimere# de tubulines et la stabilisation des microtubuiesronaux, a
éte longuement étudiée dans les maladies neuroéiegies. Par ailleurs, il a longtemps été
Supposé qu’au moins 2 voies de signalisation sopliguées dans la régulation de la mobilité
des spermatozoides chez les mammiferes: la voi&BKE’c/PKA et la voie de signalisation

du calcium (Turner, 2006). De plus, les donnéegessle modeles de souris knockout ont
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décrit clairement que plusieurs protéines sont sexees au bon fonctionnement du flagelle
spermatique (Escalier, 2006; Inaba, 2011). Plusméeent, de nouvelles stratégies ont été
appliguées pour étudier la mobilité des spermatte=oi Celles-ci incluent, par exemple,
l'utilisation de patch-clamp et la modélisation héghatique pour déchiffrer la signalisation
du calcium flagellaire (Kirichok & Lishko, 2011; €dnet al.,2011), I'utilisation de I'imagerie
et de la simulation de la mécanique des fluidesphrmatozoide en mouvement pour révéler
l'influence réelle de la viscosité des milieux smmobilité des spermatozoides (Kirkman-
Brown & Smith, 2011) et l'utilisation d'outils deétéction d'interactions protéine-protéine
pour étudier le rble des protéines spécifiquesadmabilité des spermatozoides (Fardiéia
al., 2011).

En permettant la détection simultanée de millieespdotéines dans le méme temps, les
technologies protéomiques constituent des oufiisagies pour aider a révéler les mécanismes
moléculaires de régulation, et la mobilité des s@@ozoides n’est pas une exception (Oliva
et al.,2008, 2009). En fait, divers groupes ont utilie§ dpproches par MS pour comparer le
protéome spermatique d'individus asthénozoospemmiguavec celui de témoins
normozoospermiques (Zha al., 2007; Martinez-Herediat al., 2008; Charet al., 2009;
Siva etet al.,2010; Parteet al.,2012). En colligeant les résultats obtenus damséirences
mentionnées ci-dessus, Amaral et collaborateursrégmment décrit que 109 protéines
spécifiques ont jusqu'a présent été détectées aidkemux modifiés dans les échantillons de
spermatozoides présentant une mobilité diminuéea¢ahet al., 2014a). Il convient de
mentionner que la plupart des protéines différdateappartiennent au cytosquelette ou ont
des fonctions métaboliques. Cependant, il convamtsouligner que ces études ont été
réalisées en utilisant des techniques protéomicglavement peu sensibles par rapport aux
approches plus récentes. De plus, dans certainessdétudes, les critéres d'identification des
protéines n'ont pas été indiqués et la possibdiigentifications de faux positifs ne peut étre

donc exclue.

Des techniques protéomiques a débit plus éleve, ave plus grande puissance de détection,
sont actuellement disponibles. En effet, l'utiisatde la chromatographie en phase liquide
couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) ienétudes de protéomique descriptive
a révélé que le protéome du spermatozoide humaidvede beaucoup plus complexe que
préalablement imaginé (Oliva & Dixon, 1991; Visdoet al., 2002; Balhorn, 2007; Baker,
2011; de Matecet al., 2011; Jodaet al., 2011; Oliva & Castillo, 2011b; de Mates al.,

2011). Le domaine de la protéomique quantitative égmlement en progres constant, et
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l'utilisation de stratégies de marquage isobarigoesime legandem mass tag MT) ont éte
appliguées pour étudier les altérations du protédares des cellules somatiques distinctes
(de Matecet al.,2007; Wanget al.,2013a; Azpiazet al.,2014; Castilleet al.,2014).

4.1.2 Protéines du spermatozoide impliquées dans I'tiotieet la régulation de la mobilité

Théoriquement, le probléeme de l'identification gestéines spermatiques impliquées dans la
mobilité pourrait étre résolu assez simplementrdgribant la mobilité, mais cette approche

n'est pas toujours exempte d'ambiguités. L'intohitie la mobilité des spermatozoides n’est
pas nécessairement due a l'effet d’'une seule peotéi peut impliquer une cascade de

protéines.

Dans une étude pilote visant a caractériser le®imes associees a l'infertilité masculine liée
a la mobilité des spermatozoides, 10 protéinesireges a des niveaux différents ont été
identifiées, a savoir : inhibiteur de dissociatida la p-guanosine diphosphate pGDI 1),
protéine de fibre dense externe (ODF), isocitratéshgidrogénase sous-unités,
phosphoglycérate mutase 2, triosephosphate isoeéraglutamate oxaloacétate
transaminase 1, I'anhydrase carbonique II, prérsggeline | (SEMGIpre), GLUL (pour
glutamate-ammonia liga¥eet sous-unité régulatrice 7 de la protéase Z&&det al.,2007).
Les protéinepGDI 1 et ODF sont associées a la structure du sgemuide. L'absence de
protéines ODF résulterait en la formation de flegehon fonctionnels (Chemesal., 1987).

La sur-expression de I'ODF dans cette étude peut dtre considérée comme un marqueur
biologique de [l'infertilité masculine. Chez lesipats présentant une globozoospermie, un
faible niveau d'expression de I'ODF2 des spermattemo & téte ronde causerait une
fragmentation du flagelle conduisant a une mobikiguite (Liaoet al., 2009). Les protéines
ODF pourraient donc étre nécessaires au maintisnpdapriétés élastiques du flagelle et
pourraient fournir une résistance aux tensionsstayge nécessaire pour protéger le flagelle
contre les forces de cisaillement rencontrées tustransport épididymaire et surtout
€jaculatoire (Baltzt al., 1990; Peterseat al.,1999). Une augmentation de la séménogéline
et de ses formes précurseurs SEMGIpre et SEMGIliprété détectée chez les patients
infertiles normozoospermiques (&t al., 2012). La séménogéline a la capacité d’inhiber les
fonctions majeures du spermatozoide telles quedhkilité (Robert & Gagnon, 1996) et la
capacitation (de Lamirands al.,2001). De méme, une diminution de certains compesie
'axoneme, tels que les protéines tektin et la dymés’est révélée étre la cause d'immobilité

spermatique (Muratost al.,2009).
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Deux autres protéines, liées a la structure deaiaegfibreuse du spermatozoide humain et
spécifiques du testicule, ont été identifices : KXP3 et la calcium-binding tyrosine
phosphorylation regulated (CABYR) (Naaby-Hanser,20Les protéines de la famille des
AKAPs et des CABYR sont associées a plusieurs cexesl multiprotéiques tels que la sous-
unité régulatrice de type 2 (RIl) de la protéinedde A, qui a son tour régule l'alimentation en
énergie nécessaire pour le mouvement du flagelfe.effet, dans les études de Xu et
collaborateurs (Xwet al., 2012) la protéine AKAP4, protéine prédominante sdém gaine
fibreuse du flagelle spermatique, a montré jouerdla-clé dans la régulation de mobilité

(Miki et al.,2002) et est diminuée chez les patients infertiles

4.2 Les protéines AKAPs

Les protéines AKAPs forment un groupe de protéiesstructures diverses ayant comme
fonction commune de se lier a la sous-unité réegatate la PKA et de confiner I'holoenzyme
a des emplacements distincts dans la cellule. Geaceette distribution subcellulaire

spécifiqgue et compartimentées de la PKA et d'auwtregymes, la famille des AKAPs est
responsable de l'organisation de signaux en cascadeassurant la coordination des

événements sensibles a 'AMPc et leur intégrati@t a'autres signaux intracellulaires.

4.2.1 Structure et fonction des protéines AKAPs

4.2.1.1 Domaine de fixation a la PKA

Toutes les protéines de la famille des AKAPs priesgrune hélice amphipathique d'environ
14 & 18 résidus qui leur permet de se lier a laesgrp de dimérisation N-terminale des sous-
unités régulatrices de la PKA (Caet al.,, 1991). La protéine PKA étant une enzyme
tétramerique omniprésente composee de 2 sous-gatid@ytiques C, maintenues dans un état
inactif en se liant aux 2 sous-unités régulatribesgype | (R1) ou de type Il (RII) (figure 16).
Bien que la majorité des AKAPs se lie spécifiquetremRIl (Carnegie & Scott, 2003), des
AKAPs de fixation spécifique a RI ont également iéiéntifiées (Angelo & Rubin, 1998).
Trés peu d’AKAPs, comme par exemple les proteinE®\R3 et AKAP4, présentent une
double affinité de liaison pour les 2 sous-unitéguiatrices de la PKA. La signalisation
initiée par les complexes AKAP-PKA de type Il ettgipe | a été mise en évidence grace a la
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conception bianformatique d peptices antagonistes spécifiques des séquences d'arle

la sous-unité RII- (Altet al.,2003) et de la sous-unité RI- (BurHsimuroet al.,2003).

4.2.1.2 Compartimentalisation et séquence de localis:

La structure unique du spermatozoide résulte deorapartimentalisation dedifférentes
fonctions de la cellulereconnaissance de I'ovocyte par la surface détéa empaquetage
la chromatine dans la téte, production d'énergres dia piece intermédiaire, mobilité géné
par I'ensemble du flagelle. De nombreuses foncttompartimentées du spermatozoide ¢
régulées par 'AMPc et, a ce jour, plusieurs AKABT® été localisées dans différe
compartiments subcellulaires tels que lembrane plasmique, leoi, le centrosome, |
noyau, les mitochondries et le cyto(Luconiet al.,2011) Les AKAPs organisent dans ¢
compartiments des complexes moléculaires ciblétanteen relation la production d'AMF

les kinases, leghosphatases et les subst

Sites de liaison
pour d’autres
protéines de
signalisation

Séquence de
localisation

Figure 16 : Structure d’'une protéine AKAP en lien avec la PKA Les AKAPs présentent
une structursimilaire, caractérise par une hélice amphipathique dans le domaine et a
la PKA, une séquence cible spécifique, et un certain neré sitede liaisonpour d'autres
protéines de signalisation.

D’aprés Luconkt al.,2011.

AKAP : Akinase anchor prote; C: sous-unité catalytique,.I cAMP : cyclic adenosine phosphate;

0000 hélice amphipathique de I'AKAP; @ PKA: protein kinase A;R: sous-unité régulatrice;
> sites de liaisorpour d’autresprotéine: de signalisation.
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4.2.1.3 Complexe moléculaire AKAP-PKA-AMPCc

Le phénomene de compartimentalisation des compmoghntsysteme AKAP-PKA-AMPc

(comme l'adénylyl cyclase, les phosphodiestérasés BKA) est rendu possible notamment
par I'existence d'une boucle de rétroaction enmgp@ un stimulus ciblé. En effet, I'activité
de stimulation de l'adénylyl cyclase dans les caxet AKAPs entraine une production
rapide et localisée de I'AMPc, activant la PKA sasffet sur les PKA des autres
compartiments, qui a son tour phosphoryle ses mibstinitiateurs d’'une cascade de
signalisation ciblée (Dessauer, 2009). Parmi céstgats, la PKA stimulée active d’'une part
les phosphodiestérases et phosphatases ancré&KApRret inactive d’autre part 'adénylyl

cyclase ancrée par AKAP en inhibant la phosphapnaiDessauer, 2009).

Les complexes de signalisation contenant la PKAt sstonc établis dans différents
microenvironnements de la cellule de sorte quepleséines puissent étre phosphorylées
d'une maniere cloisonnée. Les AKAPs compartimerigeptosphorylation des protéines en
ancrant les sous-unités régulatrices de la PKAfardntes structures cellulaires (Colledge &
Scott, 1999; Moss & Gerton, 2001). Les AKAPs paositient ainsi la PKA a proximité
immédiate de ses molécules effectrices et de dasscice qui facilite la propagation
localisée des signaux de seconds messagers. Capepdar placer la PKA dans diverses
localisations cellulaires les AKAPs doivent elleémes étre ciblées correctement. Des
séquences de localisation caractéristiques ontid&étifiées chez certaines AKAPs qui
déterminent la localisation d’'une AKAP a un orgdmedubcellulaire ou a une structure

spécifique (Liet al.,1996).

4.2.2 Les AKAPs dans les cellulles germinales et le spévaoide

Les AKAPs jouent un role important dans les 2 syste de reproduction, féminin et
masculin, en particulier au cours du processusadetpgenese. Certaines de ces AKAPs sont
communes aux cellules somatiques, mais d'autreis spartifiquement exprimées dans les
gametes males ou femelles et peuvent présentevaliegions d'épissage par rapport aux
AKAPs somatiques (Lucomt al.,2011).

L’expression de difféerentes isoformes AKAPs a éffediée dans les cellules germinales
males au cours de la spermatogenése, ainsi qudatasigermatozoides matures (Eedal.,
2003; Luconiet al.,2011). Dans le gaméte male, les AKAPs sont imgkgua la fois dans le
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bon déroulement de la spermatogenese et dansvéiion de fonctions du spermatozoide
mature telles que le développement et le mainteladnobilité spermatique. On peut citer
par exemple les AKAP3 et AKAP4 qui contribuent &mtent a la mobilité. Ces 2 protéines
sont transcrites et synthétisées pendant la spegera@se au moment de la maturation post-
meiotique des spermatides en spermatozoides. delfdsexprimées uniquement aux stades de
spermatide et de spermatozoide, et localisées \mawide la gaine fibreuse de la piéce

principale du flagelle.

Les spermatozoides matures sont des cellules exttnént spécialisées, incapables d'effectuer
la transcription du gene et la synthese des pmgeiDans ce contexte particulier, la réponse
cellulaire a des stimuli ne peut pas étre assuagédapsynthese de nouvelles protéines. Elle
repose entierement sur des cascades rapides daisagon intracellulaire, basée sur des
modifications post-traductionnelles des secondssagss, tels que la phosphorylation
/déphosphorylation de protéines. La compartimesdtibn de la signalisation par des
protéines telles que les AKAPs devient un mécanipimet pour différencier les cascades
initiées par différents stimuli, mais qui sont pagpes par les mémes seconds messagers

présents dans la cellule.

4.2.2.1 La protéine AKAP4

Plusieurs AKAPs ont été identifiées dans les cefligerminales et le spermatozoide (Nipper
et al., 2006). Parmi elles, la protéine AKAP4 (préecédemmeammeée AKAP82) a été la
premiere AKAP a étre décrite comme associée aelftades spermatozoides (Carretal.,
1994). C’est une protéine hautement conservéeiden82 kDa qui a été caractérisée chez la
souris (Carrereet al., 1994; Fulcheret al., 1995), les bovins (Mosst al., 1999) et les
spermatozoides humains (Turnetr al., 1998). Elle est synthétisée sous la forme dun
précurseur d'environ 97 kDa (acides aminés 1-8bt4¥tade de spermatide ronde, la pro-
AKAP4, et transportée dans le flagelle en dévelope (Johnsoret al., 1997). La pro-
AKAP4 est ensuite transformée en protéine AKAP4 gléte mature (acides aminés 189-
854) dans les spermatides a noyau condensé (figQreLes protéines de la gaine fibreuse
synthétisées dans le corps de la spermatide pentréire véhiculées jusqu’a I'axonéme sous
la forme d'un complexe avec le précurseur incompépro-AKAP4. Une fois clivée en
forme active, TAKAP4 conduirait 'assemblage carele la gaine fibreuse (Johnsenal.,
1997). De plus, une petite quantité du pro-dom&auedes aminés 1-188) reste détectable,

mais son réle n'est pas connu (Nippral., 2006). Il a été suggéré que le réle du pro-
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domaine de la pro-AKAP4 est de garder la protéin&tat soluble durant son transport
depuis le corps de la cellule jusqu'au flagelle d&veloppement, ou il est assemblé en
complexe insoluble (Johnsetal.,1997).

Site de liaison a PKA

Pro-AKAP4 188 [ ] 854
(97 kDa) Nter Cter
AKAP4 [ ] 854/
(82kDa) Nter Cter

Figure 17 : Protéine AKAP4 et son précurseur

Dans le spermatozoide mature de souris, la profi®P4 est un composant majeur de la
gaine fibreuse, localisée sur toute la longueuiadsece principale du flagelle, y compris les
colonnes longitudinales et stries fibreuses cirémaritielles (figure 18). La pro-AKAP4 quant

a elle est détectée dans les spermatides a noyalerse et dans le flagelle en élongation,
mais pas dans le spermatozoide mature murin (Jolesd., 1997). Par ailleurs, une protéine

de 109 kDa a également été mise en évidence dametmatozoide mature. Il s’agit en fait

d’'une forme phosphorylée de la pro-AKAP4 qui pdesidans le spermatozoide mature,
localisée uniquement au niveau proximal de la pigrecipale. Chez 'homme, Carrera et

collaborateurs ont démontré que 2 protéines respeoent de 97 et 82 kDa étaient les
homologues des pro-AKAP4 (97 kDa) et AKAP4 (82 kiBa)souris (Carrerat al., 1996).
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Figure 18 : Immuno-localisation en microscopie électronique dda protéine AKAPA4.
Présence de la protéine dans une section trankvéfgaet une section longitudinale (B) de
spermatozoides matures de souris. L'immuno-réaetoe 'AKAP4 a été détectée sur toute
la gaine fibreuse (FS potibrous sheat)) y compris dans les colonnes longitudinales (LC
pourlongitudinal columnget les stries fibreuses circonférentielles (TRmcansverse ribs
Aucun immuno-marquage n'a été détecté dans lessfiextérieures denses (ODF pouter
dense fibrersou I'axonéme (AX pouaxonemg Les sections de contréle préparées avec du
sérum de lapin (C) ne présentaient aucun marquagespécifique. Echelle = 0,2 mm.
D’aprés Johnsoat al.1997.

Une corrélation entre le degré de transformation laepro-AKAP4 en AKAP4 et
'augmentation de la mobilité a été avancée (Tuetel.,1999). En effet, les spermatozoides
humains présentent un ratio AKAP4/pro-AKAP4 moirlsvé que d'autres especes qui
montrent également une meilleure mobilité sperratiq outefois, cette relation n'a jamais
été validée, puisqu’aucune différence n'a été tiaeentre les quantités relatives de pro-
AKAP4 et AKAP4 dans des échantillons de spermattetapacités humains (Turreral.,
1999). De plus, une diminution de la mobilité olkéer aprés cryoconservation et
décongélation de spermatozoides équins n'est Eaxiés a une diminution de liaison de
'AKAP4 et de la PKA dans le flagelle (Turnet al., 1999, 2005).

Au cours de la capacitation spermatique, I'AKAP4 lat pro-AKAP4 sont activement
phosphorylées au niveau des tyrosines, bien queffatne semble pas étre associé a une
augmentation de la mobilité (Turnetral.,1999). En effet, comme la capacitation est aseocié
a une hypermobilité, il a été supposé que cettesgitmrylation entraine un changement de
mobilité. Cependant, aucune preuve n’a pu étre mrisavant concernant I'association entre
la phosphorylation des tyrosines des AKAP4 ou pkAR4 et des différences significatives
de mobilité chez hommes normozoospermiques. La phlwoglation des tyrosines des
AKAP4-pro-AKAP4 étant une modification qui intermieau cours de la capacitation, c’est-a-
dire largement aprés I'assemblage de la gaineudmeil a été avancé que le role de cette
phosphorylation pourrait plutdét étre d’influencer degré de fixation de ces 2 protéines a
d’autres enzymes de signalisation (Tureteal.,1999).
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Le gene codant pour 'AKAP4 se situe a I'extrénpitéximale du chromosome X (Xpl1.2)
chez la souris (Carreet al.,1994) et dans la région synténique chez I'hommen@ret al.,
1998). Par conséquent, les défauts éventuels duggit hérités de la mere.

4.2.2.2 Modéles animaux pour la protéine AKAP4

La perturbation ciblée du gemdap4par la méthode CRE/loxP donne lieu a des défauts d
flagelle des spermatozoides et de la mobilité (Mioe¢ al.,2007). Les souriknock-outKO)
pour la protéine AKAP4 produisent un nombre nordwlspermatozoides, mais ces derniers
ne parviennent pas a développer de mobilité preyeslls présentent un flagelle raccourci
et une quantité réduite, voire une absence, d€ipes dont les fonctions sont normalement
associees et coordonnées par 'AKAP4 comme la RHaa 'AKAP3 et la GAPDH. Ainsi,
l'absence de 'AKAP4 donne lieu a une structureiret fonction flagellaire modifiées. Les
défauts structurels sont tres spécifiques. Les osans du cytosquelette, comme I'axoneme
et les fibres denses externes, sont correctememgfoétant donné que leur assemblage lors
du développement du flagelle est indépendant dgalae fibreuse. A linverse, la gaine
fibreuse, dont 'AKAP4 est le composant principast incomplete, entrainant la formation
d’'une piece principale plus fine et d'un flagellaspcourt avec une structure amorphe. Cette
structure modifiée n’est plus en mesure de recruterectement ni d’orchestrer la

signalisation sous-jacente a la mobilité du speoawite.

4.2.2.3 AKAP4 et mobilité spermatique

Outre son réle dans la conduite de I'assembladtadelle au cours de la spermatogenese, la
protéine AKAP4 est indispensable au développeméra éentretien de la mobilité des
spermatozoides. La coordination des aptitudes AlKAP4 avec 'AKAP3 est essentielle
pour recruter et organiser différentes enzymesnenplate-forme de signalisation de la gaine
fibreuse. Plusieurs kinases, des phosphatases ghdsphodiestérases ainsi que les protéines
du cytosquelette contribuent a la transductionexber d'une cascade de signalisation de la
mobilité et ont été décrites pour interagir de raemicoordonnée et étre activees par la plate-
forme AKAP3-AKAP4. En particulier, au cours de lapacitation, I'activité de 'AKAP3 et
AKAP4 peut étre régulée par la phosphorylation idles aminés spécifiques. Quelques-uns
de ces sites de phosphorylation ont été cartogeapdti correspondent essentiellement a des
résidus tyrosine et seérine (Ficared al., 2003; Plattet al., 2009). Un des sites de

phosphorylation correspond notamment au site thade la PKA.
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4.2.2.4 Défection génétique de 'AKAP4 et asthénozoospermie

L’AKAP4 étant impliquée dans la mobilité des spetozaides, des anomalies du gene de
codage ou des modifications post-traductionnelles affectent les fonctions de la pro-
AKAP4 et de 'AKAP4 (telles que le clivage protétityue, la phosphorylation induite par la
capacitation) pourraient étre présentes chez lgsnps présentant des déficiences de mobilité
spermatique d'origine génétiqgue. Ces anomaliestigéle8 du spermatozoide affectent les
structures flagellaires et résultent en une astt@wapermie. Ces anomalies comprennent :
1-le flagelle court (« moignon »), caractériseé lpaiongueur réduite du flagelle et des défauts
dans les structures flagellaires ; 2- le syndroreg dls immobiles ou dyskinésie ciliaire,
caractérisé par l'absence des bras de dynéinka ;d¥splasie de la gaine fibreuse, y compris
toutes les anomalies de cette structure résultémfamation d’un flagelle anormal et d’une
gaine fibreuse sévérement malformée ; 4- le flagiditaché, caractérisé par des flagelles sans
téte ; 5- 'axoneme de type 9+0 ou l'absence d’arm en l'absence du couple central de

microtubules ou de la totalité de 'axoneme (Lucetral.,2011).

Ces anomalies génétiques sont probablement secesidaides défauts non identifies a ce
jour, puisqu’aucune modification quantitative oualijative de 'AKAP4 ou de la pro-
AKAP4 n'a été mise en évidence dans les patholodeglysplasie de la gaine fibreuse
(Turneret al., 2001) et du flagelle court (Baccetti, 2005). Efeefdans I'étude de Turner et
collaborateurs, 'AKAP4 était localisée correctemelans la gaine fibreuse du flagelle
amorphe et conservait la capacité d'interagir dageKA (Turneret al., 2001). A noter que
dans un cas de « moignon » flagellaire, aucune&p@tAKAP4 n'a été détectée (Baccetti
al., 2004). Le rble de I'AKAP4 dans la dysplasie deggéane fibreuse reste donc peu clair et
I’hypothese d’une origine multi génique a été suggéar la présence de délétions partielles
dans les géneakap3et akap4et par 'absence de protéine AKAP4 dans la gaiibetdise
dans une étude de cas (Baccetti, 2005; Baatedti, 2005; Pereirat al.,2015).

4.3 La protéine Tau (tubule-associated unit)

4.3.1 Constitution et localisations

La protéine Tau a été l'une des premiéres protéidestifiées comme constituant de
polymérisation et de stabilisation des microtubeeslle appartient a la famille des protéines

associées aux microtubules (MAPs) caractérisee/\feingarten et collaborateurs en 1975
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(Weingartenet al., 1975). Elle a été découverte dans le cerveau pqvamDrubin et
Kirschner alors a la recherche de promoteurs desd@mblage de la tubuline dans les
microtubules. Tau est une protéine cytosoliqgue dergene est localisé sur le bras long du
chromosome 17, au niveau 17921 (Goeeeral., 1988) et possede 16 exons. Une grande
majorité des études de recherche traitant de Igipeo Tau a été réalisée sur le cerveau.
Cependant, quelques études ont également étéégsalihiez 'homme et chez I'animal sur
d’autres tissus. La protéine Tau est détectée aosrveau, le coeur, le muscle, le poumon,
le rein, le pancréas et le foie (Kenmral., 1994; Guet al., 1996; Vanieret al., 1998). Son
expression dans lI'appareil reproducteur méle eskeétent rapportée (Ashmam al., 1992;
Guet al.,1996; Inoueet al.,2014; Sigalat al.,2014). Dans le testicule de souris, la protéine
Tau est exprimée dans I'épithélium séminifere depelistade spermatogonie jusqu’au stade
spermatide (Inouest al., 2014). Dans le testicule du bovin, elle a été liséa au stade
spermatide (Ashmaet al., 1992). Chez 'homme son expression a été rappatsds le
testicule et le spermatozoide éjaculé (Sigalal.,2014). Dans le testicule humain, la protéine
Tau est exprimée dans le cytoplasme du spermatetyte la spermatide en élongation. Dans

le spermatozoide éjaculé, elle est exprimée dapieta intermédiaire du flagelle.

4.3.2 Roles de la protéine Tau

Dans le neurone, la fonction principale de la prn&élau est d’assurer I'assemblage des
dimeresa/p de tubulines (Cérdenast al., 2012) et la stabilisation des microtubules en
empéchant leur dépolymérisation (Braetltal., 2005; Dolan & Johnson, 2010) (figure 19).
Une balance entre liaison et détachement de Taurmacrotubules est nécessaire pour un
fonctionnement normal du neurone (Tassan & Le G&fip4). Plus généralement, la
dynamique des microtubules est nécessaire pod@olganisation rapide du cytosquelette, la
plasticité synaptique, la mitose, la mobilité cidite, la fonction ciliaire (Erickson &
O’Brien, 1992; Etienne-Manneville, 2010).
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Figure 19 : Agrégation de la protéine Tau et dégénérescence menale. (A) Dans le
neurone sain, la protéine Tau stabilise les mibndies favorisant la croissance axonale et le
transport des vésicules synaptiques. (B) En cadétillance de la protéine Tau (formation
d’agrégats), cela entraine une dépolymérisationmdemtubules.

D’aprés Limet al.,2014.

Tau : tubule-associated unit.

4.3.3 ROole(s) putatif(s) de la protéine Tau au niveatideire
4.3.3.1 Polymérisation des microtubules et phosphorylation

L’activité biologique de la protéine Tau dépendpantie de son état de phosphorylation, qui
peut influencer son affinité pour les microtubulemo et al., 1998; Sontag, 1999; Cardenas
et al.,2012). La phosphorylation représente la modifazapost-traductionnelle principale de
la protéine Tau. Elle a pour conséquence un détaehie et une déstabilisation des
microtubules (Clevelanét al., 1977a, 1977b; Lindwall & Cole, 1984; Drubat al., 1986;
Biernatet al., 1993; Brambletet al., 1993). L’équilibre phosphorylation-déphosphoryati

de la protéine est assuré par la balance destéstide nombreuses kinases et phosphatases
(Billingsley & Kincaid, 1997; Liaoet al., 1998; Sontag, 1999). Pas moins de 85 sites de
phosphorylation ont déja été identifiés sur la @ret Tau (Buéet al.,2000; Sergearsdt al.,
2008). Une phosphorylation anormale ou une hypeypiharylation entrainent une
dissociation des microtubules (Billingsley & Kindail997) et s’associent a la formation
d’agrégats filamentaires de Tau appelés pairesdidhles de filaments (PHF). Les PHF sont
connus pour étre responsables de la dégénéresarreneurones et de deésordres
neurologiques (Goedest al., 1988). Le concept de protéines Tau pathologigetdie a
I'hyperphosphorylation anormale conduisant a I'awaolation des PHF (Sergeaet al.,
1995).
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Dans le testicule de souris, les sites de phosgdtany physiologiques de la protéine Tau ont
récemment été mis en évidence dans le cytoplasmspgematocytes (Inow al.,2014). Au
cours de la méiose, la phosphorylation de Tau aénait avec une diminution de
'acétylation de la tubuline (Inouet al., 2014). L’acétylation est une modification de la
tubuline, synonyme de polymérisation. Dans le ¢ei la phosphorylation de Tau pourrait
donc étre impliquée dans la stabilité du fuseawotigiie au cours de la division méiotique des
cellules germinales. La ségrégation chromosomiquecairs de la méiose est contrdlée par
l'allongement et la rétraction de fuseaux microtaioes, nécessaires a l'attachement des
kinétochores des chromosomes durant la métaphasie{a¥ & Heald, 2008; Kitajimat al.,
2011). Ces fuseaux, principalement composés deotalmules, sont contrbélés par des MAPs.
La phosphorylation de la protéine Tau pourrait étrgliquée dans les mouvements
d’extension et de rétraction des microtubules auscde la méiose (Inouwet al., 2014). Les
erreurs de seégrégation survenant pendant la meésaosg a l'origine d’aberrations
chromosomiques, ayant pour impact la transmissieentéelle a I'enfant d’anomalies
chromosomiques pouvant étre responsables de malfioms. De nouveaux travaux sont
nécessaires pour déterminer si des altérationsolpgijues de la phosphorylation de la

protéine Tau pourraient ou non contribuer aux esrele ségrégation des chromosomes.

4.3.3.2 Polarité cellulaire

L’acquisition de la polarité cellulaire est esselgi au fonctionnement d'une cellule,
notamment des cellules épithéliales (Miusch, 20843, neurones (Lalli, 2014} des cellules

spermatiques (Sperry, 2012).

La spermatogenese chez les mammiféres est casgetépiar d’'importants changements
cellulaires permettant la transformation d’uneudellronde non polarisée (spermatogonie) en
une cellule polarisée et mobile (spermatozoideqcduisition de la polarité cellulaire est

indispensable a la formation d’'un spermatozoiderfdant. Au stade spermatide, I'appareil
de Golgi se déplace d’'un c6té du noyau alors gsiedatrioles migrent en direction opposée.
La présence de I'acrosome au pble apical et delfiag I'extrémité opposée attestent de la

polarité du spermatozoide (Sperry, 2012).

Similairement, l'une des caractéristiques morphiojogs des neurones est leur structure
polarisée. Durant ce processus de polarisationtidia coordonnée d’'un certain nombre de

molécules, dont les MAPs, régule le réseau de muibudes du cytosquelette pour le maintien
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et le développement des compartiments axonal eatsol@ndritique (Kempét al., 1996;

Arimura & Kaibuchi, 2007). Au cours de l'allongematiun neurone, la protéine Tau s’isole
progressivement dans l'axone et la protéine MAP@renidans la partie dendritique en
formation. En régulant 'assemblage des microtufyuks protéines Tau et MAP2 exercent un

réle sur la polarité cellulaire du neurone (Dehmdelalpain, 2005).

L’expression de la protéine MAP2 a également étéermen évidence dans les cellules
somatiques et germinales du testicule de rat (laoeeét al., 1999). Il existe donc des
similitudes morphologiques et fonctionnelles engeneurone et les cellules germinales,
notamment sur la polarité. D’autres protéines jowanrdle dans la polarité cellulaire, comme
les MARKSs (pourmicrotubules affinity-regulating kinasgsviennent conforter I'analogie
entre le systéeme neuronal et le systéme testieuf@mssan & Le Goff, 2004). Les MARKs
ont été découvertes dans le cerveau pour leudedis la phosphorylation de Tau (Dreve¢s
al., 1997). Les MARKSs ont également été identifiéessdi@ntesticule, notamment dans les

cellules de Sertoli et les cellules germinalestadesspermatide (Tareg al.,2013).

Au total, il est possible d’émettre I'hypothéser’tdle de la protéine Tau sur la polarité des

cellules germinales a travers la régulation desatubules de I'épithélium séminifere.

5 PROTEOMIQUE DU SPERMATOZOIDE ET AMP

Le spermatozoide peut étre aisément analysé eéopnajue car c’est une cellule facilement
accessible et purifiable (Olivet al.,2009). Cependant, la quantité de protéines spermatiques
peut constituer un facteur limitant, en particulidans les anomalies du nombre
(oligozoospermies). C’est pourquoi, la plupart éésdes sont effectuées sur des éjaculats

poolés de spermatozoides.

Plusieurs études ont étudié le profil protéique dpsrmatozoides afin de détecter des
biomarqueurs potentiels pouvant aider a la détectle déficience physiologique des
spermatozoides, et de développer des outils denakg pour les couples infertiles. Ces
études se sont principalement concentrées surlugian des anomalies de la fertilité
masculine (Martinez-Herediat al., 2008), ainsi que sur les échecs de fécondation des
techniques d’AMP (Pixton, 2004) et sur les comsmas entre patients fertiles et infertiles
(Thackeret al.,2011).
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5.1 Les techniques de TAMP

L’AMP comprend diverses possibilités de traitemeetsde techniques, qui peuvent étre
différenciés par des contréles plus ou moins stdct processus de fécondation et par le degré
d'invasivité (Cisseet al.,2016). La qualité du sperme, et notamment la mélspermatique,

est un élément décisionnel clé du choix de la tecknutilisée.

5.1.1 L’insémination intra-utérine

L’insémination intra-utérine (lIU) est une technggd’AMP qui permet de traiter I'infertilité,
qui est fréquemment utilisée pour les couples pitése une hypofertilité masculine (Goverde
et al., 2000; Cohlen, 2005). Dans les IlU, un faible votude spermatozoides préparés par
gradient de densité ou par migration ascendanten(sy), suivi d'un lavage capacitant, est
replacé dans la cavité utérine par voie trans-calwien période péri-ovulatoire. L'intérét de
cette procédure est de contourner I'obstacle goisentent le col et la glaire cervicale et de
positionner les spermatozoides au plus prés dechte libéré. De plus, le lavage du sperme
et la sélection de spermatozoides mobiles (via rigpgration du sperme) permettent
d’accroitre les chances de fécondation en perniettHiaugmenter la quantité de
spermatozoides mobiles présents dans l'utérus (Datral., 2002). L'llU peut étre réalisée
avec ou sans hyperstimulation ovarienne (OH mwarian hyperstimulation Cette derniére
permet d’augmenter éventuellement le nombre d'descydisponibles sur le site de
conception. Il a également été suggéré que I'Okhptrait de surmonter les troubles subtils
de l'ovulation qui ne peuvent pas étre détectésiparexamens de routine (Zikopouddsal.,
2005). L'OH est obtenue par lI'administration de io&ahents tels que les anti-estrogénes (par
exemple le citrate de clomiféne) ou les gonadotrogs) parfois combinés avec des analogues
de la GnRH (pougonadotropin releasing hormoheu, plus récemment, des antagonistes de
la GnRH (Cantineau & Cohlen, 2007).

Dans les cycles naturels, la montée de I'hormom&inisante pré-ovulatoire (LH, pour
luteinizing hormongest le meilleur indicateur de l'ovulation (Worttealth Organization,
2010). L'ovulation se produit 35 a 38 h apres Ibutléde la montée de LH dans le sang
(Testart & Frydman, 1982; Ho#t al.,1983). Dans les cycles stimulés, les chancesdadi
adéequat sont augmentées par I'administration dadgarophine chorionique humaine (hCG,
pour hormone chorioniqgue gonadotropeajui déclenche l'ovulation. Afin de déterminer a
quel moment réaliser l'injection d'hCG, le diamedte plus grand follicule (principalement
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16-18 mm) est déterminé par des mesures échogragshit| a été établi que le plus grand
follicule est le celui le plus susceptible de rompt que la rupture interviendra environ 38 h
apres l'injection de hCG (Andersen al., 1995; Martinezet al., 1991).. Par conséquent, le
moment le plus favorable au replacement des sperwigles dans la cavité utérine est

environ 35 a 45 h apres lI'administration de hCG.

5.1.2 La fécondatiorin vitro avec ou sans micromanipulation des spermatozoides

D'autres techniques, plus invasives et colteusegadement de l'infertilité existent pour les
couples présentant une hypofertilité masculine’dbit de la FIV conventionnelle et de la
FIV avec injection intracytoplasmique de spermatdes (ICSI, poumtracytoplasmic sperm
injection). Les 2 méthodes utilisent I'hyperstimulation dgane contr6lée (COH), qui
poursuit trois objectifs principaux: la suppressitml‘activité hypophysaire, la stimulation de
la croissance folliculaire multiple et I'inductiahe I'ovulation. La suppression de l'activité
hypophysaire, par un agoniste ou un antagoniste @aRH, empéche l'ovulation prématurée
et permet la collecte minutée d'ovocytes maturésrimone folliculo-stimulante (FSH, pour
follicle stimulating hormong parfois combinée avec la LH, est utilisée potimsler la
croissance de follicules multiples. L'ovulation @sluite par hCG ou par un agoniste de la
GnRH et est indiquée lorsque plusieurs follicules 6 mm ou plus sont présents a
I'échographie. Le moment optimal pour l'inductio@ kbvulation reste incertain, et d'autres
études sont nécessaires pour explorer le momgatdseadéquat qui permet de récupérer un
maximum d’ovocytes matures (Tarlateisal.,2006; Mochtaet al.,2011).

La récupération des ovocytes est effectuée endéoh aprés I'administration de hCG ou de
'agoniste de la GnRH. Au cours de la techniqueFdd, les ovocytes réecupérés et les
spermatozoides préparés sont mis en contact dansilchu de culture pour obtenir la
fécondation. Au cours de la technique d'ICSI, umlsspermatozoide sélectionné (de
morphologie typique de préférence) est injectéctiirment dans le cytoplasme d’un ovocyte
mature (figure 20). L'opération est répétée pouptalité des ovocytes matures récupéreés. Le
but de I'ICSI est de surmonter une défaillance rpque potentielle (anomalies de la
mobilité, de la morphologie et/ou du processusagacitation du spermatozoide injecté, mais
aussi des défaillances fonctionnelles et anatorsigles testicules, des épididymes et des
canaux déférents) et de faciliter I'activation tevdcyte afin d’initier la fécondation. Aprés
fécondation, les ovocytes fécondés par I'une outidéades 2 techniques sont mis en culture

dans un milieu de croissance pendant 2 a 6 jotrsprerélés au cours du développement

71



These d’Université Julien Sigala Introduction

embryonnaire précoce. Sur la base de critéres al@é&gimorphologiques et cinétiques, 1 ou 2
embryons sont transférés dans la cavité utérinkeseiembryons surnuméraires de bonne
qualité sont cryoconserveés. Une supplémentatiola gihase lutéale avec de la progestérone
ou de la hCG est nécessaire pour maintenir la &iron de I'endomeétre.

Figure 20 : Technique d’ICSI. Un ovocyte mature (M2) est maintenu en place pag u
pipette de contention (a gauche) pour l'injectionndspermatozoide a l'aide de la pipette
d’injection (a droite).

Avec l'autorisation de I'Institut de Biologie de Reproduction-Spermiologie-CECOS du
CHRU de Lille.

CECOS: Centre d’Etude et de Conservation des ceufs espdume ;CHRU : Centre Hospitalier Régional
Universitaire ;ICSI : intracytoplasmic sperm injectionM2 : métaphase 2.

5.2 Etudes protéomiques différentielles chez des hommatertiles et AMP
5.2.1 Protéines des spermatozoides de patients en AMP

Avant |'utilisation de la spectrométrie de masss,dtudes qui comparaient les changements
potentiels de quantité de protéines spermatiquae ees patients et des témoins ont été en
grande partie réalisées en utilisant (i) soit ueehmique de séparation électrophorétique
associée a une détection par coloration en webtetn(ii) soit une technique par détection
immunologique et quantification. Parmi les protéindu spermatozoide humain les plus
étudiées, on notera les protamines P1 et P2 (Ahewait al., 1987; Belokopytoveet al.,
1993; de Yebraet al., 1998; Menguakt al., 2003; Aoki, 2005; Torregrosa, 2006; Balhorn,
2007; Carrellet al., 2007; de Mate@t al., 2009). Le rapport normal entre la P1 et la P2 est
d'environ 1. Des variations de ce ratio, que cé sapérieures ou inférieures a 1, ont été
notées chez de nombreux patients infertiles. Ds, glusieurs équipes ont également étudié
le rapport des protamines chez des patients ilgferyant bénéficié de traitements de FIV ou
d’ICSI. Ces équipes ont montré I'existence d’'ungéation entre la présence d'une altération
dans la teneur en protamine et le score de péiétrdes spermatozoides, les taux de
fécondation et les taux de grossesse (Kledral., 1997; Carrell & Liu, 2001; Aoki, 2005;
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Aoki et al., 2006a; de Mateet al., 2009; Castilloet al., 2011; Simonet al., 2011). La
protéomique a également révélé que le contenu gaunen protamines differe entre les
patients fertiles et infertiles, suggérant quedpsrmatozoides de ces derniers doivent avoir
une diminution de I'intégrité de '’'ADN nucléaireyer un risque plus important de dommage
oxydatifs (de Yebrat al.,1993).

Dans l'une des premiéres études traitant de laépnoigue spermatique dans I'AMP, les
auteurs ont comparé le protéome des spermatozdidepatient en échec de FIV (indication
masculine) aux protéomes spermatiques provenanodeeurs fertiles. Ayant combiné les
techniques de 2DE avec digestion dans le gel dexifification des peptides par MS, cette
comparaison a abouti a I'identification de 4 pnogdi différentielles (Pixton, 2004). Dans une
étude similaire, en augmentant la sensibilité teghe par l'utilisation de la détection par
fluorescence des protéines (2D-DIGE), 3 patients ¢iit été comparés a 3 témoins. Douze
protéines différentielles ont été identifiees (Bayceet al., 2009). De facon intéressante,
2 de ces protéines différentielles identifiees smmnues pour avoir un réle dans l'interaction
gamétique (Frapsaucet al., 2014). Des échantillons de spermatozoides issugatients
normozoospermiques utilisés dans le cadre d'insgmois artificielles, avec des succés de
reproduction divergeant, ont également été sountistide (Xuet al., 2012). Les protéines
identifiées représentent une petite fraction dutfmme de sperme impliquant une
contribution limitée a comprendre le potentiel datpome en fonction des spermatozoides et

le succes de la FIV.

Plus récemment, 2 études ont utilisé les technigeekétiqguetage des peptides par Tandem
Mass Tag ™ (TMT, Life Technologies) et I'identiftaan des protéines par LC-MS/MS pour
comparer les protéomes spermatiques de patientsozopspermiques ayant recours a une
FIV a des contrdles. Le but de ces 2 études €idirdifier des biomarqueurs potentiels de
réeussite en FIV (Azpiazuet al.,, 2014). Dans la premiére étude, les protéines de
spermatozoides issues de 6 hommes constituamueer grossesse clinique en FIV » et de
6 hommes du groupe « pas de grossesse cliniqgudéVen ént été identifiees et quantifiées
(Zhu et al., 2013). Cette premiere étude a permis de d’obs&leprotéines sur-exprimées
(x1,2) chez les patients du groupe « grossessigudiren FIV ». La seconde étude a conduit a
la détection de 31 protéines présentes en faildatdé et de 35 en quantité plus élevée dans
le groupe « sans grossesse », en comparaison dpegrogrossesse » (Azpiaeual., 2014).

Les protéines différentielles mises en évidencet smpliquées dans l'assemblage de la

chromatine et le métabolisme des lipoprotéines.
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Tableau 2 : Les différentes études de protéomique comparativeffectuées sur des
spermatozoides issus de patients infertiles.

D’aprés Codinat al.,2015.

ADN : acide desoxyribonucléiqueFIV : fécondation in vitro; IAD : insémination avec donneur;
IIU: insemination intra-utérine; LC: liquid chromatography; MALDI : matrix assisted laser

desorption/ionizationMS : mass spectrometnIS/MS : tandem mass spectrometriROS : reactive oxygen
spercies;TOF : time-of-flight.ZP : zone pellucide.

Nombre
protéines Conclusions principales
identifiées

Nombre et type
d’échantillons /
patients

Auteurs Préparation Approache

du sperme  protéomique

(année)

Premiére comparaison de

Gradient LC-MS/MS et protéomes spermatiques de

Pixton et al. 1 patient FIV, qualités différentes.
A ; 2 couches MALDI-TOF 4 e .
(2004) 3 contrbles fertiles 90 % et 45 % MS Identlflcz,:ltlon_de 4 protéines
différentiellement
exprimées
Zhao et al. 8 asthénozoospermiques, Gradient MALDI-TOF 10 rotlefzjiigtsm(;:i?ftel’:?gn?ieeIllé)men A
(2007) 8 controles fertiles 1 couche 60 % MS P e
exprimées
MHa;g](;aig- 20 asthénozoospermiques, Gradient MALDI-TOF 17 rotgiiggfgi?fté?gn?ii Ille?men X
10 controles fertiles 1 couche 50 % MS P o
et al. (2008) exprimees

Chanetal. 20 asthénozoospermiques, Gradient MALDI-TOF Identification de 12

(2009) 20 controles fertiles 1 couche 50 % MS 12 proteines dlfferenpellement
phosphorylées
Frapsauce 3 patients EIV Gradient LC-MS/MS et Identification de 12
ot alp(2009) 3 copntréles fertilles 2 couches MALDI-TOF 12 protéines différentiellement
' 90 % et 45 % MS exprimées

Identification de 35
protéines différentiellement
Gradient MALDI- 35 exprimées dans les
lcouche 75%  TOF/TOF spermatozoides a tétes
rondes par rapport au
sperme normal

1 globozoospermique
(20 éjaculats),
12 donneurs fertiles

Liao et al.
(2009)
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Identification de 29
protéines différentiellement

(2]

(7]

(7]

Secciani . Ls(’\j/L\\//iar:gig ) MALDI-TOF sr()eé(r?rqlgggze(;'ggg?nli?és
120 normozoospermiques e MS 58 "
et al. (2009) conditions ot MS/MS et capacités, les
capacitantes spermatozoides capacités| et
les spermatozoides du
sperme entier
. 5 normozoospermiques . Ide_ntlflcatlon
Kriegel 5 diabéti ' Gradient i respectivement de 7 et 9
iabétiques type 1, MALDI - -
et al. (2009) 2 obéses non-diabétiques 2 couches TOE/TOE 16 protéines associees au
90 % et 50 % diabéte de type leta
I'obésité
Sivaet al. 17 asthénozoospermiques, ZG égg'cehnés MALDI- 75 Ideg:g'lsfmzr; gﬁ ;up;ﬁfﬁénse
(2010) 20 normozoospermiques 70 % et 30 % MS/MS différentes
Thacker 3 oligo- _ _ MALDI- Identification de 4 prot_éine
etal. (2011) asthénozoospermiques, Non précisé TOF/TOF 4 présentes en quantités
' 1 donneur fertile MS et LC-MS différentes
Identification de 12
(diabétiques type 1),
71 (diabétiques type 2) et
8 diabétiques type 1, MALDI- 13 (obéses non-diabétigye
Paasch 7 diabétiques type 2 Gradient TOF/TOF protéines pr_ésentes en
etal. (2011) 13 obeses non-diabétiques 2 couches MS et 42 guantités différentes.
' 21 normozoospermiques 90 % et 50 % LC-MS/ Les composants du
et en bonne santé MS complexe protéique de
I'Eppin sont augmentés
dans les spermatozoides des
3 groupes de patients
u : .
Xu et al. 10 normozoospermiques Swim-up MALDI-TOF 24 piifgitéfézagfénsgﬁtgg en
(2012) infertiles, MS o
. . quantités différentes
10 fertiles en bonne santé
Identification de 66
Parte et al 4 asthénozoospermiques _ pho_sphoprotéines
(2012) ' séveres, Lavage LC-MS 66 différentiellement régulées

4 normozoospermiques
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3 normozoospermiques

[72)

Identification de 7 protéine

O

%)

Redarove avec une capacité réduite  Gradient présentes en quantités
ot al %2012) ase lier ala ZP, 2 couches LC-MS/MS 7 différentes dans des
' 3 donneurs fertiles 90 % et 45 % spermatozoides incapables
normozoospermiques de se lierala ZP
Identification de 31 spots
Hamada 31 ROS+ i protéiques
et al. (2013) 21 ROS- Lavage LC-MS 37 présents en quantité
différentes (25 augmentés
et 6 diminués)
. MALDI- Identification de 15
Shenet al. 30 donneurs Gradient . .
. - TOF/TOF 15 protéines présentes en
0
(2013) 30 asthenozoospermiquesl couche 60 % MS quantités différentes
24 normozoospermiques, Identification de 4 groupes
Behrouzi 34 sperme anormaux de protéines corrélés ave
et al.(2013) et/ou avec un taux d’ADN Lavage LC-MS/MS 55 la fragmentation de I’ADN
fragmenté élevée et/ou la mobilité
Variations
— : interindividuelles
Kichine 3 pat[entg avec une La‘.’ag?’ LC-MS/MS 686 significatives entre les
et al.(2013) numération élevée sonication . ” A
profils protéiques de la tét
des spermatozoides
Identification de 15
Sharma 31 ROS+ ) protéines présentes en
et al.(2013) 21 ROS- Lavage LC-MS/MS 4 quantités différentes (10
augmentées et 5 diminuées)
Identification de 71 (taux
Normozoospermiques : Gradient faible d’ADN fragmenté) ef
Intasqui 18 avec un taux d’/ADN 23 (taux élevé d’ADN
e 2 couches LC-MS/MS 257 . L
et al. (2013) fragmenté faible fragmenté) protéines
. 90 % et 45 % . -
et 18 avec un taux élevé présentes en quantités
différentes
. Identification de 21
Normozoospermiques Gradient rotéines présentes en
Zhu et al. en FIV or IAD: proteines pres
(2013) 6 « GrOSSEsSes » 2 couches LC-MS/MS 2045 quantités différentes
90 % et 45 %

6 « pas de grossesse »
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Normozoospermiques

D

nt

t

Azpiazu en EIV - Gradient 1717 Identification de 64
ot alp(2014) 16 « rossésses . 2 couches LC-MS/MS 137 ’ protéines présentes en
' g 80 % et 40 % quantités différentes
15 « pas de grossesse » nouvelles
Congelés-décongelés vs , E Identification de 27
szlggle;)al. sperme frais de 1 Cg;iﬂg%to o MALHSTOF 27 protéines présentes en
9 normozoospermiques 0 quantités différentes
Identification de 35
Pilatz et al. 8 épididymaires, Swim-u MALDI-TOF 35 protéines présentes en
(2014) 10 fertiles en bonne santé P MS/MS qguantités différentes
FIV : . .
Frapsauce 3 normozoospermiques Gradient MALDI-TOF Idep.nflcatlo’n de 12
et al.(2014) infertiles 2 couches MS 12 proteines présentes en
' 3 controles fértiles 90 % et 45 % or LC-MS/MS quantités différentes
Identification de 49
12 normozoospermiques protéines présentes en
McRevnolds avec un bon (n=6) Gradient quantités différentes dans
et al ()/2014) ou un mauvais (n=6) 1 couche 60 % LC-MS/MS 49 les spermatozoides donng
' développement jusqu’au puis swim-up lieu & un mauvais
stade blastocyste développement
embryonnaire
Asthénozoospermie .
. Y s , Identification de 127
Liu et al. associée a I'obésité Gradient L .
(2014) et hommes en bonne 1 couche 45 % LC-MS/MS 1975 prote|qe§ pr_es,entes en
santé quantités différentes
Normozoospermiques vs  Gradient éAE?\:ZIté?]?:Spé%izgg:(ejzns
Amaral athénozoospermiques ; 2 couches LC-MS/MS 1157 et d les échantillons
et al. (2014) sperme migré vs 80 % et 40 % 887 . .
non-migré ou SWim-up asthénozoospermiques €

non-migrés

5.2.2 Protéines du spermatozoide, gradient de densit§@tonservation

D'autres travaux de protéomique différentielle potté sur l'analyse de spermatozoides

préparés par les techniques couramment utiliséeAMIA. Secciani et collaborateurs ont

comparé le protéome de spermatozoides éjaculédivdinos normozoospermiques avec celui

de spermatozoides capacités et de spermatozoipasitéa aprés swim-up (Secciatial.,
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2009). Récemment, toujours a partir d’échantilldinsdividus normozoospermiques, le profil
protéigue de spermatozoides congelés-décongelts @mparé a celui d’échantillons frais
(Wanget al., 2014). Il a été suggéré que le dysfonctionnemest spermatozoides apres
cryoconservation pourrait étre di a la dégradagbnla phosphorylation de protéines
impliquées dans des fonctions essentielles a antéation telles que la mobilité, la viabilité,
l'intégrité et la réaction de l'acrosome, la cafsimn, le potentiel de membrane et la
concentration de calcium intracellulaire. McReyrsokt collaborateurs sont allés plus loin
dans le processus des techniques d’AMP et onté&tedprotéome du spermatozoide et sa
relation avec le développement du blastocyste stidees de la reproduction (McReynodds
al., 2014).

5.2.3 Protéines du spermatozoide et asthénozoospermie

D'autres études ont été réalisées dans le butndfide des altérations du protéome
spermatique chez des patients présentant des desmadu Sspermogramme-
spermocytogramme. Cependant, la disponibilité d'goentité minimale de protéines
extraites est nécessaire pour permettre la réalisad’une analyse protéomique des
spermatozoides. L’altération spermatique qui a ké plus largement étudiée est
'asthénozoospermie. En effet, en plus de l'impur¢abiologique d'identifier les protéines
impliquées dans la mobilité, il est relativemergéad’extraire une quantité suffisante de
protéines spermatiques issues d'individus ne ptéseque cette altération. A l'inverse, dans
le cas d’échantillons oligozoospermiques, il esispiifficile d'obtenir des échantillons trés

purs et d'extraire suffisamment de protéines poeranalyse protéomique.

Une premiere étude visant a comparer le profil gootique de huit patients
asthénozoospermiques et de huit donneurs fertileaazoospermiques a utilisé la technique
de 2DE et MALDI-TOF {ime-of-fligh) (Zhao et al., 2007). Les auteurs ont identifié
10 protéines exprimées en quantités différentesedats 2 groupes de patients. Avec une
approche similaire, Martinez-Heredia et collabanegeont identifié 7 protéines sur-exprimeées
et 10 sous-exprimées chez un plus grand nombredidtus asthénozoospermiques
(Martinez-Herediat al.,2008). Une troisieme étude a caractérisé 7 presé&npplémentaires
présentant des différences entre les 2 groupea é6al.,2010). Pour compléter ces premiers
travaux, Amaral et collaborateurs ont récemmergcéfie 2 comparaisons indépendantes a
haut-débit du protéome spermatique selon diffésenteobilités : (i) échantillons

asthénozoospermiques versus normozoospermiqués @hantillons normozoospermiques
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ayant eu une migration de type swim-up versus saggation (Amaralet al., 2014b). Sans
surprise, des modifications protéomiques équivakeaffectant les protéines impliquées dans
la mobilité des spermatozoides et dans la régulal® celle-ci ont été détectées dans les
2 groupes. Similairement, I'analyse d’échantillospermatiques asthénozoospermiques
associés a l'obésité a rapporté des altérationgprBssion de protéines impliquées dans la
régulation du cytosquelette, la biogenése vésimjlde métabolisme et la dégradation des
protéines impliquées dans la spermiogenése, ebkilitd des spermatozoides (Zhabal.,
2007; Kriegelet al.,2009; Paascht al.,2011).

Fait intéressant, une autre étude comparative émtprotéome spermatique du phénotype
asthénozoospermie avec son transcriptome a réve&e legffet sur la mobilité des
spermatozoides n’est pas totalement en accord aivkesux moléculaires différents (Shen
al., 2013). Ce résultat met en évidence que des matidits post-traductionnelles, comme la
N-glycosylation, peuvent jouer un rble importannslda mobilité des spermatozoides. La
phosphorylation est également une modification -p@stuctionnelle importante capable de
réguler la mobilité des spermatozoides et qui d fabjet d'études protéomiques
différentielles. Au départ, I'étude du phosphoproté spermatique a été réalisée par une
approche 2DE et a abouti a l'identification de 10tgines hyposphosphorylées dans les
spermatozoides d’individus asthénozoospermiques @miers résultats ont permis
d’attester du réle crucial de cette modificationstpwaductionnelle dans la mobilité des
spermatozoides (Chaat al., 2009). Plus tard, l'utilisation de I'approche paromatographie
d'affinité sur ions meétalliques immobilisés (IMACoyr immobilized metal affinity
chromatographypour un enrichissement en phosphoprotéines ealelyse par LC-MS/MS

a eégalement révélé la présence d'une signatureégonajue altérée dans les
asthénozoospermies (Pagteal.,2012).

En faisant le bilan de toutes les études protéoesiqtifférentielles qui ont analysé les
échantillons de spermatozoides d'individus asthéosgermiques, nous pouvons noter
gu'une grande partie des protéines en lien avée akération sont reliées au cytosquelette ou
sont des enzymes ayant un role dans le métaboésitaeproduction d'énergie (Amaret al.,
2014a).

5.2.4 Protéines du spermatozoide et globozoospermie

D'autres études ont porté sur la recherche d'atigg protéomiques telles que la

globozoospermie et oligoasthénozoospermie. Le pnodédes spermatozoides a téte ronde
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met en évidence que 35 protéines étaient présentgaantités différentes, 9 sur-exprimées et
26 sous-exprimées, par rapport aux spermatozoidedividus fertiles (Liaoet al., 2009).
Ces protéines différentiellement exprimées seramptiquées dans des processus cellulaires
et dans des structures variées, notamment la spayemese, le squelette de la cellule, le
meétabolisme et la mobilité des spermatozoides.rEmdtats similaires ont été observés dans
les spermatozoides de patients oligoasthénozoogpers) présentant un protéome modifié
(Thackeret al.,2011). De plus, une étude de I'équipe d’Amaraadtaborateurs a détecté une
incidence significativement plus élevée d'hétéroniggdes répétitions du motif CAG, une
guantité plus importante d'ADN mitochondrial, et ourcentage plus faible de
spermatozoides exprimant la POLG et le TFAM (pmitochondrial transcription factor A

dans les spermatozoides du groupe oligoasthéncawoispies (Amaraét al.,2007).

5.2.5 Protéines du spermatozoide, espéeces réactivesxygéne et ADN

Les formes variées de la morphologie des spermitezoles rendent particulierement
sensibles au stress oxydatif (Codigtaal., 2015). Cette sensibilité s’explique en raison du
nombre élevé de mitochondries générant des ROS|apguantité limitée d’antioxydants
cytoplasmiques et par le contenu lipidigue de lambmane plasmique sensible a la
peroxydation lipidique. Les ROS induisent des dogpsade I'ADN et des protéines. La
peroxydation lipidique et I'apoptose sont une dasses majeures de déficience des fonctions
spermatiques (Aitkest al.,2014). Par conséquent, établir la facon dont I0$ Rffectent le
protéome des spermatozoides présente un intété{Hamadaet al., 2013; Sharmaet al.,
2013). Par exemple, dans I'étude de Sharma etbawl#eurs, 10 protéines ont été notées
comme étant sur-exprimees et 5 sous-expriméesddsepatients avec un taux élevé de ROS,

suggérant ainsi que ces protéines jouent un rgdeitant dans la gestion du stress oxydatif.

Similairement, les dommages causés a I'ADN spegmationt un effet délétére sur le
fonctionnement normal du spermatozoide et la dfieation de ces atteintes est utilisée
comme un marqueur important de la qualité spermatifar conséquent, certaines études se
sont intéressées a I'analyse de I'impact des domsndg 'ADN spermatique sur le protéome
du spermatozoide (Behrouei al., 2013; Intasquiet al., 2013). Une enquéte préliminaire a
conduit a lidentification des 4 groupes principad& protéines ayant une corrélation
significative avec la fragmentation anormale deDM et/ou la mobilité. Le premier groupe
comprenait des protéines nucléaires telles quesdésrmes du géenspanxet plusieurs types

d’histones (Behrouzét al., 2013). Le deuxiéme groupe contenait des protéieefonctions
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mitochondriales et des protéines de stress oxydatibmpris la ferritine mitochondriale, la
SSBP (pour single-stranded DNA-binding protgin et plusieurs isoformes de
peroxyrédoxines. Les 2 autres groupes de protémeislieés a la mobilité des spermatozoides
tels que des protéines de la structure microtukautia flagelle ou des protéines liées a la voie
ubiquitine-protéasome. Instaqui et collaborateundagqui et al., 2013) ont quant a eux
identifié 71 protéines exclusives ou sur-exprimébsz les patients ayant un taux faible
d’ADN fragmenté, et 23 protéines exclusives ou esxprimées exclusivement chez les

patients ayant un taux élevé d’ADN fragmenté.

5.2.6 Protéines du spermatozoide et varicocéle

Dans une étude protéomique assez récente et iweyales auteurs se sont intéressés aux
profils protéiques différentiels chez des hommescast sans varicocéle a l'aide de la 2DE
(Hosseinifar et al., 2013). Quinze différences dans I'expression dedéijmes ont été
identifiées sur les gels du groupe varicocele ppport au groupe témoin (1 spot manquant;
12 spots moins abondants, et 2 spots plus abonddms protéines HSP, les protéines
mitochondriales et les protéines du cytosquelette kes principales protéines affectées par la
présence d’'une varicocele. En particulier, une exyression significative de HSP70 et
HSP90 a été observée chez les patients atteintartmcele, résultat validé par la suite par
immunoempreinte et immunocytochimie (Chetral.,2013). La méme année, Zylbersztejn et
collaborateur®nt observé que des protéines de régulation degtage étaient sur-exprimées
dans les échantillons de sperme d’adolescentsreggaune varicocéle et des altérations de
la qualité spermatique (Zylberszteghal.,2013). Par contre, dans les échantillons de sperme
d’adolescents présentant une varicoceéle mais $@maten de la qualité spermatique, ce sont

des protéines de la spermatogenése qui étaieekpumees.

5.2.7 Protéines du spermatozoide, diabéte et maladiexbol&fues

Les maladies métaboliques telles que le diabétmbésité ont un effet néfaste sur le sperme,
mais l'effet négatif sur la fertilité masculine estcore mal compris au niveau moléculaire.
Deux études réalisées par le méme groupe de clescbet eu pour but de caractériser les
altérations du profil protéique des spermatozofatesenant d’individus diabétiques et obéses
(Kriegel et al.,2009; Paascht al.,2011).
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5.2.8 Conclusion

Il est cependant important de noter que certaimeipes ont été identifiees dans plusieurs
études indépendantes traitant de protéomique €ifficlle, mais les résultats d’'une étude a
l'autre étaient parfois contradictoires. L'une daisons de cette contradiction pourrait étre la
présence des modifications post-traductionnellesc ales variants différents de la protéine
détectée dans chacune des études. Une autre rpizssible pour certains résultats
contradictoires pourrait étre les variations inted- inter-individuelles présentes dans le
protéome spermatique. Les résultats d’'une analyggatéome de la téte des spermatozoides
suggerent d’ailleurs qu'il existe une variationemindividuelle importante dans les profils
protéiques (Kichineet al., 2013). Cependant, certaines protéines ont montiévi&rse des

niveaux d'expression constants, attestant de déeiessentiel au cours de la spermatogenese.

Pour conclure, en dépit de la publication de nondee études comparatives et fonctionnelles
sur la protéomique du spermatozoide, fournissasitbitemarqueurs putatifs pour la fertilité
masculine, certains points demeurent obscurs. lisation de techniques a débit trés
important, couplées a différentes options pourtagomique différentielle devrait, a court ou
moyen terme, éclaircir nombre de ces points afirmigux comprendre le fonctionnement

moléculaire du spermatozoide.
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6 LES OBJECTIFS DE L’'ETUDE

Les avancées technologiques dans le domaine deotéomique permettent aujourd’hui
d’étudier le protéome du spermatozoide et ses cdimaants cellulaires de fagcon hautement
résolutive. Un précédent travail de notre équipd’étude du protéome spermatique global a
I'échelle individuelle chez des hommes (n=161) wereffectuer un spermogramme dans le
Centre d’AMP du Centre Hospitalier Régional Univaise (CHRU) de Lille a permis de
définir 2 groupes distincts de profils protéiquésn groupe présentant une répartition
homogene des protéines et un groupe pour leqadité observé une diminution des protéines
de poids moléculaires supérieurs a 50 kDa au pde8tproteines de bas poids moléculaires.
Un index de qualité du protéome a été mis au p@ngPQI (pour Sperm Proteome Quality

Index).

L’analyse en spectrométrie de masse a permis difanles protéines de hauts poids
moléculaires majoritaires protéolysées. Il s’agitngpalement de la protéine AKAP4,
protéine connue pour étre localisée dans la gitineuse du spermatozoide et impliquée dans

la mobilité spermatique.

Par ailleurs, la mise en évidence dans le protéspaanatique global de cette protéine en lien
avec la mobilité, et la collaboration de notre &iibde These avec I'équipe « Alzheimer et
Tauopathies » de 'TUMR-S 1172, nous a permis dyiaat d’enrichir le travail de recherche
initialement prévu. Nous nous sommes donc intéseadda protéine Tau. En effet, la protéine
Tau fait partie de la famille des MAPs et joue Glerdans la polymérisation de ces derniers.
La protéine Tau est naturellement présente dansdesones humainsCependant, une
localisation testiculaire, particulierement dans reanchette des spermatozoides, a été
démontrée. Au départ de ce travalil, il n'y avaisiéa littérature que trés peu d’études traitant
de I'expression de la protéine Tau dans les tdecou les spermatozoides, et aucune chez
’lhomme. La premiere partie de ce travail de Th&sst focalisée sur I'étude de la protéine
Tau dans le testicule et le spermatozoide : cetegmond a bbjectif 1. La deuxieme partie
de ce travail a été réalisée dans le but de pouesie travail initial de notre équipe sur le
protéome global spermatique et la protéine majoeit@ent protéolysée associée (AKAP4) ;

cela correspond awbijectifs 2 et 3
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Ce travail est découpé en 3 objectifs :

* Obijectif 1 : Analyse de I'expression de la protéine Tau dans lesticule et le

spermatozoide humain.

Dans unepremiére partie de ce travail de These nous avons analysé I'esioresle la
protéine Tau dans les spermatozoides et le testiduimain par une approche
immunohistochimique (IHC). Nous avons cherché @isai cette protéine est présente a tous
les stades de la spermatogenése jusqu’au stadpedmatozoide mature. Cela a permis
notamment de localiser la protéine Tau associée naigxotubules dans le testicule et le
spermatozoide humain. Ce travail correspon@udidle 1. Suite a cette premiére publication,
nous avons rédigé une revue de la littérature asyrdtéine Tau testiculaire et spermatique.

Ce travail correspondlarticle 2.

* Obijectif 2 : Quantifier le profil d’expression de 'AKAP4 en Western Blot et

obtenir une donnée semi-quantitative dans le spern@zoide humain.

Dans unpremier temps de cette deuxieme partienous avons évalué le profil d’expression
de 'AKAP4 en Western Blot afin d’obtenir une donnéars-quantitative de cette protéine.
Ce travail nous a permis d’enrichir la base de desnet de réaliser une analyse par
classification hiérarchique et un dendogramme atfrdntes bandes de 'AKAP4 et aux

parameétres spermatiques. Ce travail correspdiadtiale 3 en soumission

* Objectif 3: Evaluer le protéome global et la protéine AKAP4 cmme
biomarqueur(s) prédictif(s) de succes en AMP.

Dans undeuxieme temps de cette deuxieme partiemous avons colligé les données
spermatiques et clinico-biologiques des difféerenézgatives d’AMP réalisées par la totalité
des patients de notre échantillonnage (n = 253nstitut de Biologie de la Reproduction-
Spermiologie-CECOS de Lille. Ont été inclus dangecbase de données les résultats de
tentatives d’'llU, de FIV et d’'ICSI. La base de déea a été constituée en utilisant le logiciel
INFOFIV, utilisé conjointement par I'équipe clinidbologique d’AMP du CHRU de Lille.
Nous nous sommes ensuite servis de cette base stixieapour évaluer le potentiel du
protéome global via le SPQI d'une part et de lat§ine AKAP4 d’autre part, comme
biomarqueur(s) prédictif(s) d’'un succes lors d’'uymése en charge en AMP. Ce travalil

correspond darticle 4 en préparation
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MATERIEL ET METHODES
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OBJECTIF 1 : Analyse de I'expression de la protéine Tau danedgcule et le

spermatozoide humain.

Prélevement de matériel biologique

Les échantillons testiculaires provenaient d’homipasr lesquels une biopsie a été réalisée
lors d’une prise en charge thérapeutigue en AMEIARU de Lille. lls ont été congelés dans
la carboglace sur le site de prélevement puis étck -80°C au centre des ressources
biologiques (CRB) du CHRU. Le chirurgien androloguescueilli le consentement de chaque
patient préalablement au prélévement et a la ceaen de ces tissus. L'attribution de
prélevement de testicule humain dans le cadre tte travail de Thése a fait I'objet d’'une

demande spécifique auprés du CRB.

Les échantillons de spermatozoides utilisés damssémble des études de cette Theése
proviennent de reliquats de sperme frais éjacuddsde cadre d'un bilan d'infertilité au
laboratoire de Spermiologie du CHRU de Lille. Caneat ce premier objectif, le sperme
recueilli a fait I'objet d’un protocole spécifiquépres une liquéfaction du sperme pendant
30 min a 37°C, un gradient de densité monocoucéte acalisé (50 % Puresperm, Nicadon ;
50 % Ferticult, Fertipro) afin de séparer les spgarnoides a la fois du plasma séminal et des
autres cellules du sperme telles que les celldadeas. La préparation a été centrifugée a
1400 g pendant 20 min a température ambiante. lo¢ alété repris dans 1 mL de Tampon
Tris Salin pH 7,4 (TBS 1X, pouris buffer saling et centrifugé a 1400 g pendant 10 min a
température ambiante. Le culot a été suspenduld¥hplL de TBS 1X avant d’étre fixé pour

une utilisation en immunohistochimie

Analyses morpho-histologiques
Le travail a porté sur 2 échantillons différents glont pas été traités selon le méme

protocole : tissus testiculaires humains et speyntétles éjaculés humains.
Tissu testiculaire humain

Les tissus ont été fixés dans le liquide de Bouiis [inclus en paraffine. lls ont ensuite été
découpés en sections d’'une épaisseur de 6 pmda Bun microtome, puis déposés sur des

lames superfrost et séchés une nuit.
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Un déparaffinage préalable a la technique d'immistobhimie a été réalisé en passant
successivement les lames dans des bains de Tollialm®ol 95°, d’alcool iodé, d’alcool 70°,
avant un rincage a l'eau puis au TBS. Un démasqaatigénique par la chaleur dans un
tampon citrate pH 6,0 puis un blocage des sitesspéuifiques par incubation avec du sérum
de chévre (VectSt dilution au 1/108™dans du PBS 1X, powhosphate buffered salipent

été effectués. Concernant I'immunomarquage, plusieanticorps ciblant des zones
différentes de la protéine Tau ont été utilisés t@upes de tissu testiculaire ont été marquées
par (i) des anticorps monoclonaux comme l'anti-TAUMR-S 1172), I'anti-HT7 (Millipore)

et I'anti-RD3 (Millipore) et par (ii) des anticorgmlyclonaux comme I'anti-Cter1902 (UMR-
S 1172). Le choix des anticorps utilisé dans céttele a été fait en tenant compte des
connaissances sur la structure de la protéinesetrdascrits de Tau. En effet, le transcrit de
Tau est soumis a un épissage alternatif principaherdes exons 2, 3 et 10, donnant lieu a
6 isoformes distinctes de la protéine Tau. De plias,phosphorylation représente la
modification post-traductionnelle principale deplatéine Tau. Les 4 anticorps sont phospho-
indépendants (le marquage ne dépend pas de l&giabphorylation de la protéine) et aucun
ne cible les exons 2, 3 ou 10 soumis a I'épissétgenatif. La zone ciblée par chacun de ces

4 anticorps est représentée sur la figure 21.

77,7

Les antigenes d'intéréts ont systématiquementétélés par 2 techniques différentes. Une
premiere révélation en fluorescence a été faitaidel d'un anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome (ALEXA fluor 488, Invitrogen, avec du DAPI, pout',6-diamidino-2-
phénylindol¢. La seconde révélation a été faite a I'aide dsystéme biotine-streptavidine

peroxydase et diaminobenzidine (DAB).
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HI 7.
PRospho-Tndpt
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Figure 21 : Localisation des zones de la protéine Tau cibléespdifférents anticorps.
L’anticorps antiHT7 se fixe en aval de I'exor (épitope :acides aminé159-163). L’anti-
Tau5 se fixe en amont de la premiére séquencepaditién R: (épitope: acides aminés 2-
241) tandis que la zone de fixation de I'-RD3 est située directemestir cette séquence
(épitope : acides aminés 2224 L’'anti-Cter1902 cible la partie €&rminale de la protéir
Tau.

Les zones vertes correspondent aux séquencesesmEé 8 acides aminés appelées R1 R2 R3 et RAomhex
délimitées en bleu fonadrrespondent a la localisation des exons 2, esdumis a épissage alterne

Cter: C-terminal; Indpt = indépendar ; Nter : N-terminal; R : séquences répétées.

Les lames a révélation par fluoresceiont étéobservées au microscope confocal invi
Zeiss LSM 710. Les lames a révélation par peroxgyont étéanalysée au microscope
conventionnel droit Axioplan ZeislLors de ces observations, une attention particul&
également été portée sur la présere chaque type cellulaire au sein des tubes sémeni
La distinction des cellulegerminales comprenait (i) les spermatogonsituées contre la
gaine péritubulaire et @oyau condensé et nucléolé), (ii) les spermato (gros noyaux dont
la chromatineest sous forme d’amas grossiers, ou sous formendefifament), (iii) les
spermatides rondes (petit noyau dense) et (iv)pExrnsatide en allongement ou allong
(noyau présentant une forme allongée avec une cinmoerfortement condensé

Spermatoziles éjaculés humair

Les spermatozoides prélevés apres gradient monoe(50 % Puresperm, Nicad ; 50 %
Ferticult, Fertipro)ont été placés dans paraformaldéhyde a 2 %®n TBS pour étre fixés.
Aprés des temps iticubatior et de centrifugation, 1 gouttle suspension spermatique d

du TBS a ét@éposée sur lame superfrost, séchée a l'air puis stockée a 4°C. Les lam

88



These d’Université Julien Sigala Matériel et Méthodes

ont ensuite été mises dans l'acétone puis au domtes anticorps. Similairement a
limmunomarquage du tissu testiculaire, différeatgicorps mono- et polyclonaux ont été
utilisés. Les frottis de spermatozoides ont étéqmes par (i) l'anti-HT7 (Millipore),
(ii) 'anti-RD3 (Millipore) et par (iii) I'anti-Cte1902 (UMR-S 1172)La zone ciblée par
chacun de ces 3 anticorps est représentée sgule f21. Apres une étape de déshydratation
des lames dans des bains successifs d’alcool [60YQ]®5° et alcool absolu, les lames ont été
montées avec un milieu contenant du glycérol eDéil (DAPI 1l Counterstain, Abbott).
L’observation des lames a été réalisée au micr@scopfocal inversé Zeiss LSM 710. Pour
chaque lame, l'analyse du marquage par les ansicarpporté sur un minimum de

100 spermatozoides.

Revue de la littérature
Recherche bibliographique

Une recherche informatique exhaustive de la littéeaa été réalisée pour identifier les
articles traitant de la protéine Tau dans le speyntéde et le testicule humain. La recherche
d’articles scientifiques de langue anglophone aedtéctuée sur la base internationale de
références d'articles biomédicaux Pubmed. La reblkea pris en considération toutes les
publications de janvier 1975 (année de découvestagrotéine Tau) a septembre 2014 en
utilisant les mots-clés suivants: sperm, tau pnpttstis, epididymis, microtubules, human,
spermatogenesis, spermiogenesis, manchette. ltes tie références des études incluses et

des articles ont été extraites manuellement.

Sélection des études scientifiques.

Dans un premier temps, tous les résumés des arfiotentiellement éligibles ont été lus afin
de sélectionner les articles d'intéréts. Une lectttentive des articles sélectionnés a ensuite

ete faite afin de déterminer la pertinence deiletlusion dans cette revue de la littérature.

Rédaction de la revue

Au niveau neuronal, la littérature traitant de tatpine Tau est tres riche. Cependant, de plus

en plus de chercheurs s’intéressent a la protéendn-neuronale et I'on observe un regain
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d’intérét récent concernant la protéine Tau daastdes tissus. Dans cette revue, nous avons
souhaité présenter une vue d’ensemble de I'expresside I'implication de la protéine et des
ARN messagers Tau dans le testicule et le speroig®zIl nous a semblé intéressant de
réaliser une synthése des connaissances actuellagpdtéine Tau non-neuronale ciblée aux

niveaux testiculaire et spermatique.
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OBJECTIES 2 et 3: Evaluer le profil d’'expression de 'AKAP4 en Wester
Blot et obtenir une donnée semi-quantitative dansplerme humain. Evaluer le

protéome global et la protéine AKAP4 comme biomatg(s) prédictif(s) de
succes en AMP.

Pour une meilleure compréhension, la méthodologeémle des objectifs 2 et 3 a été
schématisée sous forme simplifiée sur la figureeR@écrite de maniere plus exhaustive ci-

dessous.

Prélevement de matériel biologique et extraction deprotéines

Les échantillons proviennent de reliquats de spdraie €jaculé, dans le cadre d’un bilan
d’infertilité au laboratoire de Spermiologie denBlitut de Biologie de la Reproduction-
Spremiologie-CECOS du CHRU de Lille. Les paramesgsrmatiques (volume, numération,
mobilité, vitalité) ont été analysés selon lesecas de 'OMS (World Health Organization,
2010). L’évaluation de la morphologie spermatiquété réalisée selon la classification de
David modifiée (Auger & Eustache, 2000).

Le protocole d’échantillonnage et d’extraction ¢estéines a été mis au point au cours du
travail précédent par notre équipe. D’autres pultscont été testés au cours de ce travalil,
notamment en utilisant un tampon de lyse commeomaime le RIPA (Thermo Scientific,
Etats-Unis) afin de standardiser la méthode. Ceganda protéine d'intérét est peu
solubilisée dans ce tampon. L'utilisation du SDE essentielle pour étudier 'AKAP4. Les
résultats présentés dans cette Thése ont étéémeaipartir du protocole original. Apres
liquéfaction du sperme (30 min a 37°C), les speoawities contenus dans le reliquat de
sperme non utilisé pour le soin ont été sépargdatima séminal et des cellules rondes par un
gradient de densité monocouche (50 % Puresperm/%@icult) et une centrifugation de
20 min a 350 g, a température ambiante. Le culetnsgtique a été isolé et repris pour un
lavage dans un tampon TBS. Aprés centrifugatiom{0a 350 g, température ambiante), les
spermatozoides ont été remis en suspension darls denTBS puis centrifugés 10 min a
350 g. Les spermatozoides ont été repris dansnyooia de lyse (20 mM Tris, 2 % SDS, 1 %
Nucléase) puis transporté sans délai dans la gl#ttMR-S 1172 et congelés a -80°C. Apres
la sélection des spermatozoides par gradient dsitdeaucune cellule épithéliale ou ronde
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n'a été détectée lors de I'évaluation microscopjuéottis coloré. Ces étapes correspondent

a la partie « échantillonnage » de la figure 22.

Aprés décongélation, la lyse des spermatozoidet® aédlisée sur glace a 40 Hz jusqu’'a
homogénéisation de I'’échantillon. Le lysat a emsate centrifugé a 14000 g pendant 20 min
a 4°C. Le surnageant, qui contient les protéinésags, a été conservé a -80°C. Le contrble
de la qualité des protéines et I'analyse du prog@permatique ont été effectués au
laboratoire de recherche de 'TUMR-S 1172. Les éthams ont été conservés a -80°C sur

site.

Réalisation du profil du protéome global des spermazoides

Apres la quantification des protéines (dosage aalfdrd) des échantillons, le contréle de la
qualité des protéines spermatiqueisdu profil du protéome global a été réalisé par g
polyacrylamide 1D SDS-PAGE (poursodium dodecyl sulfatpolyacrylamide gel
electrophoresispuis coloration au bleu de Coomassie ou a l'arg@ninze microgrammes
de protéines de chaque échantillon ont été indalidment repris dans un tampon LDS 2X
(pour lithium dodecyl sulfade(LDS Buffer, Agent Réducteur). La migration SD&&FE a
éte réalisée en condition dénaturante. Cette tqukra permis d’apprécier le profil protéique
global. Les échantillons spermatiques ne permep@asi’utilisation de 15 pg de protéines ont

été exclus a ce niveau de I'étude.

Calcul d’'un index de qualité du protéome global

Suite a l'obtention du profil du protéome globakspatique, un index mathématique a été
calculé, le SPQI. Les bandes majoritaires des h@®410 kDa) et bas (230 kDa) poids
moléculaires ont été utilisées pour définir 2 feetd’analyse sur le gel (figure 23.A). Ces
2 fenétres ont été définies de facon reproducéhllaide des marqueurs de poids moléculaire
utilisés systématiquement pour étalonner les getque bande visualisée sur le gel a été
définie comme un pic par le logiciel (figure 23.Bpur chaque fenétre, I'aire sous la courbe a
ete calculée (figure 23.C). L'intensité des bandestenues dans ces 2 fenétres a été
guantifiee au moyen d’un logiciel (ImageJ). Un gat ensuite été calculé (bas poids

moléculaires/hauts poids moléculaires) (figure 33Dreflete la qualité du profil protéique.
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A partir de ce ratio, il a été défini le SPQI. LB de type A (ratio compris entre 1 et 2)
refléte une répartition homogene des protéinesespondant a un profil de protéome « non-
protéolysé ». Le SPQI de type B (ratio inférieut au supérieur a 2) montre une protéolyse
partielle des protéines de haut poids moléculaireogrespond a un profil de protéome

"protéolyse”.

Profil d’expression et quantification de la protéire AKAP4

Le profil de I'expression de la protéine AKAP4 & étalisé par Western Blot. Quinze
microgrammes de protéines de chaque échantilloré@ntepris en tampon LDS 2X et la
migration SDS—PAGE a été réalisée en condition tléamate. Les protéines ont ensuite été
transférées sur une membrane de cellulose en mmdbduide et I'anticorps dirigé contre la
protéine d'intérét a permis d'apprécier son expoess AKAP4 Nter (pourN-termina)
(Ab56551, Abcam UK).

L'analyse quantitative du profil de I'expression ltlKAP4 Nter a été réalisée via le logiciel

ImageJ. La quantification a été faite pour diffésepoids moléculaires : 110 kDa, 100 kDa,
80 kDa, 60 kDa, 45 kDa, 35 kDa. Plusieurs ratiot également été mesurés : ratio total
AKAP/35-100 kDa ; ratio 110 kDa/35-100 kDa ; ratib0 kDa/60 kDa ; ratio 110 kDa/60-45-

35 kDa.

Toutes les étapes depuis la lyse des spermatozgidessonication jusqu’au profil
d’expression et la quantification de 'AKAP4 ci-agr correspondent a la partie « analyse

protéique des échantillons » de la figure 22.
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Echantillonnage

Institut de Biologie de la Reproduction-
Spermiologie-CECOS, CHRU de Lille

Couple de patients
dansle cadred’un bilan de fertilité

Recueil de sperme en vue d’un
spermogramme-spermocytogramme-TMS

Analyse protéique des échantillons

UMR-S 1172

Décongélation de
I'échantillon sur glace

]

Lysedes cellules et
dosage des protéines

Matériel et Méthodes

Analyse clinico-biologique

Institut de Biologie de la Reproduction-
Spermiologie-CECOS, CHRU de Lille

Echantillons dont le SPQI est connu (n=253)
+ quantification de 'AKAP4 (n=98/253)

]

Est-ce que le couple de patients
correspondant a bénéficié d’au moins une

l l 1 tentative d'llU, de FIV ou dICSI ?

z . N X NON
Evaluation des parameétres spgrmahques Utilisation sans délai Quantité suffisante oul n=100
dansle cadre du soin dureliquat de de protéines pour SPQIn=153
(spermogramme-spermocytogramme-TMS) sperme éjaculé analyse du profil AKAP4 n=53 I Couple non inclus dans I'étude AMP
pour la Recherche protéique ?
l NON Suivide la (des) tentative(s) d’llU, de FIV
Préparation de oud’ICSl dansle cadre du soin
). . - ) oul
I'échantillon en vue Sortie de I'étude ;
d’une extraction des (si FIV ou ICSI) Evaluation notamment de
proteines spermatiques lafécondation, clivage précoce,
; Evaluation du profil protéique : qualité et implantation embryonnaire
— protéolysé ou non-protéolysé (n=253)
Transportsans délai
de I’échantillon e e e -
s chographie de grossesse a 6 semaines
al'UMR-5 1172 Calcul du SPQI (n=253) f:.'? e8! evsloat
et Stockage 3 -80°C ; ritere principal d’évaluation
Quantification de 'AKAP4 (n=98/253) l l
(si échantillon restant suffisant) | Neégative | | Positive |

Fausse-couche?

Figure 22 : Schématisation de la méthodologie générale des objectifeR3. Etude du protéome spermatique global et de
I’AKAP4 (objectif 2). Evaluation de ces deux éléments commbiomarqueurs potentiels de succés en AMP (objectif 3).

Naissance ?

AMP : assistance médicale a la procréatioAKAP : A--kinase anchor proteinCECOS: centre d'étude et de conservation des oeufs et du
sperme;CHRU : centre hospitalier régional universitairdlU : insémination intra-utérineFIV : fécondationin vitro; ICSI : intracytoplasmic
sperm injection;SPQI : sperm proteome quality indeX;MS : test de migration-surviet)MR : unité mixte de recherche.
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Figure 23 : Le Sperm Proteome Quality Index (SPQI) calculé a péir du gel 1D-SDS-PAGE
coloré au bleu de Coomassi¢(A) Le profil protéique spermatique est digitalisile bruit de font
éliminé avec le logiciel ImageJ. (B) Sélection 2 fenétres d’analyse entre 15 et 30 kDa (faible p
moléculaire, LMW) eentre 80 e110 kDa (haut poids moléculaire, HMWC) L’aire sous la courk
(en gris) a éténesurée et quantifi pour les HMW et led MW. (D) Le ratio LMW/HMW a été
calculépermettant de définir le SP.

D’aprés FJumeau, Thése d’Université 2(.

1D : 1-dimensionalHMW : hight molecular weightLMW: low molecular weightPAGE : polyacrylamide gel
electrophoresisSDS: sodium dodecyl sulfatSPQI : sperm proteome quality indeRp: : spermatozoide.

Plan Expérimental de I'étude clinico-biologique du protéome globalvia le
SPQI et de 'AKAP4 comme biomarqueui(s) potentiel(s)en AMP

Il s’agit d’'une étude de ¢wrte, prospective, monocentrique, sgsvationnelle chez d
couples pris en chargkans le Centre AMP du CHRU de Lille Les coupleont été inclus
lors de la réalisation d’'uspermogramn-spermocytogramme effectuwfans le cadre d'u
bilan d’infertilité au laboratoire de Spermiologie (CHRU de Lille.Chaque homme incl a

bénéficiéd'une analyse du protéome spermatiglobal sur les reliquats de sper obtenus
lors du spermogrammepermocytogramm Le SPQI a été calculé pour chaque échant

Au cours de cette étude, chaque cola été susceptible de bénéfictBune ou plusieurs de

trois tetiniques d'’AMP que sont I'llUla FIV ou I'ICSI, similairement au suivi habituel
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chaque couple pris en charge dans le cadre duasosein de notre Centre. Il s'agit d'une
étude non interventionnelle, réalisée dans le paschabituel du couple pris en charge en
AMP a partir du reliqguat de sperme habituellemerdtrudt. Aucune intervention

supplémentaire ni aucune modification du parcotmstrété demandées au patient dans le

cadre de cette étude, en dehors du consentement.

Selon le suivi du parcours de soin habituel, I'éa#ibn de la grossesse (clinique) a été
effectuée par I'un des gynécologues de notre cditMP par échographie a 6 semaines de la
technique. Chez les patients bénéficiant de FI\G'tQSI, les parametres embryonnaires ont
éte évalués similairement au suivi usuel de champient pris en charge au sein de notre
Centre. Enfin, le déroulement de la grossesse pbague couple a été suivi jusqu’a la
naissance selon les dispositions l|égales. En effet,suivi des grossesses jusqu'a
accouchement fait partie du rapport officiel a fouren fin d’année a I'Agence de la
BioMédecine. Le cas échéant, tout arrét de grossesgalement été signalé et enregistré. La
partie « analyse clinico-biologique » de la figl22 représente les actions principales et

chronologiques de cette étude.

Critéres d'inclusion et d’exclusion de la populaticétudiée

Les critéres d’inclusion des couples dans cettde2tant été : couples de patients majeurs
homme et femme, venant réaliser un spermogramnreispgtogramme au Laboratoire de
Spermiologie du CHRU de Lille dans le cadre d'ufamid’infertilité du couple. Chaque
couple devait étre en mesure de bénéficier d'urse gn charge en AMP par 1lU, FIV ou
ICSI dans notre Centre, quel que soit le rang derltative (jusqu’a 6 tentatives d’llU et 4 de
FIV ou d'ICSI). Suite a l'analyse du reliquat deespe, la quantité de protéines extraites
devait étre suffisante pour que I'étude du protégtobal puisse étre effectuée de maniére
standardisée. En effet, un minimum de 15 pug depres est nécessaire pour la réalisation de

'analyse du profil protéique spermatique global.

Les critéeres de non-inclusion ont été : les couplmst I’homme présentait une ou plusieurs
anomalies au spermogramme-spermocytogramme défggks les recommandations de
'OMS (World Health Organization, 2010) ne permettpas d’obtenir au final un minimum
de 15 pg de protéines dans I'échantillon spermatiducela s’ajoutent les couples dont I'un
des membres se trouvait dans l'incapacité de récawre information éclairée, sous

protection de la justice ou refusant de particgp& recherche.
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Constitution de la base de données et des grougegsatients

Un total de253 échantillons spermatiques des hommes issusuges infertiles, dont le
protéome global a été évalué, a été inclus darimeail. La base de données colligeant les
données cliniques et biologiques a été constitupartr du logiciel INFOFIV utilisé dans
notre Centre d’AMP. Un tableau Excel a permis dssembler la totalité des données
biochimiques, cliniques et biologiques pour ces palients. Parmi cette cohorte initiale,
153 couples ont eu recours a au moins une tentdtilkg, de FIV ou d’'ICSI a I'Institut de
Biologie de la Reproduction-Spermiologie-CECOS dwHRU de Lille. Parmi ces
153 patients, la quantification de 'AKAP4 a pueitéalisée chez 53 d’entre eux (quantité de

matériel restant suffisant pour réaliser cette \am&l

Dans cette étude, nous avons confronté les résulést tentatives d’AMP entre les hommes
issus de notre cohorte d’échantillons selon leilprgbrotéolysé » ou « non-protéolysé » soit
du protéome spermatique (défini par le SQPI), deila protéine pro-AKAP4. Le choix de
réaliser une partie de cette étude sur l'intéghitgprécurseur de 'AKAP4 et non de 'AKAP4
elle-méme fait suite aux premiers résultats obteteuse travail de These (cf. article 3 de ce
manuscrit). Les résultats ont été analysés en3tdoits, avec 3 cohortes distinctes de patients
mais toutes issues des 153 échantillons de noh@rigoinitiale et ayant bénéficié d’au moins
une tentative d’AMP :

* Dans un premier temps, I'analyse des résultats dPAdété réalisée en se basant
sur la qualité du protéome global via le SPQI. diétluse la totalité des patients
de notre cohorte initiale ayant fait au moins uertdtive, soit n=153. Ce groupe
est principalement constitué de patients normozosigues (77,7 %) ainsi que
d’'un certain nombre de patients présentant desatlihs au spermogramme-
spermocytogramme (22,3 %) telles que définies dmmsanuel de laboratoire de
I'organisation mondiale de la santé (World Healtlga@hization, 2010). Ce groupe

de patients a été nommé « total-SPQI».

» Dans un deuxiéme temps, la méme analyse a étéugféeca nouveau en se basant
sur la qualité du protéome global via le SPQI. @té¢ inclus cette fois-ci
uniquement les patients normozoospermiques dehlartminitiale, soit n=119. Ce

groupe de patients a été nommeé « normo-SPQI».
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* Enfin, les résultats d’AMP ont été analysés enasabt sur la quantification de la
protéine pro-AKAP4 chez les 53 patients ou la gfiaation a pu étre réalisée. Ce

groupe de patients a été nommé « normo-pro-AKAP4».

Le détail de la constitution des groupes et soasjags pour ces 3 analyses est détaillé dans la
figure 24.

Criteres d’évaluation

Le critere principal d’évaluation a été taux de grossesse clinique par transfertLa
grossesse clinique est définie par la présencechographie, d'un sac feetal avec rythme

cardiaque a 6 semaines.

Les critéres secondaires ont été :

+ Le taux denaissance vivante par transfert définie par I'accouchement d’'un (ou

plusieurs) enfant(s) vivant(s) a I'issue de la gesse clinique.

+ Le taux defausse-couche précoce par transferdéfinie par I'absence d’observation
d’'un sac feetal avec rythme cardiaque a I'’échogeaptth semaines suite a un taux de
B-hcg minimum de 100 Ul (pour unité internationale).

% Les parameétres spermatiques évalués sur le méme recueil de sperme que
I'échantillon obtenu a partir du reliquat pour échherche. Les paramétres suivants ont

été évalués :

0 La concentration spermatique :
Le nombre de spermatozoide a été déterminé a ldiigee cellule de comptage de type

Malassez.
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Analyse clinico-biologique :
basée sur le SPQl ou sur la pro-AKAP4

A partir de notre cohorte initiale (n=253), couples de patients
ayant bénéficiés d’au moins une tentative d'llU, de FIV ou d’ICSI
et dont le SPQI a été calculé (n=153)

!

Création de 3 groupes distincts de patients &
partir de la méme base de donnée (n=153)

Groupe total-SPQI : Groupe hormo-SPQl : Groupe hormo-pro-AKAP4 :
Inclusion de la totalité des couples Inclusion uniquement des couples de Inclusion uniguement des couples de
de patients (n=153) patients normozoospermes (n=119) patients normozoospermes et dont la

quantification AKAP4 est connue (n=53)

Evaluations basées Evaluation basée
sur le SPQI sur la pro-AKAP4

Chaque groupe est divisé en 2 sous-groupes : un sous-groupe « protéolysé » et un sous-groupe « non-protéolysé »

Suivi de la (des) tentative(s) d’llU, de FIV ou d'ICSI dans le cadre du sain

1

Analyse en 3 temps : Evaluation des résultats des tentatives
par comparaison entre les 2 scus-groupes :

total-SPQl « protéolysé » vs.« non-protéolysé »
narmo-SPQI « protéalysé » vs.« non-protéolysé »
normo-pro-AKAP4 « protéolysé » vs.« non-protéolysé »
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Figure 24 : Constitution des groupes et répartition des patieis en sous-groupes pour
I'évaluation du SPQI et de la pro-AKAP4 comme biomeaqueurs de réussite en AMP.

AMP : assistance médicale a la procréatidhkAP : Akinase anchor proteifjU : insémination intra-utérine;
FIV : fécondationin vitro; ICSI : intracytoplasmic sperm injectiol8PQI : sperm proteome quality index.

Cf. page 99.

o La mobilité spermatique :
Les pourcentages de spermatozoides de types psigresobiles sur place et immobiles, ont
éteé évalués au microscope (grossissement x400jtia @ 20 pl de sperme entier déposes

entre une lame préalablement chauffée a 37°C diaomalle de 22x22 mm.

o La morphologie spermatique :
Le pourcentage de spermatozoides typiques défion de classification de David modifiée
(Auger & Eustache, 2000) a été noté. Au momenteatte cétude, le pourcentage de forme
typique minimum requise pour que ce parametre coitsidéré normal était de 15 %.
L'analyse a été effectuée sur un minimum de l0@rsgezoides, fixés et colorés sur lame

(Harris-Schorr), au grossissement x1000.

+ Les paramétres du développement embryonnaire :
Les parameétres embryonnaires ont été relevés ars ahu développement précoce des
embryons uniquement pour les couples bénéficiamealFIV ou d’'une ICSI.

0 Le taux de fécondation:
La fécondation a été définie par I'observationjau 1 (J1) (18 h apres mise en fécondation)
de 2 pronuclei (2PN) dans le cytoplasme de I'ovedjigure 25.A). Le taux de fécondation

correspond au nombre de zygotes a 2PN sur le nodfdrecytes en métaphase 2 (M2).
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A

Figure 25: Evaluation de la fécondation d'un ovocyte et du oliage précoce
(A) Observation d’'un zygote a 2| et 2 globules polaires (18 aprés mise en fécondatio
(B) Observation d'un embryon au stade de 2 cellidesdu clivage précoc27 h aprés mise
en fécondation).

Avec l'accord de I'Institut de Biologie de la Repruction-SpermiologieCECOS du CHRU
de Lille.

2PN: 2 pronuclei ; CECOS: Centre d’Etude et de Conservation des ceufs espgum:; CHRU: Centre
Hospitalier Régional Universitaire.

o Le faux de clivage préco :
Le clivage précoce a éti&fini par I'observation a J1 ( h aprés lanise en fécondati) d’'un
embryon a 2 cellulegfigure 2t.B). Le taux de clivage précoce correspond au not

d’embryons a 2 cellules sur le nombre de zys a 2PN.

o La qualité e 'implantation embryonnaire :

La qualité embryonnaira étéévaluée par le taux d’embryongop qualite » a J2 (46 h apres
mise en fécondatign selon le consensus dexperts d’Istant(Alpha Scientists ii
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interestu@rof Embryologyet al., 2011). Le
comité d’experts a étallli catégoried’embryonsen fonction de leur morphologie, y comg
le nombre et la taille des blastomerleur degré de fragmentation et la pmce de
blastomeres multinucléés. Les embryons rade 1 doivent présentdr cellules a J2 ou
8 cellules a J3, régulieresle taille rormale, aucun blastomeére multinuc et aucune
fragmentation anuclééd.es embryons derade 2 doivent présenter cellules a Jzou
8 cellules a J3, régulieres, tlle normal, aucun blastomere multinuc, et moins de 25 %
de fragmentation anucléée.s autres embryonsont de grade 3. Les embryons cade 1

sont considérés comme étant la meilleure gt avec le potentiel'snplantationle plus élevé.

Le taw d’'implantation embryonnai est défini par le rapport entredembre de sacs foetaux
avec rythme cardiaque vu echographie a 6 semaines, et le nondrdryons replacés da
la cavité utérine de la patiente a J2 (1 & 3 emitt maximum).
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TRAVAUX DE THESE
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Le travail fourni au cours de cette These ainsi tpee résultats obtenus ont permis la
publication de 2 articles (articles 1 et 2) et t@garation de 2 autres qui sont respectivement
en soumission et en finalisation de rédaction @etpement article 3n soumissioret
article 4en préparatioh. Une déclaration d’invention a également étédésiau cours du

précédent travail et consolidée au cours de celui-c

1 Article n°1: Immunodetection of Tau microtubule-associated jmoir® human sperm

and testis.

2 Article n°2: La protéine microtubulaire Tau testiculaire : unéacp dans la

spermatogenése ?

3 Article n°3 en soumission Associations between progressive motility, the hoisgerm
proteome and A-kinase anchor protein 4

4 Brevet d’'invention, extention du brevet initial Methods for determining human sperm

quality.
5 Article n°4 en préparation: Human sperm proteome profile and pro-A-kinase ancho

protein 4 (pro-AKAP4), new tracks to enhance AssisReproduction Technologies
(ART) outcomes.
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Article 1

Immunodetection of Tau microtubule-associated

protein in human sperm and testis.

Sigala J Jumeau F, CailleBoudin ML, Sergeant N, Ballot C,
Rigot J-M, Marcelli F, Tardivel M, Buée L, Mitchéll.

Asian Journal of Andrology2014.

&

Article 2

La proteine microtubulaire Tau testiculaire :

une place dans la spermatogenese ?

Sigala J Jumeau F, Buée L, Sergeant N, Mitchell V.

Morphology,2015.
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La protéine Tau fait partie de la famille des MA®Rgoue un rble dans la polymérisation de
ces derniers. Elle est naturellement présente tEmnsieurones humaingependant, une
localisation testiculaire, particulierement dansmanchette (structure microtubulaire) des
spermatozoides, a été démontrée chez I'animal.épard de ce travail de Thése, il n'y avait
dans la littérature que trées peu d’études traitint'expression de la protéine Tau dans les
testicules ou les spermatozoides, et aucune chemihe. Le travail de cette These a été
effectué en collaboration entre I'EA 4308 « Gamétugse et qualité du gamete » et I'équipe
« Alzheimer et Tauopathies de 'UMR-S 1172 ». Deal&ments nous ont incités a nous
intéresser a la protéine Tau au cours de ce tr&@mierement, la protéine Tau présentait un
intérét de par son role essentiel dans la polymtois/dépolymérisation des microtubules
neuronaux. Les résultats prometteurs de notre égigms la thématique des biomarqueurs
protéigues dans la fonction de mobilité (cf. a€eti@) et la richesse des spermatozoides en
microtubules ont constitué un premier intérét derlaéine Tau comme projet de recherche.
Secondairement, I'expérience acquise par notrepéaali cours de mon Master 2 Recherche
dont la thématique était principalement I'expressibe la protéine et des ARNm Tau
testiculaire a été le second élément de notreénfgour cette protéine. L'expression de la
protéine Tau testiculaire ayant été établie dans)@abreux organes et le testicule chez
I'animal, nous avons supposé que sa présence pagalement étre mise en évidence dans
le testicule et le spermatozoide humain. De phudittErature concernant I'expression et les
réles putatifs de la protéine Tau aux niveaux t¢aefdire et spermatique étant pauvre, nous

avons fait le choix de réaliser une revue de térbture sur le sujet.

Dans un premier temps, nous avons rapporté pquelaiere fois I'expression de la protéine
Tau dans les spermatozoides et le testicule hupainine approche immunohistochimique.
Notre travail met en évidence la présence de l#pm® Tau dans le testicule humain aux
stades de spermatocyte et de spermatide allorigest. dgalement observé une expression de
la protéine Tau au niveau de la piece intermédidirespermatozoide mature. Ce travail

correspond adirticle 1 (le format de parution a été positionné en annexe).

Suite a cette premiere publication, nous avonggédne revue de la littérature traitant de
'expression de la protéine Tau testiculaire etrsgique, de sa localisation et de ses
fonctions. Ce travail correspondlarticle 2 (le format de parution a été positionné en

annexe).
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Article 1

Immunoexpression of tau in human sperm and testis

Julien Sigala®, Fanny Jumedd, Marie-Laure Caillet-Boudf Nicolas Sergeaft Caroline
Ballot}, Jean-Marc Rigdt, F. Marcell?, Luc Buéé' & Valérie Mitchell?

'EA 4308 Gamétogenése et qualité du gaméte etunsit Biologie de la Reproduction-
Spermiologie-CECOS, Hoépital jeanne de Flandre, 59CG8IRU Lille

U837 Inserm Alzheimer et Tauopathies, Place delier59045 Lille cedex
3Andrologie, Hopital Calmette, 59037 Lille cedex.

* These authors contributed equally to this work.

a : corresponding authorvalerie.mitchell@chru-lille.fr

Tau, a cytosolic protein comprising four regionsigmting six isoforms, is naturally present
in human neurons. Tau protein plays a pivotal iialecontrolling microtubule stability.
Hyperphosphorylation of tau impairs its ability tond microtubules resulting in their
disassembly and formation of tau aggregates duréngodegenerative diseaséBesides the
nervous system, tau is expressed in peripheraigis In the male reproductive system, the
tau research has earlier been focused solely centaghd bovine testisHerein, we have
investigated the expression of tau in the humaoui@#ed sperm and testicular tissue by

immunofluorescence and immunoenzymology, usingeaip Tau antibody.

Data were obtained by 5 semen samples of normogoogp men and by testicular biopsies
taken from two men with normal spermatogenesissuftéring of obstructive azoospermia.
Men were recruited by our andrological center arfdrmed written consent was obtained.
Briefly, washed, smeared sperm were incubated withmal goat serum, then with rabbit
anti-C-terminus Taudiluted 1:1000 and revealed with goat anti-ratthétxa 488 (Molecular

probes, Life technologies). Dewaxed 5um-paraffictieas were microwaved and incubated
with normal sheep or goat serum, then with rabiit@-terminus of Tau diluted 1:1000. For
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immunoenzymology, they were revealed with a 1:156tifylated sheep anti-rabbit

immunoglobulin G and with an avidin-biotinylatedreeradish peroxidase complex (Vector
Laboratories, AbCys, Paris, France). For immuna#igoence, they were revealed with
fluorescent goat anti-rabbit Alexa 568 (Moleculaolges, Life technologies). In control, the
primary antibody was omitted. The slides were olegrand images were acquired with a

confocal Zeiss LSM710 microscope and an axioplassZzmicroscope (Goéttingen, Germany).

Tau immunostaining was detected in all smearednsezoa Figure 1a). The Tau protein
was located in the sperm midpiece. In testicuksue, Tau immunoreactivity was observed in
both spermatocytes and spermatiéigygre 1b). In spermatocytes, cytoplasmic fluorescent
dots were located all around the nucledsggre 1c¢). In elongated spermatids, the
immunolabeled zone was situated behind the nugleigsire 1d). No staining was observed
in spermatozoa or in tissue sections of control@asnlacking primary antibodyF{gure le
andif).

Few studies have been conducted in the past detadegold the expression of tau in the
reproductive tract. Two earlier eminent studiesehasported the expression of tau in the
rodent and bovine tesfis.In the human germ cells and spermatozoon, taupaticipate in
the composition of microtubule proteins. The maircrotubule organizing center of the
spermatozoon is the centrosome complex. It playdeain sperm and zygote aster formation
and bipolar mitotic apparatdsDysfunctions of the centrosome complex will resint
developmental abnormalities after fertilization. eTkepithelium of seminiferous tubules
possesses a vast network of microtubules in p#aticato the manchette, the axoneme, and
the mitotic and meiotic spindles of germ céll§he tau detection in human testicular tissue
may indicate a role during the meiotic divisionsnudle germ cells and during the extension
to spermatozoa. As suggested in tauopathissme modifications of tau protein as
aggregated, hyperphosphorylated, and ubiquinated nigght impair sperm microtubule
function and transport. In conclusion, we hypothesthat tau might participate in the
development of the sperm that may represent artiaaai protein for sperm function in the

male fertility.
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Figure 1: Micrographs of human ejaculated sperm and testitidsue treated with anti-Tau
antibody é-d) and controls € and f). (@ In spermatozoa, fluorescent Tau labelling is
observed in the midpieceb)(In testicular tissue, Tau immunoreactivity is eb®ed in both
spermatocytes and spermatids. I6 spermatocytes, cytoplasmic fluorescent dogslacated
all around the nucleusd) In elongated spermatids, the immunolabelled zisnéocated
behind the nucleus.
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Article 2

La protéine microtubulaire Tau testiculaire :
une place dans la spermatogenese ?

The testicular microtubule-associated protein Tauwhere, when during
spermatogenesis?

J. Sigald®<, F. Jumead, L. Buéé, N. Sergeant, V. Mitchell "

Institut de Biologie de la Reproduction-SpermiosGIECOS, Hopital Jeanne de Flandre,
Centre Hospitalier Régional Universitaire de Lilleyenue Eugéne Avinée, 59037 Lille cedex,
France.

PEA 4308 Gamétogenése et Qualité du Gaméte.

°“INSERM UMR-S 1172 Alzheimer et Tauopathies, Placeverdun, 59045 Lille cedex,
France.

9 Laboratoire de Biologie de la Reproduction-CECO®nte Hospitalier Universitaire de
Rouen, 1 rue de Germont, 76031 Rouen Cedex, France.

* Ces auteurs ont participé de facon égalitaireeatiavail.
Auteur correspondant: Valérie Mitchell, Institut de Biologie de la Repiuaction-

Spermiologie-CECOS, Hopital Jeanne de Flandre, AgeRugéne Avinée, 59037 Lille,
France. (tél+33 320445485 ; faxt33 320445868 ; e-manalerie.mitchell@chru-lille.ix.
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Résume

La protéine Tau (Tubulin Associated Unit) est udwgphoprotéine qui fait partie de la

famille des protéines associées aux microtubuleSR8). Son réle est lié a la polymérisation

des microtubules. Elle est naturellement préseates de cerveau, le coeur, le muscle, le
poumon, le rein, le pancréas et le foie. La loa#ili; de la protéine et des ARN messagers
Tau a également été mise en évidence dans leulestargane riche en microtubules. Les

microtubules sont essentiels dans la stabilisad®ma forme cellulaire et dans les divisions
cellulaires. Dans le testicule, la protéine Taurpmt étre impliquée dans les processus de
divisions de la spermatogenése en agissant suynianmdque microtubulaire et la mise en

place de la polarité du spermatozoide.

Cette revue synthétise les connaissances actudfiesa localisation et des fonctions
principales de la protéine Tau focalisée sur leédgie. La localisation et les roles potentiels
de la protéine Tau au cours de la spermatogenégedsTutés en mettant I'accent sur les

structures microtubulaires des tubes séminiféeres.

Mots clés: Tau, microtubule, testicule, spermatogenese

Summary
The Tau protein (Tubulin Associated Unit) is a pitosprotein of the microtubule-associated

protein family (MAPS). Its role is the regulatiohtbe microtubule polymerization. The Tau
protein is naturally present in brain, heart, mesdlng, kidney, pancreas and liver. An
expression of Tau protein and RNA messengers vgashaghlighted in the testis that is a rich
organ of microtubules. The role of the microtubuilesessential in the stabilization of the
cellular shape and in cell divisions. In the tesiau protein could be involved in the division
process of the spermatogenesis by acting on thetablar dynamics in the arrangement of
the spermatozoon polarity.

This review synthesizes the current knowledgeJdbalization and the main functions of the
Tau protein focused on the testis. The localizatiod the potential roles of the Tau protein
during the spermatogenesis are discussed by emapigaghe link with the microtubular

structures of seminiferous tubules.

Key words: Tau, microtubule, testis, spermatogenesis
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Introduction

La protéine Tau (Tubulin Associated Unit) est uhegphoprotéine localisée majoritairement
dans les neurones qui fait partie de la famille destéines associées aux microtubules
(MAPs). Largement décrite dans la littérature, eefirotéine est nécessaire au bon
fonctionnement microtubulaire neuronal. Le rélenpipal de la protéine Tau est lié a la
polymérisation des microtubules. Selon son niveau ptiosphorylation, elle permet le
développement ou, a I'inverse, prévient la formmati@ 'axone [45] et exerce un rdle sur la
polarité cellulaire du neurone [7]. Des formes amales hyperphosphorylées de la protéine
Tau sont impliguées dans plusieurs maladies negédgatives, regroupées sous le terme de
tauopathiesdont la maladie d’Alzheimer. Une expression nentonale de la protéine et des
ARN messagers Tau a également été mise en évidamseplusieurs organes et tissus, dont
le testicule [2, 27, 30, 54].

La spermatogenése est un phénoméne dynamiquelmied#ans les testicules au moment de
la puberté. A cette période, les cordons sexuelpesméabilisent puis se transforment en
tubes séminiféres. Les tubes séminiféeres sont itodstpar un épithélium composé de
2 populations cellulaires distinctes: les celludesSertoli (cellules somatiques) et les cellules
germinales a différents stades de division et &férdnciation (Figure 1). La spermatogenese
se découpe en 3 étapes distinctes : mitose, méiageermiogenese. Elle englobe la totalité
des divisions des cellules germinales et du déypelognt des gametes, de la spermatogonie
diploide (cellule germinale primordiale) au gambéploide : le spermatozoide. La division
des cellules germinales débute avec la prolifémgbiar mitose des spermatogonies, situées en
périphérie des tubes séminiferes sur la membrasaldaElle progresse en direction de la
lumiéere des tubes, les cellules germinales suliidear? divisions méiotiques donnant lieu
successivement aux stades intermédiaires de smmytat! (spermatocyte primaire), de
spermatocyte 1l (spermatocyte secondaire) et eulen spermatide. La formation du
spermatozoide mature résulte de la différenciatiaploide des spermatides. Cette phase,
appelée spermiogenése, est un processus longs espieeialisé présentant 16 étapes chez la
souris et 8 chez 'homme [29]. Au cours de la spegenése, la cellule change de
morphologie avec un allongement du noyau. La fopnise par la cellule est espéce-
spécifiqgue (exemples : forme de crochet chez laisoiorme en raquette chez ’lhomme). La

chromatine nucléaire se compacte de facon a pesiéntégrité de ’ADN.
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Le réle du cytosquelette, particulierement des atidyules, durant les événements cellulaires
de la spermatogenése est essentiel. Ces événesoanizermis grace a la nature dynamique
des microtubules. Les microtubules sont des strestucylindriques polarisées du
cytosquelette formées atubuline (extrémité (-)) e-tubuline (extrémité (+)). lls sont
soumis a un phénomene d’instabilité dynamique. tr&wité (+) du microtubule alterne des
phases de croissance et de rétrécissement taralieguémité (-) est généralement ancrée a
d’autres structures cellulaires. Le role des midrates est indispensable dans la stabilisation
de la forme cellulaire, la mitose, et le transpoiitacellulaire [23, 41, 42, 43, 57]. La polarité
et la dynamique microtubulaire sont régulées pHérgints facteurs et protéines, notamment
par les MAPs [8]. De ce fait, les testicules repréent une réelle source d’étude de MAPSs,
particulierement de la protéine Tau, au cours dpé&matogenese.

Au niveau testiculaire, I'épithélium des tubes sd@fares est riche en microtubules [14]. Le
réle des microtubules est nécessaire au bon fonwiment de la spermatogenése [56]. lls
sont impliqués dans le maintien de la structureagdisiles de Sertoli [49, 50], la méiose, la
polarisation et la mobilité des cellules germinalegransport des spermatides en élongation a
travers I'épithélium seminifere au cours de la spegenese [58]. En effet, les microtubules
ont été mis en évidence dans les fuseaux mitotigaesspermatogonies, ainsi que dans les
fuseaux méiotiques des spermatocytes | et Il [#&].cours des divisions mitotiques et
meiotiques, les microtubules participent au mouvendes chromosomes vers les péles [21].
lls sont également présents au stade spermaticemn@nt dans la manchette et dans
'axonéme. L'absence ou l'existence d’anomaliescds microtubules peut résulter en une

baisse de la fertilité, voire une infertilité [29].

Dans cette revue, nous présentons une vue d’ensatallexpression et de I'implication de
la protéine Tau dans le testicule. La littératwaitant de la protéine Tau neuronale est riche,
mais les études portant sur cette protéine au mitesdiculaire sont peu nombreuses.
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Structure et localisation de la protéine Tau
Structure

La protéine Tau a été I'une des premieres MAPscbtériaée [63]. Elle a été découverte dans
le cerveau de porcin par cette équipe alors acleerehe de promoteurs de I'assemblage de la

tubuline dans les microtubules.

Tau est une protéine cytosolique dont le géneoeslisé sur le bras long du chromosome 17,
au niveau 17921 [24] et possede 16 exons (Figurd2)protéine se découpe en quatre

régions distinctes [41] :

% La région N-terminale riche en acide aminé aciddge par les exons 1 a 5,

% Larégion riche en proline, codée par I'exon 7agtiemiere partie de I'exon 9,

% La région contenant les domaines de liaisons agxatibules qui est codée par les exons
9 a 12. Cette région contient 3 ou 4 séquenceséep€¢R) de 18 acides aminés: R1, R2,
R3 et R4. Chaque région est séparée par des ségueter-répétition de 13 ou 14 acides
aminés,

% Larégion C-terminale codée par I'exon 13.

Dans le neurone, la fonction principale de la prn&éTau est d’assurer 'assemblage des
diméres o/p de tubulines [9] et la stabilisation des microtiesuen empéchant leur

dépolymérisation [6, 18]. Une balance entre liaisbdétachement de Tau aux microtubules
est nécessaire pour un fonctionnement normal duoneu[58]. Plus généralement, la
dynamique des microtubules est nécessaire pod@olganisation rapide du cytosquelette, la

plasticité synaptique, la mitose, la mobilité cialire, la fonction ciliaire [22, 23].

Localisation

Chez I'hnomme et différentes espéces animales oi@ipe Tau est détectée dans le cerveau, le
coeur, le muscle, le poumon, le rein, le pancréds ®ie [27, 32, 61]. Son expression dans
'appareil reproducteur méale est également rappof2é 27, 30, 54]. Dans le testicule de
souris, la protéine Tau est exprimée dans [I'épithél séminifere depuis le stade
spermatogonie jusqu’au stade spermatide [30]. Datesticule du bovin, elle a été localisée
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au stade spermatide [2]. Chez 'homme et pour &ampre fois, nous avons rapporté son
expression dans le testicule et le spermatozoiaeuld [54]. Dans le testicule humain, la
protéine Tau est exprimée dans le cytoplasme dumspecyte et de la spermatide en
élongation (Figure 3). Dans le spermatozoide éfacalle est exprimée dans la piece

intermédiaire du flagelle (Figure 3).

Dans le testicule du bovin, la protéine Tau estriex@e au niveau de la manchette des
spermatides [2]. La manchette est une structureotnisulaire transitoire qui se forme au
cours de I'élongation nucléaire de la spermatidi. [Blle est composée de microtubules et de
MAPs. Le rble de la manchette est le transport gledéines le long des microtubules,
protéines essentielles pour la formation du flaggdbur la forme du noyau et la condensation
de la chromatine [33]. Une atteinte de la manchatiecours de la spermatogenése est
responsable de la formation de tétes spermatiqnesmales [12, 44]. En perspective, la
détection de la protéine Tau a cette étape dedarsgiogenese et dans la manchette chez
’homme pourrait étre en faveur d’'une action deptatéine lors de la mise en place de la

manchette et de I'allongement en spermatozoide.

Isoformes de la protéine Tau et épissage alternatif

La protéine Tau dans le testicule murin est détestéis forme de 2 bandes majoritaires de 34
et 37 kDa, alors que I'épissage alternatif du tnainprimaire de Tau dans le cerveau produit
six isoformes de poids moléculaire apparent enfeetd 67 kDa [27]. Ces observations
suggerent la présence d’isoformes testiculairefrdifites des isoformes neuronales [27].
L’isoforme Tau testiculaire pourrait correspondréigsoforme D mise en évidence dans le
foie de souris [30, 32].

La sélection des 16 exons de Tau est réegulée pa@pissage alternatif, principalement des
exons 2, 3 et 10 (Figure 2) [25]. Dans le cerveamdin adulte, I'épissage alternatif de ces
trois exons donne lieu a la formation de six isofes majeures codant des protéines de 352 a
441 acides aminés : ON3R, ON4R, 1N3R, 1N4R, 2N3RMAR. Les isoformes Tau ON
excluent les exons 2 et 3, les Tau 1N possédexnri’@ mais pas I'exon 3 et les Tau 2N
présentent a la fois les exons 2 et 3 [46]. Leforsmes 3R possedent 3 séquences répétées de
liaison aux microtubules, tandis que les isofordlRsen possédent 4, du fait de l'inclusion de

'exon 10. Il existe également une isoforme de haaitls moléculaire appelée « big Tau »
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correspondant a la forme 2N4R additionnées de @di2lues codés par I'exon 4A [13, 26].
Cette forme est minoritaire dans le cerveau. Htepeésente essentiellement dans le systeme
nerveux périphérique. La comparaison de I'épissdtgrnatif de Tau dans le testicule et le
cerveau a été réalisée chez l'animal [27]. L'émssalternatif de Tau semble étre tissu-
spécifique (Tableau 1). En effet, le testicule atlecomporte une majorité d’'isoformes Tau ON
et une minorité de Tau 1N et 2N. Les isoformes 38Rt plus nombreuses que les 4R.
L’isoforme « big Tau » (exon 4A+) est tres minariga En comparaison, le cortex cérébral de
rat contient une quantité équivalente d’isoformas UN et 1N, et essentiellement les formes
4R. L’isoforme « big Tau » reste minoritaire. Aualodans le testicule, les exons 2, 3 et 10

semblent étre le plus souvent épissés.

Roéle(s) putatif(s) de la protéine Tau au niveau téisulaire
Polymérisation des microtubules et phosphorylation

L’activité biologique de la protéine Tau dépendpanmtie de son état de phosphorylation, qui
peut influencer son affinité pour les microtub@s38, 55]. La phosphorylation représente la
modification post-traductionnelle principale depiatéine Tau. Elle a pour conséquences un
détachement et une déstabilisation des microtubfdes, 10, 11, 20, 39]. L’équilibre
phosphorylation-déphosphorylation de la protéineassuré par la balance des activités de
nombreuses kinases et phosphatases [38, 51, 55mBias de 85 sites de phosphorylation
ont déja été identifiés sur la protéine Tau [7, 28, Une phosphorylation anormale ou une
hyperphosphorylation entrainent une dissociatios aécrotubules [4] et s’associent a la
formation d’agrégats filamentaires de Tau appetdep hélicoidales de filaments (PHF). Les
PHF sont responsables de la dégénérescence desexet de désordres neurologiques [24].
Le concept de protéines Tau pathologiques est li@yper et phosphorylation anormale
conduisant a I'accumulation des PHF [52].

Dans le testicule de souris, les sites de phostatamy physiologiques de la protéine Tau ont
récemment été mis en évidence dans le cytoplassespirmatocytes [30]. Au cours de la
meiose, la phosphorylation de Tau coinciderait awee diminution de l'acétylation de la

tubuline [30]. L'acétylation est une modificatioe th tubuline, synonyme de polymérisation.
Dans le testicule, la phosphorylation de Tau pdudanc étre impliquée dans la stabilité du

fuseau mitotique au cours de la division méiotiges cellules germinales. La ségrégation
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chromosomique au cours de la méiose est contrédéd'glongement et la rétraction de
fuseaux microtubulaires, nécessaires a l'attacherdes kinétochores des chromosomes
durant la métaphase [35, 62]. Ces fuseaux, pritaipent composés de microtubules, sont
contrblés par des MAPs. La phosphorylation de tagme Tau pourrait étre impliquée dans
les mouvements d’extension et de rétraction desomicules au cours de la méiose [30]. Les
erreurs de ségrégation survenant pendant la mésasg a l'origine d’aberrations

chromosomiques, ayant pour impact la transmissieenteelle a I'enfant d’anomalies

chromosomiques pouvant étre responsables de malfioms. De nouveaux travaux sont
nécessaires pour déterminer si des altérationsolpgijues de la phosphorylation de la

protéine Tau pourraient ou non contribuer aux esrde ségrégation des chromosomes.

Polarité cellulaire

L’acquisition de la polarité cellulaire est esselgi au fonctionnement d'une cellule,

notamment des cellules épithéliales [47], des mmg§36]et des cellules spermatiques [56].

La spermatogenese chez les mammiféres est casgetépiar d’'importants changements
cellulaires permettant la transformation d’uneudellronde non polarisée (spermatogonie) en
une cellule polarisée et mobile (spermatozoideqcduisition de la polarité cellulaire est

indispensable a la formation d’un spermatozoiderfdant. Au stade spermatide, I'appareil
de Golgi se déplace d’'un c6té du noyau alors gsiedatrioles migrent en direction opposeée.
La présence de I'acrosome au pole apical et delfiag I'extrémité opposée attestent de la
polatité du spermatozoide [56].

Similairement, l'une des caractéristiques morphiojogs des neurones est leur structure
polarisée. Durant ce processus de polarisationtidia coordonnée d’'un certain nombre de
molécules, dont les MAPs, régulent le réseau deatuibules du cytosquelette pour le
maintien et le développement des compartiments axeinsomatodendritique [1, 31]. Au
cours de l'allongement d’un neurone, la protéina $éole progressivement dans lI'axone et
la protéine MAP2 migre dans la partie dendritigndamation. En régulant 'assemblage des
microtubules, les protéines Tau et MAP2 exercentlmsur la polarité cellulaire du neurone
[16].

L’expression de la protéine MAP2 a également étéermen évidence dans les celulles

somatiques et germinales du testicule de rat [4D]existe donc des similitudes
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morphologiques et fonctionnelles entre le neurdresecellules germinales, notamment sur la
polarité. D’autres protéines jouant un réle dangdéarité cellulaire, comme les MARKSs
(microtubules affinity-regulating kinases), vienhesonforter I'analogie entre le systéme
neuronal et testiculaire [59]. Les MARKs ont étealévertes dans le cerveau pour leur role
dans la phosphorylation de Tau [19]. Les MARKs également été identifiées dans le
testicule, notamment dans les cellules de Settddisecellules germinales au stade spermatide
[58].

Au total, de ce qui précéde, il est possible d'émadthypothése d’'un réle de la protéine Tau
sur la polarité des cellules germinales a travergdulation des microtubules de I'épithélium

séminifére.

Conclusion et perspectives

Chez I'homme, les connaissances de la protéinealianiveau testiculaire sont parcellaires.
L’expression de la protéine et des ARNm Tau a éiéenen évidence au niveau de
I'épithélium séminifere dans les spermatocyteestspermatides chez ’lhomme. La protéine
est également exprimée dans le spermatozoide hujaainlé. Elle est localisée au niveau de
la piéce intermédiaire du flagelle. Le rble présidimpact de la protéine Tau testiculaire et
spermatique ne sont pas connus, mais quelques Hegest comme la stabilisation des
microtubules au cours de la spermatogenése etriipation a la polarité des cellules

spermatiques peuvent étre avancées.

De nouveaux travaux sont nécessaires pour commdadrmécanismes et les réles de la
protéine Tau au sein du systéme de reproductiortutiasau travers de modéles animaux.
Les souris déficientes en protéine Tau présenterdéweloppement normal, n’affichent pas
d’anomalies histologiques cérébrales et sont cagat# se reproduire [15, 17], suggérant que
d'autres MAPs pourraient compenser la perte dardééine Tau. A I'avenir, I'analyse de
modéles transgéniques [37, 60] pourrait permetgtudier I'impact de la surexpression de

Tau sur la spermatogenese.

Conflit d’'intérét: Aucun conflit d'intérét n'a été rapporté par legers.
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Figure 2:Schematic representation of the gene of humanpiatein, of the primar transcript
and of the six main isoforms issued from the alitwe splicing in the adult human brain.
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Figure 3:Tissu testiculaire humairA, B) et spermatozoides éjaculéC) traités avec un
anticorps anti-Taua-c,  etcontrbles d, f).

(a) Dans le tissu testiculaire, le marquage est eBsaux stades spermatocyte et sperma
(b) Dans les spermatides en élongation, le marquagie a l'arrriere du noyaic) Dans
les spermatocytes, le marquage fluorescent etoplasmique périnucléairee) Dans les
spermatozoides, le marquage fluorescent est obslan® la piece intermédaitAdapté de
Sigalaet al.[54] et © De Boeck Université, 200

Figure 3:Micrographs of human testicular tissiA, B) and ejaculatedperm C) treated with
anti-Tau antibodyd-c, €) and controlsd, f).

(& In testicular tissue, Tau immunoreactivity is eb®d in both spermatocytes &
spermatids. i) In elongated spermatids, the immunolabelled zenécated behind th
nucleus. €) In spermatocytes, cytoplasmic fluorescent dotdarated all around the nuclet
(e) In spermatozoa, fluorescent Tau labelling is oles in the midpieceAdapted from
Sigalaet al.[54] and© De Boeck Université, 200

Tableau 1Epissage alterndtiles transcrits de Tau dans le testicule et legarérébral de r:
[27]. Les isoformes majoritaires sont inscritecaractéres gra

Table 1:Alternative splicing of the Tau transcripts in ttag testis and cerebral cortex [2
The principalisoformes are underlying in bo

Exons soumis a . . .
- . Testicule rat Cortex cérébral rat
I'épissage alternatif

ON ON

Exons2 et3 IN 1N
2N 2N

3R 3R

Exon 10 AR 4R
4A- 4A-

Exon 4A AA+ AA+

127



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Articles 1 & 2

DISCUSSION Articles 1 et 2

Dans ce travail, nous avons rapporté I'expressmtadprotéine Tau, protéine associée aux
microtubules, largement décrite dans la littératarka fois dans le testicule humain et dans le
spermatozoide humain mature. De plus, nous avorshelta littérature scientifique sur la
protéine Tau en proposant une revue traitant depiéssion, de la localition et des roles
putatifs de cette protéine dans le testicule sprmatozoide.

L’épithélium des tubes séminiferes chez les mammesfeposseéde un vaste réseau de
microtubules, présents au niveau des cellules dwmlSedes cellules spermatiques et des
spermatozoides, notamment au niveau de la manchidtd’axonéme, et des fuseaux
méiotiques et mitotiques (Ashmaet al., 1992). Les microtubules présentent des
morphologies et des roles différents (Ashreaal.,1992). Au cours de I'élongation nucléaire
au stade spermatide (Kierszenbaum & Tres, 2004 lorme une structure transitoire : la
manchette. Il s’agit d’'une gaine composée de mituges et de protéines associées aux
microtubules. Les microtubules contenus dans la chgtte apparaissent lorsque la
spermatide commence a s’allonger et disparaissemttda fin de I'élongation et de la
condensation du noyau spermatique (Hemthal., 2010). Le cercle péri-nucléaire, dont la
structure est identique a la manchette, entoubasa du noyau en élongation et joue un réle
dans la forme du noyau et la téte du spermatoz(fikrszenbaum & Tres, 2004). On
remarque donc que l'allongement des spermatidesréegilé par un vaste réseau de
microtubules : axonéme, manchette, cercle péririceret. Notre travail met en évidence la
présence de la protéine Tau dans le testicule mumax stades de spermatocyte et de
spermatide allongée. Le marquage se situe a lahggie des cellules. Ces résultats sont en
accord avec ceux d’Ashman et collaborateurs (Ashetaal., 1992) qui ont montré une
localisation de la protéine Tau au niveau de laghatie des spermatides en élongation chez
le bceuf. Si nous ne sommes pas en mesure d’affawrear autant de précision la localisation
de la protéine dans les cellules spermatiquesrémdtats retrouvent la protéine a ce méme
stade de la spermatogenese chez 'lhomme. La d#tedzila protéine Tau a cette étape de la
spermatogenése pourrait donc étre en faveur d’ctienade la protéine au moment de la mise
en place de la manchette et de l'allongement dursggezoide. Or il a été montré qu’'une
formation défectueuse de la manchette est une chingertilité (Mochidaet al.,1999). Chez
les souris homozygotes pour la mutation « abnosgpalrmatozoon head shape » (azh), les

spermatides allongées présentent une manchettmaleoau niveau du cercle péri-nucléaire
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et 100 % des tétes spermatiques sont de forme aterians le spermatozoide mature, en
revanche, la protéine est localisée dans la piatermédiaire. Ces résultats permettent
d’envisager de poursuivre ce travail en microsc@béetronique pour une analyse plus fine

des spermatozoides et de la piéce intermédiaim@muanocytochimie.

Les hypotheses sur I'implication et le role de fatgine Tau suite a nos observations lors de
ce travail doivent cependant étre émises avec eariaiice prudence. En effet, au cours d’'un
précédent travail de notre équipe sur la protéiae (Master 2 Recherche), nous avons eu
recours a des souris Ki@u, notamment pour évaluer la production spermatejua mobilité
des spermatozoides épididymaires murins. En compé&aconcentration et la mobilité en
spermatozoides entre des souris wild-type, hétgamieyet KOtau, nous n'avons pas relevé
de différence notable pour ces 2 parametres exdr8 tatégories de souris. L’hypothése que
nous avons émise est que la protéine Tau au nieséigulaire interviendrait assez peu dans
la spermatogeneése. Cependant, nous ne pouvonsopaplus écarter la possibilité d’un
systeme de compensation au niveau testiculaire asnd@bsence de protéine Tau. Des
systemes de compensation ont déja été observédalapsrmatozoide, notamment dans la
manchette (Kierszenbauet al.,2003). Kierszenbaum et collaborateurs ont avanedejfait

de retrouver de F-actine dans la manchette sudgg&istence d’un mécanisme de transport
de protéines concomitant, basé a la fois sur lesomibules et sur I'actine, qui permettrait
d’assurer les « cargaisons de protéines » via I'l{gdur intramanchette transpoxt Nous
pouvons donc penser que l'absence de la protéine plasse étre compensée par un

mécanisme secondaire ou de secours.

Les études sur la protéine Tau au niveau testreulsont trés peu nombreuses dans la
littérature. Nos travaux montrent que cette praést présente dans ce tissu. lls pourraient
donc étre le point de départ d’études sur le rdkentiel de la présence de Tau dans la
spermatogenése chez 'lhomme, méme si nos prengigutats n'ont pas permis d’en mettre

en évidence.
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Article 3

Associations between progressive maotility,
the human sperm proteome and

A-kinase anchor protein 4

Jumeau F*Sigala J, Fernandez-Gomez FJ, Carpentier C, Obriot H,
Eddarkaoui S, Duban-Deweer S, Hachani J, RigotBlMge L,
Devos P, Béhal H, Sergeant N**, Mitchell V**,

* et** : ces auteurs ont respectivement contribadaton égalitaire a ce travail.
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Au cours des travaux préliminaires de notre équiigdide « sans a priori » du protéome
global de 161 échantillons individuels de spermaides a permis de définir 2 profils
protéiques distincts : un profil « non protéolyséosotéome A) et un profil « protéolysé »
(protéome B). La mobilité progressive des échamifll de spermatozoides présentant un
profil A était significativement plus élevée qudlealu protéome B, tout en restant dans les
limites de normalité définies par 'OMS (World HemlOrganization, 2010). Un marqueur
biologique qualitatif majoritaire a pu étre mis @ridence par spectrométrie de masse en lien
avec cette protéolyse : la protéine AKAP4. Cettet@ne étant spécifique de la cellule
spermatique, nous nous sommes focalisés en prgunitéette protéine. Les premiers résultats
ont donc montré que le protéome global du spermé@ezhumain était corroboré avec
I'expression de 'AKAP4 et en corrélation avec lahitité spermatique. Partant de ce constat,
nous avons eémis I'hypothese que I'expression ajuantification de la protéine AKAP4
pourraient représenter un test d’évaluation comptéaire de la qualité spermatique chez les

patients infertiles.

Pour répondre a cette question, nous avons expiitéhorte de 161 échantillons dont le
protéome global a été évalué au cours du travaddutent, afin de caractériser et quantifier
les niveaux d’expression de 'AKAP4 par immunoenimiee Une analyse de classification
hiérarchique a ensuite été appliquée aux differgmtxluits de I'AKAP4 ainsi qu’aux

variables spermatiques.

L’analyse de I'expression de 'AKAP4 a montré desfits d'expression distincts, caractérisés
principalement par des différences entre les pteddé protéolyse. La protéine AKAP4
(85 kDa) et la pro-AKAP4 (110 kDa) ont été détestdans tous les échantillons de sperme
provenant du protéome A. Dans les échantillonspgensatozoides du protéome B, différents
produits de dégradation ont été observes (35, 460ekDa). Apres quantification, nous
observons que la pro-AKAP4 est positivement coeréd@ec la mobilité progressive des
spermatozoides sélectionnés par gradient de ddipsit€0,0464), tandis que les fragments

protéolytigues AKAP4 sont corrélés avec le nomlaegermatozoides.

Malgré de nombreuses observations d’importancée étide n'a pas permis de fournir une
explication mécanistique de la protéolyse de 'AKIARIOs résultats ont mis en évidence que
le protéome spermatique humain et la protéolys¢’ AleAP4 peuvent différer entre des
individus. De plus, nous observons que ce n'estdiextement l'intégrité de la protéine
AKAP4 qui est un indicateur positif de la mobilggermatique mais celle de son précurseur,
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la pro-AKAP4. Cela suggere que le protéome speguatihumain et l'expression de
'AKAP4/pro-AKAP4 pourraient contribuer a I'étaldisment d'un test moléculaire afin
d’évaluer la qualité du spermatozoide chez lesepttiinfertiles. Ce travail correspond a

I'article 3.
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Abstract

This study was designed to investigate whethernsggarameters are related to the sperm
proteome and the processing of A-kinase anchoejrdt (AKAP4). One hundred and sixty-
one individual sperm samples were analyzed withdbmensional (1-D) gel electrophoresis.
Major differences between samples (including theele of A-kinase anchor protein 4
(AKAP4)) were characterized by mass spectrometr)KAR4 expression was further
investigated by Western blotting of sperm. Spermas showed distinct proteome patterns,
characterized by intense bands (group A) or weakd®ggroup B) in the 80-110 kDa
molecular weight range. Progressive sperm motiiag significantly higher in group A than
in group B (p=0.025). AKAP4 showed several distiesfpression patterns, which were
mainly characterized by differences in proteolysisducts. Levels of a 100 kDa AKAP4
protein comprising the pro-domain were positivadyrelated with the progressive motility of
separated spermatozoa (p=0.046). Levels of AKARsteplytic fragments of 35, 45 and
60 kDa and the cumulative level of 35, 45, 60, 8@ 400 kDa fragments were correlated
with the sperm concentration (p<0.001). Our ressiiggest that the sperm proteome profile
and the AKAP4 processing patterns could serveabdiis of a clinically valuable molecular

assay for sperm motility.

Study funding and competing interest(s)This study was funded by a PhD grant from Lille
University Hospital (awarded to Fanny Jumeau) angramt from the French Ministry of
Health (Clinical Research Hospital Program 2009; 2@09 07). LB, VM and NS are co-

founders of the SPQI spin-off involved in biomarkegsearch in male infertility

Keywords: sperm motility, proteome, AKAP4

134



These d’Université Julien Sigala Travaux de Theése : Article 3 en soumisssion

INTRODUCTION

Semen analysis is of fundamental importance inctieracterization and diagnosis of male
infertility. The routine evaluation of semen uswyaficluded a descriptive, qualitative analysis
of semen volume and pH, and sperm concentratitadjtyj] motility and morphology (Aitken,
2006; Lewis, 2007). However, spermatozoa in thecutgde display considerable
heterogeneity in many respects, and some infgrtifitated aspects of sperm dysfunction are
not always apparent in a conventional semen arsa{@i et al., 2004; Pixton, 2004; Turek,
2005). Indeed, some infertile men may have a norspakm analysis. Hence, idiopathic
infertility (Kumar et al., 2006) is diagnosed incaib half of all men consulting in andrology
clinics (Holt and Van Look, 2004; Krausz, 2011).eTburrent limitations of conventional
sperm analysis has highlighted the need for bettekers of sperm quality in general and the

live birth rate (by means of natural conceptiomssisted reproduction) in particular.

Given that protein synthesis is quiescent in sptorta, assessment of the sperm proteome
provides quantitative and qualitative informatiam ey regulators of sperm function. Much
effort has been focused on several specific speateips in an attempt to identify biomarkers
of relevance to specific sperm functions (such tes regulation of motility, capacitation,
acrosome reaction, and fertilization) and thus niaflertility. A number of researchers have
studied the sperm proteome in infertile patienta € al., 2012) and have sought to identify
correlations between levels of human sperm protmasother sperm parameters (de Mateo et
al., 2007). Other studies have characterized speoteins in infertile men with normal sperm
parameters (Pixton, 2004; Frapsauce et 2014; Légaré et al.,, 2014). However, the
proteomes of individual sperm samples have raregnbsystematically analyzed (Jumeau et
al., 2015). With regard to conventional semen patams, some studies have focused on
nucleoproteins (Torregrosa et al., 2006; de Mateal.e 2007; de Mateo et al., 2009). In
contrast, Silva (Silva et al., 2015) studied theoastion between semen parameters and the

activation of specific signaling pathways.

In the present study, we systematically assessegritteome (using one-dimensional (1D)
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)) of 1@tividual sperm samples from men
undergoing routine semen analysis in our assigptbduction unit. High-molecular-weight
proteins from the 1D gels were further characterizg mass spectrometry. A-kinase anchor
protein 4 (AKAP4) was formally identified as beimgsponsible for differences between
samples, and so was further investigated by Wedtdwtting. A hierarchical clustering
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procedure was used to study the correlation betwd&kP4 products and routine parameters

in both non-processed spermatozoa and separatedatpeoa.
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MATERIALS AND METHODS

Ethical approval

One hundred and sixty-one sperm samples from pgatisrdergoing routine semen analysis in
the Assisted Reproduction Unit at Lille Universitedical Center (Lille, France) were
subjected to a proteomics analysis (Fig. 1). Théigieants provided their informed consent
to the use of their semen samples for researclopasp The study protocol was approved by
the local investigational review boar@dmite de Protection des Personnes Nord OuestRV
16/53, Lille, France). The study was conducteddcoadance with Lille University Medical

Center’s regulations on clinical research.

Subjects

Individual, non-pooled, fresh semen samples weredudNone of the men had known
infectious diseases no had taken medications tbatdchave interfered with semen
parameters. Standard semen analysis was performmedrdang to the World Health
Organization guidelines (World Health Organizati@®10). Spermatozoa were separated
from the seminal plasma by density gradient cargafion through 45/90% PureSperm
(Nidacon, Mdlndal, Sweden) / Ferticult (Fertipred8nem, Belgium) media. A 1 mL aliquot
of each fresh semen sample was prepared for thegonics analysis as reported in Jumeau et
al. (2015).

Preparationof sperm proteins for the proteomics analysis

First, seminal plasma, immature germ cells, and-sperm cells were removed by
centrifugation (350 x g, 20 min at room tempergtuhgough 50% PureSperm / Ferticult
(Jumeau et al., 2015). Next, the sperm pellet veatlgwashed once by resuspension in 1 mL
of Tris-buffered saline (TBS: 10 mM Tris-HCI pH 7.400 mM NaCl) and further
centrifugation (350 x g, 20 min at room tempergtufée sperm pellet was then resuspended
in 500 pL of lysis buffer containing 20 mM Tris, 2%DS and 1% Nuclease Mix (GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA)atgs were sonicated on ice (40 Hz, 60
pulses) and centrifuged (14,000 x g, 20 min at 4Tk supernatants were recovered and

pellets were discarded. The protein concentratias \@ssayed according to Bradford’s
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method (BioRad, Hercules, CA, USA), according te tiit manufacturer’s instructions.
Protein lysates were stored at -80°C prior to asalyFor comparative purposes, the same
procedure was used to extract proteins from a hughablastoma cell line (T98).

One-dimensional SDS-PAGE

A total of 15 pg of protein from each individualespm sample or each T98 cell extract was
diluted in lithium dodecyl sulfate buffer (LDS 2kife Technologies, Carlsbad, CA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Rnoteomogenates were boiled for 10 min,
quickly spun at 500 x g (using a bench centrifug®) loaded onto a 4-12% acrylamide gel
(NuPage® Bis-Tris PreCast 12 wells, Life Technadsg Molecular weight markers (Novex
and Magic Marks, Life Technologies) were loaded ittie first well. Electrophoresis was
performed with a constant voltage of 200 V for 1Pllyacrylamide gels were stained with
Coomassie Blue reagent (0.1% Blue G250 (BioRadctdes, CA, USA), 50% ethanol (v/v),
10% acetic acid (v/v) and-H). Protein staining was visualized after destgmiith 7% (v/v)
acetic acid and 10% ethanol in® The gels were digitized with a Perfection V750 P
scanner (Epson France, Levallois-Perret, FranagPéiotoshop Element 9 Software (Adobe,
Paris, France). Coomassie-Blue-stained 1D gel jprpiterns were analyzed and bands were
guantified using ImageJ software (Schneider et28l1,2. Band intensities (corresponding to

the surface under the peak) were expressed imampiinits.

NanoLC matrix-assisted laser desorption/ionizatiotMALDI)-TOF-MS/MS

experiments and protein identification

Coomassie-Blue-stained protein bands were furthgpsinized. Nanoseparation was
performed with a U3000 nano high performance ligthdomatography system (Dionex-LC-
Packings, Sunnyvale, CA, USA). After a pre-concatitn step (using a C18 cartridge, 300
um, 1 mm), peptide samples were separated on a Pe@i& column (75um, 15 cm) by
applying an acetonitrile/0.1% TFA gradient: 0% acodgtile for 3 minutes, 0% to 15% over 7
minutes, 15% to 65% over 42 minutes, 65% to 90%r dveminutes and, lastly, 90%
acetonitrile for 6 minutes. The flow rate was set 300 nL/min, and fractions were
automatically collected every 30 seconds (giving 11 all) on an AnchorChip™ MALDI
target using a Proteineer™ FC fraction collectaui@r Daltonics, Bremen, Germany). Two
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ul of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (0.3 mg/mL agetone:ethanol; 0.1% TFA-
acidified water, 3:6:1 v/v/v) were added during tmlection step. Mass spectrometry (MS)
and MS/MS measurements were performed off-line gusin Ultraflex™ 1l time-of-flight
(TOF)/ITOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, BremGermany). The spectrometer's
parameters are given in the following section. Blepfragmentation was driven by Warp
LC™ software (Bruker Daltonics, Bremen, Germanggading to the following parameters:
signal-to-noise ratio >15, more than three MS/M&pstper fraction if an MS signal was
available, 0.15 Da tolerance for peak merge, aedettmination of peaks that appeared in

more than 35% of the fractions. Identification loé fproteins is described below.

Molecular mass measurements were performed in aitommode (using FlexControl™ 3.0
software) on an Ultraflex™ 1l TOF/TOF instrument, ieflectron mode for MALDI-TOF
peptide mass fingerprinting (PMF) or in “LIFT” moder MALDI-TOF/TOF peptide
fragmentation fingerprinting (PFF). External caditton over a 1000-3200 mass range was
performed using [M + H] + monoisotopic ions of bykihin 1-7, angiotensin |, angiotensin
II, substance P, bombesin and adrenocorticotramimbne (clip 1-17 and clip 18-39) using a
peptide calibration standard kit (Bruker DaltoniBsemen, Germany). Briefly, MS spectra
were obtained with an accelerating voltage of 25 &\eflector voltage of 26.3 kV and a
pulsed ion extraction of 160 ns. Each individuaapum was produced by accumulating data
from 800 laser shots. A maximum of five precursmmsi per sample was chosen for LIFT-
TOF/TOF MS/MS analysis. Precursor ions were acatddrto 8 kV and selected in a timed
ion gate. Metastable ions generated by laser-irdldegomposition were further accelerated
by applying 19 kV in the LIFT cell, and their masseere measured in reflectron mode. Peak
lists from MS and MS/MS spectra were generatedguBlexanalysis™ 3.3 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). Combined PMF and PREarches in the UnitProt
2012_06_database (ProteinScape™ 2.1, Bruker De#onBremen, Germany) were
performed with Mascot 2.3.02 (Matrix Science Ltayndon, UK). Taxonomic analysis was
restricted to human sequences. A mass toleran€& ppm and 1 missing cleavage site (for
PMF) and an MS/MS tolerance of 0.5 Da and 1 missilegvage site (for MS/MS) were
allowed. Carbamidomethylation of cysteine and otkaha of methionine residues were
considered to be fixed and variable modificatiorespectively. The relevance of protein
identities was judged according to the probablifsed molecular weight search score; the

threshold for statistical significance was sep40.05.
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Immunoblotting and quantification

The levels of AKAP4 were further studied using Véestblots. After SDS-PAGE, sperm
proteins were transferred onto 0.45 pm nitrocedlalonembranes (Amersham, Life Science
GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) using the NaPhiguid Transfer System (Life
Technologies), according to the manufacturer’srirtsions. Membranes were blocked in 5%
skimmed milk in Tris-HCI 15 mM pH 8.0/NaCl 140 mM0®%; w/v / Tween-20 (TNT
buffer). Membranes were incubated with the mouseARK amino-terminal antibody
(AKAP4 N-ter, 1:10000 in 1% bovine serum albuminS@/TBS; Ab 56551, Abcam,
Cambridge, UK), goat AKAP4 carboxy-terminal antigoAKAP4 C-ter, 1:5000 in 1%
BSA/TBS; Sc-66308, Santa Cruz Biotechnology, S&haz, CA, USA) overnight at 4°C
with rotation. Immune complexes were revealed afteubation with secondary antibodies
coupled to horseradish peroxidase (horse anti-molig#®000 in TNT; horse anti-goat:
1:20000 in TNT (Vector Laboratories, Burlingame, O8A)) and detected using the ECL™
chemiluminescence kit (Amersham, Life Science GEaltdeare). The luminescence of
immune complexes was measured with a LAS-3000 sy¢kaijifilm, Stamford, CT, USA),
and Western blot densitometry was performed usimageJ software (NIH). Protein loading
equivalency was confirmed using rabbit anti-histod8 antibodies (1:2000 in TNT;
Millipore, Billerica, MA, USA).

Immunofluorescence on fixed spermatozoa

Human spermatozoa were fixed in 2% paraformaldenyddBS for 15 min at room
temperature. After centrifugation (10 min, 350 x thile seminal supernatant was removed.
The sperm pellet was suspended in TBS, washed twiceentrifugation (10 min, 350 x Q)
and resuspended in 1QQ. of TBS. A drop was placed on a Superfrost® sl{t#enzel-
Glazer, Braunschweig, Germany). Slides were droe®fh and placed in an acetone bath for
5 min, washed twice in TBS 1x (5 min) and incubatgth the blocking solution containing
0.2% BSA in TBS for 1 h at room temperature. On@&dned pL of primary antibody
(AKAP4 N-ter diluted 1:500 and C-ter diluted 1:40@juted in TBS 1x were incubated
overnight at 4°C. The slides were then washed tiace5 min in TBS. Alexa secondary
antibodies 568 and 488 (Molecular Probes, Life Tetbgies) were diluted in TBS 1x
(1:400) and slides were incubated for 1 h at roemperature. Slides were washed twice (for
5 min) in TBS 1x. Next, slides were mounted withckéshield Mounting Medium with 4',6'-
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diamidino-2-phenylindole (H-1200, Vector Labora&si Burlingham, NY, USA), according
to the manufacturer’s instructions. The slides wemaged with an LSM 710 confocal
microscope (Zeiss, Jena, Germany). Acquisitionsewmerformed in sequential mode and
analyzed with Zeiss Efficient Navigation confocafte/are (Zeiss). To test for non-specific

binding, the primary antibodies were omitted froomirol incubations.

Statistical analysis

All the experiments reported here were replicatetbast twice using independent samples.
Statistical analysis was performed using SAS safweaersion 9.3, SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA). In a descriptive analysis, quantitativatad were presented as the median
(interquartile range). The normality of the datatdlbution was checked with a Shapiro Wilk
test. Due to the lack of normality, non-paramestatistical methods were applied (the Mann-
Whitney test and Spearman’s correlation coeffigiemh order to identify clusters of

parameters potentially correlated, a hierarchidaistering analysis was performed on
parameters (using Euclidian metrics and Ward’'s owthCorrelations were then studied
between parameters within clusters highlightede neshold for statistical significance was

set to p<0.05.
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RESULTS

Semen analysis

The median (interquartile range) age of the stuojyupation (n=161) was 34 (31-38) years,
the sperm concentration (€IML) was 85.0 (55.7-125), the total sperm count
(x10P/ejaculate) was 319.3 (220.8-497.5), the progres@iR) motility was 55 (45-60), and

the proportion of morphologically normal forms () was 34 (26.5-43.0). The median
(interquartile range) sperm concentration (i) after density gradient centrifugation was
46.8 (17.5-77.2) and the median PR motility (in®&)s 85 (70-90).

The electrophoretic protein pattern differs fromeogsemen sample to another

To evaluate the sperm proteome as a potentialatmliof sperm quality (in comparison with
sperm parameters), we analyzed Coomassie-blueedtdid gels (Fig. 2A). The protein
composition differed from one semen sample to arolut there were two major proteome
patterns. The first pattern corresponded to thegmee of intense protein bands at 110 and 80
kDa (a representative pattern is shown in Fig. [2Ae SPZ A). These samples (h=80 out of
161; 49.6%) were classified as “group A”. The setpnoteome pattern (n=81 out of 161,
50.4%) was characterized by a substantially lowéznisity or the absence of bands at 110
and 80 kDa (lane SPZ B in Fig. 2A). These samplesevelassified as “group B”. Less
strongly stained bands at molecular weights bel6WBa were also observed in group B and
were suggestive of a proteolytic process. Howetlee, addition of a protease inhibitor
cocktail during the sperm preparation did not cleatige number and intensity of bands

observed on Coomassie-Blue-stained gels in eittoerpgA or group B (Fig. 2B).

The electrophoretic sperm protein pattern is coateld with sperm parameters

We next looked at whether or not the electrophorsgierm protein pattern was correlated
with other sperm parameters (Table I). Groups ARBumtid not differ significantly in terms of
the median (interquartile range) age (34 (30-31) 3 (31-39) years, respectively; p=0.147).
The PR motility (in %) was significantly higher @925) in group A (55 (45-60)) than in
group B (50 (40-60)). The proportion of morpholadig normal forms (in %) was similar in
groups A and B (34 (28-43) and 34 (26-43), respelti p=0.789)].

142



These d’Université Julien Sigala Travaux de Theése : Article 3 en soumisssion

Mass spectrometry identification of AKAP4

The intensely Coomassie-blue-stained protein batds10 and 80 kDa in group A were
removed from the gels and (after trypsin digestiandlyzed using NanoLC-MALDI-TOF-
MS/MS. Six proteins were identified (Table 11): kéin type Il, A-kinase anchor protein 3
(AKAP3), glial fibrillary acidic protein, hexokinasl, A-kinase anchor protein 4 (AKAP4)
and angiotensin-converting enzyme. Given the szl significant difference in PR
motility between group A and group B samples in baad (Table 1) and the major proteins
involved in sperm motility on the other (Eddy et, &003), we hypothesized that differences
between groups A and B could be related to diffeesrin AKAP4 protein expression. To this
end, we analyzed AKAP4 levels by Western blottihthe 1D SDS-PAGE gels.

A Western blot analysis of AKAP4 expression corrmalted the 1D SDS-PAGE

sperm proteome analysis

A specific mouse anti-human AKAP4 N-ter domain madooal antibody was used to analyze
expression of the AKAP4 holoprotein (referred topas-AKAP4 of 110 kDa) in individual
sperm samples from groups A and B (Fig. 3). TheM+ier AKAP4 antibody labelled a band
at 110 kDa (corresponding to pro-AKAP4), which veegected in all the group A samples
(Fig. 3, AKAP4 N-ter, lane SPZ A). We next appli@ad antibody against AKAP4’s carboxy-
terminal (C-ter) domain. AKAP4 bands at 110 and KB\ were observed in all sperm
samples from group A (Fig. 3, AKAP4 C-ter, lane SR On the basis of their relative
molecular masses and relative abundance, theses bandt likely corresponded to pro-
AKAP4 (110 kDa) and pro-AKAP4 lacking the first 1&8nino acids (85 kDa). In contrast,
the AKAP4 pattern in group B differed when probehwhe N-ter and C-ter anti-AKAP4
antibodies. AKAP4 bands at 60, 45 and 35 kDa wetealed with the anti-AKAP4 N-ter
(Fig. 3, AKAP4 N-ter, lane SPZ B), whereas the -#i€iAP4 C-ter antibody labelled a single
band at 35 kDa (Fig. 3, AKAP4 C-ter, lane SPZ Bhldhg each of these Western blots with
anti-histone H3 revealed equivalent protein loadinthe specificity of staining was checked
with T98 cell lysates from a glioblastoma cell kge, which completely lacked AKAP4
expression when probed with anti-AKAP4 N-ter oreC-dntibodies.
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Anti-AKAP4 antibodies labelled the flagellum of hanmspermatozoa

AKAP4 within the spermatozoon was localized by inmofluorescence (Fig. 4). As
previously reported (Eddgt al, 2003), the staining was localized along the erérgth of
the principal piece of the sperm flagellum. Simileling patterns were observed for anti-
AKAP4 N-ter and C-ter antibodies. Neither the irsigyn nor the localization of the labeling
differed when comparing spermatozoa from groupsid B.

Western blotting and hierarchical cluster analysissperm parameters and the quantity of
AKAP4.

Since group A had a higher percentage of PR mepkrmatozoa and a different AKAP4
protein pattern relative to group B, we next assgsthe potential relationship between
Western blot patterns and the semen parametershi$oend, a Western blot analysis of
AKAP4 using the N-ter specific anti-AKAP4 antibodsas performed in individual sperm. In
order to normalize for the amount of total proteiqual amount of proteins from samp¥s
(a pattern showing a low level of AKAP4 holoproteind AKAP4 proteolytic fragments),
109 (with AKAP4 holoprotein at 110 kDa) antb3 (AKAP4 holoprotein and N-terminal
catabolic fragments at 100, 80, 60, 45 and 35 kkxke loaded onto each gel (Fig 5). The
mean band intensities in samp®&3 were determined and a normalizing factor was e
each gel. All AKAP4 bands stained with the anti-ARAN-ter antibodies were quantified (as
intensity values) using ImageJ Software. The AKARhd intensities and sperm variables
were analyzed in a hierarchical cluster analybis;resulting dendrogram is shown in Fig. 6.

The hierarchical cluster analysis revealed thrastets: the first cluster (A, Fig. 6) contained
the mean values of the AKAP4 N-ter bands at 110 ARK10), 100 (AKAP100), and 80
(AKAP80) kDa, the AKAP4/proteolytic fragment ratioBR motility before density gradient
centrifugation, PR motility after density gradieoéntrifugation, and the proportion of
morphologically normal forms. The mean value of AKKO0 was positively correlated with
the PR motility of spermatozoa after density gratieentrifugation (Table IIl; p=0.046).
There were no associations between the AKAP4/plgitedragment ratio, the PR motility
and the proportion of normal forms. The secondtelud, Fig. 6) contained the mean values
of semen volume, the multiple anomaly index, noogpessive motility and immotile IM

spermatozoa in semen and after gradient preparatianthird cluster (C, Fig. 6) depicted the
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sum of the N-ter AKAP4 and proteolytic products &00, 80, 60, 45, 35 kDa
(AKAP100 80 _60_45-35), AKAP4 at 60 kDa (AKAP60), #Ba (AKAP45) and 35 kDa
(AKAP35), the sperm concentration, the total speount and the sperm concentration after
gradient preparation. The mean values of AKAP10068045 35, AKAP60, AKAP45 and
AKAP35 were positively correlated with the sperrmcentration in whole semen and after
gradient preparation, and total sperm count (T&¥)e The mean values of AKAP45 and
AKAPG60 were positively correlated with the spermncentration and total sperm count
(Table IV).
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DISCUSSION

This is the first study to have analyzed the asdmri between conventional semen
parameters, the sperm proteome from individualmp@nd the processing of pro-AKAP4
and AKAP4. One of the key findings is that sperrmgkes from individuals exhibit distinct

proteomes. Proteolysis of AKAP4 holoprotein (coraimg the pro-domain) was positively
correlated with the motility of separated spermasgzwhereas the levels of proteolytic
products were correlated with the sperm count. @sults therefore suggest that AKAP4

processing might be a molecular marker for sperrilityo

In our proteomics analysis, the amount of protémasled from each sperm was standardized.
Nevertheless, there were noticeable inter-individiiferences in the sperm proteome —
primarily in terms of the amount of high moleculaeight proteins in the 80 to 110 kDa
range. It is noteworthy that the intensity of theo@assie-Blue-stained bands did not increase
with the amount of protein loaded (Fig.S1.A). Weoaprocessed a gel with silver staining,
which detects proteins with high sensitivity (Fi§1.B). The proteome profile in group B
might result from partial proteolysis of the spgsmteome. The sperm proteins were isolated
immediately after sperm liquefaction, which limitgatotein damage. However, sperm
samples treated with protease inhibitor cocktailega pattern that was much the same as with
untreated sperm (Fig 2.B). Nevertheless, we canmlet out the occurrence of a certain
amount of proteolysis sperm storage and transpitintrnthe male genital tract.

Mass spectrometry analysis of the 110 kDa bandeexield AKAP4 as one of the main sperm
proteins. Specifically, we showed that the expmsgiattern of AKAP4 holoprotein differed
from one individual to another. The expression &A#4 is restricted in germ cells but not in
the somatic cells of the testis or in any othesues (Fulcher et al., 1995), which provides a
unique opportunity to determine how expression esarin human spermatozoa. Since
proteolytic AKAP4 fragments were detected by uding anti-AKAP4 N-ter antibody, pro-
AKAP4 might be degraded by endoproteases at ther Gdgion of the protein. This
proteolytic process probably affected the AKAP4 poising the prodomain. Proteolysis of
AKAP4 had no major impact on the morphology of tflagellum nor the AKAP4
immunolabeling pattern - suggesting that the filsrgheath was properly assembled at the
microscopic level. It would be instructive to detéme the fate of signaling proteins in sperm

with proteolyzed AKAP4. The molecular basis fordbeesults remained to be determined.
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Another key finding of the present study was theeobation that pro-AKAP4 and AKAP4
are found in equal amount in human spermatozoainBuspermatogenesis, AKAP4 is
synthesized as a precursor that is subsequentlyeadieto the 85 kDa protein (Turner et al.,
1998). After more than 148 million years of divargenammalian evolution, the AKAP4
protein’s amino acid sequence has been highly ceedeHu et al., 2009). In the mouse
testis, AKAP4 is synthesized and incorporated itte nascent fibrous sheath late in
spermatid development (Brown et al., 2003). Howetlez pro-AKAP4/AKAP4 ratio varies
from one species to another and is greatest in huspgrmatozoa - indicating that pro-
AKAP4 processing in the human is less complete (aad possibly differs from) that in the
mouse and bull (Moss et al., 1999). Pro-AKAP4 ignid principally in epididymal sperm in
the mouse and the bull, whereas processed AKAH4uisd in ejaculated sperm in both
species. Our results suggest that in human speroattevels of pro-AKAP4 and AKAP4 are
equivalent. Although pro-AKAP4 is localized only the proximal portion of the principal
piece in murine mature cauda epididymal spermatdZaaner et al., 1999), we confirmed
that pro-AKAP4 and AKAP4 are found along the enkeregth of the principal piece in human

spermatozoa.

AKAP4 is the major fibrous sheath protein of thenpipal piece of sperm flagellum, and has
critical roles in motility (Miki et al., 2002). AKR4 knock-out mice are infertile as a result of
poor sperm motility associated with a thin printipgece and incomplete fibrous sheath
processing (Miki et al., 2002). AKAP4 fulfils a ntenical role by modulating the degree and
shape of flagellar bending. It recruits cAMP-depamtekinase A to facilitate phosphorylation
of neighboring proteins and thus regulates flagdilactions (Brown et al., 2003; Moretti et
al., 2007). Whereas the conversion of pro-AKAPAKAP4 is required for motility in mice,
no direct relationships have been evidenced in Imuamal it is not yet known whether pro-
AKAP4 or AKAP4 are either regulating sperm motilityterestingly, levels of pro-AKAP4
(100 kDa) and the long form of AKAP4 (85 kDa) wesignificantly correlated with the PR
motility of separated spermatozoa. PR motility ensidered to be an important, predictive
marker of successful fertilization and the fenilibutcome (especially for intra-uterine
insemination) (Merviel et al., 2010; de Araujo €t 2013; Ombelet et al., 2014; Guan et al.,
2016). In our study, the loss of 20 to 30 kDa (gatieg the 80 kDa AKAP4 polypeptide)
extinguished the correlation with PR motility. Fhetmore, endoprotease processing of the C-
ter region of AKAP4 might contribute to a partiaks of AKAP4 function.
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One important objective of the present study wasstbarch for potential correlations between
semen parameters and the expression of AKAP4. \¥ereéd that the level of pro-AKAP4
in the proteome was significantly and positivelyretated with PR motility in separated
spermatozoa. Density gradient preparation indudegparactivated sperm motility state that
is closely associated with capacitation. Densitadggnt centrifugation is the preferred
technique for sperm processing in assisted repta@udechnologies (e.g. intrauterine
insemination, or conventionah vitro fertilization alone or combined with intracytophais
sperm injection). The goal is to select highly regtmorphologically normal spermatozoa
with minimal levels of DNA damage. Cellular debiigound cells) is also removed by
centrifugation. Our present results are importantthat the long form of AKAP4 was
correlated with PR motility after density gradiecgntrifugation — a technique that is
commonly used in infertility clinics. However, tlsperm preparation media commonly used
for density gradient centrifugation interfere wigroteomics analyses. Thus, the sperm

proteome had not previously been studied in spamptes after density gradient preparation.

Our results suggest that C-ter proteolysis of AKARArough an as-yet undetermined
mechanism) could implement the analysis of sperrilitgo The inter-individual molecular
differences in the proteome pattern and AKAP4 esgicen might be related to sperm motility
rather than other sperm parameters (e.g. morphplo¢ hypothesize that the AKAP4
expression is sensitive to proteolysis and contebio the regulation/deregulation of sperm
motility. Moreover, our results are supported bg ttD SDS-PAGE Coomassie Blue and
Western blot analysis of AKAP4. AKAP4 not only hagivotal role in normal morphology
of sperm but may also influence sperm motility angght be a biomarker of value in
understanding prefertilization events. The presesilts have two important implications: (i)
there are substantial inter-individual differenaeshe sperm proteome and (ii) the detection
of the significant correlations between AKAP4 produand sperm parameters highlighted

functional roles of AKAP4 expression in the sperozat.

To the best of our knowledge, the present studliedfirst to have evidenced a link between
the sperm proteome, expression of AKAP4, and sgerameters in individuals. Assessment
of the human sperm proteome and AKAP4 processimgitihprovide information on protein
damage and might serve to develop a test that @mngits conventional sperm analysis. The
guestion of whether failure ah vitro fertilization is caused by abnormalities in AKAP4

expression merits further investigation.
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Figure 1: A schematic diagram of the strategy used to charazé¢ the sperm
proteome and the AKAP4 profile.

Figure 2: Coomassie Blue staining patterns in 1D SDS-PAGE®human sperm proteome.

Panel 2.A: lane SPZ A shows a homogeneous digtribudbf bands across the entire
molecular weight range. Panel 2.A, lane SPZ B diga a loss of high-molecular-weight
proteins and a gain in low-molecular-weight proteiRepresentative patterns are presented
(n=161).

Panel 2.B: the presence/absence of the proteakdtant{P1) cocktail did not change the SPZ

A or SPZ B sperm proteome profiles. Representgiateerns are presented (n=8).

Figure 3: AKAP4 expression, as revealed by representativet&iesdlotting of sperm from
the group A (SPZ A) and group B (SPZ B). Equal amiswf proteins were loaded. The

numbers to the left of the blots indicate the molacweights of standard proteins.

An antibody against the AKAP4 N-ter domain reveadesingle, prominent band at 110 kDa
in lane SPZ A and fainter bands between 30 andD@0ik lane SPZ B. An antibody against
the AKAP4 C-ter domain revealed two prominent baads00 and 85 kDa in lane SPZ A and
fainter bands at lower molecular weights in lan&Z &2 T98 glioblastoma cell lysate was

used as a control for protein expression (lane9.T98

Figure 4: Localization of AKAP4, as revealed by immunofluaresce labelling of
spermatozoa with anti-AKAP4 N-ter (A) and anti-AKAR-ter (B) antibodies.

AKAP4 was expressed along the entire length offldugellum’s principal piece. A negative
control (see the insert at the left bottom of fgg) corresponded to incubation with the

secondary antibodies alone.

Figure 5: Representative Western blots used for quantitatimalysis of AKAP4 N-ter
expression. Equal amounts of proteins were loadéé. numbers to the left of the blots
indicate the molecular weights of standard protefsparent molecular weights of AKAP4
protein bands used for the statistical analysesnaiieated to the right of the blot. Samplg
was excluded due to the lack of protein. Sperm $a#79, 109and153 were loaded on each
gel in the series, in order to normalize the bardnsity between gels and align the AKAP4

bands.
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Figure 6: A dendrogram showing the results of a hierarchataster analysis of AKAP.
products and sperm parametThree major clusters (A, B and C) were obsel

Supplemental Figure S1:Coomassi-Blue- (panel S1.A) and silvestained (panel S1.B) 1
SDSPAGE profiles of sperm lysates, with increasing ants of protein loaded (15, 20, -
and 30ug).

The gels are representative of the 1D -PAGE protein profiles of sperm lysates fi the
group A and group B. Increasing the protein loatirht change the patter

Individual
Fig. 1 semen samples

¢ purification {50% PureSperm-Ferticult)

Purified sperm
cells

washing {Tris-HCI-NaCl)
vcentrifugation

Sperm cell pellet

Vv lysis buffer-sonication

Sperm proteins

Coomassie Blue Quantitative analysis
1D SDS-PAGE — L o
staining (Imagel)
LC-MS/MS protein identification

Proteome characterization of the sperm proteins

¢transferto a nitrocellulose membrane

Woestern blotting
AKAP4 N-ter

v
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Fig. 6
Classification tree (Euclidian metric & Ward distance)
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Fig. S1
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Table I: Sperm parameters corresponding to the two majdaepnee patterns (A and B) in the study population.

Travaux de Theése : Article 3 en soumisssion

Data are quoted as the median (interquartile ramgehumber.

Tableaux

Sperm parameter Group A Group B Mann-Whitney test
n=80 n=81 p-value
Age (years) 34 (30-37) 35 (31-39) 0.147
Semen volume (mL) 3.75 (2.90-4.70) 3.5(3.1-4.5) 496.
Sperm concentration (x¥enL) 94.75 (57-149) 77.35 (55.75-106) 0.053
Progressive motility (%) 55 (45-60) 50 (40-60) ®02
Morphologically normal forms (%) 34 (28-43) 34 (28) 0.789
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Table II: Proteins contained in the 110 and 80 kDa bandewiolg in-gel trypsinization and mass spectromélgntification.

MW: theoretical molecular weight; pl: isoelectrioipt; Score: identification scoréPept: number of peptides sequenced; SC: overldptivt
protein sequence.

Accession MW [kDa] pl Score #Pept. [n] SC [%] Protein

K2C1_HUMAN 66.0 8.8 301.8 5 10.2 Keratin, type Il cytoskeletal 1
AKAP3_HUMAN 94.7 5.8 250.2 4 5.7 A-kinase anchor protein 3
GFAP_HUMAN 49.8 5.3 42.4 1 2.5 Glial fibrillary acidic protein
HXK1_HUMAN 102.4 6.4 118.6 2 3.2 Hexokinase 1

AKAP4_HUMAN 94.4 6.6 477.1 6 9 A-kinase anchor protein 4
ACE_HUMAN 149.6 5.9 56.7 1 0.8 Angiotensin-converting enzyme
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Table Ill: Statistical analysis of cluster A (Fig. 6) with egd to the relative values of tRAP N-ter products, ratios, the PR motility and
normal sperm.

The quoted values aBpearman’s correlation coefficigmiand the associated p value (in brackets). gradtigmt. PR: progressive.

PR_motility (%) PR motility_grad (%) Normal_forms (%)
AKAP110 0.073 (0.525) 0.150 (0.190) 0.057 (0.621)
AKAP100 0.077 (0.503) 0.227 (0.046) 0.065 (0.570)
AKAP80 0.002 (0.979) 0.221 (0.052) 0.025 (0.829)
RatioAKAP110_60 0.185 (0.105) 0.202 (0.077) 0.039 (0.735)
RatioAKAP110_AKAP60_45_35 0.182 (0.112) 0.123 (0.286) -0.006 (0.958)
RatioAKAP110_AKAP100_80_60_45_35 | 0.158 (0.168) 0.108 (0.346) -0.029 (0.796)
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Table IV: Statistical analysis of cluster C (Fig. 6) with aedj to the relative values of the AKAP N-ter prodithe sperm concentration and
total sperm count.

The quoted values aBpearman’s correlation coefficigmiand the associated p value (in brackets).

AKAP35 AKAP45 AKAP60 AKAP100 80 60 45 35
Sperm concentration (x10°) 0.449 (<0.0001) 0.463 (<0.001) 0.397 (0.0003) 0.508 (<0.001)
Total sperm count (x10°) 0.417 (0.0002) 0.416 (0.0002) 0.309 (0.006) 0.455 (<0.0001)
Sperm concentration after 0.344 (0.002) 0.154 (0.17) 0.134 (0.24) 0.303 (0.007)
gradient centrifugation (x10°)
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DISCUSSION Article 3

Au cours de ce travalil, I'analyse du protéome dlalbaspermatozoide par notre équipe, chez
des hommes issus de couples infertiles, a permisridhir les connaissances fondamentales
en mettant en relation la quantification de difféseniveaux d’expression de 'AKAP4 et de
la pro-AKAP4 avec les résultats des paramétresrsgtarues. Nous avons notamment montré
pour la premiere fois que la pro-AKAP4 est corrélgesitivement avec la mobilité

spermatique apres gradient de densité.

Au cours des premiers travaux de notre équipealyam des parametres spermatiques
conventionnels a montré un lien entre la mobilitgpessive et le protéome global
spermatique (tableau 1). De plus, I'étude pousséprdtéome global spermatique a mis en
évidence qu’un marqueur biologique qualitatif dérét (AKAP4) était retrouvé protéolysé
dans prés de la moitié des 161 échantillons. Auscaleé ce travail, nous nous sommes
intéressés a cette protéine AKAP4 car il s’agitné’yprotéine spécifique du spermatozoide,
dont le réle est de lier la PKA pour induire la riiéd du spermatozoide (Brown, 2002;
Moretti et al.,2007). Or, la mobilité spermatique est considémame un marqueur reconnu
de fertilité (Lewis, 2007) et un parametre prédide fécondation (Nallellet al., 2006).
L’AKAP4 a été largement étudiée dans les anomaleefiagelle du spermatozoide (Baccetti,
2005; Baccettet al., 2005). La mutation géniquakap4 mene a une absence relative de la
protéine ou a une forme anormale de 'AKAP4 et s @@omalies de la mobilité spermatique
(Baccetti, 2005). Cependant, les échantillonssdtilidans cette étude provenant d'hommes ne
présentant pas la mutation, il a été conclu que diéfgrences observées de mobilité

progressive entre les 2 groupes ne sont donc pisnegavec la mutation.

Par ailleurs, la protéine AKAP4 est synthétiséesdatforme d’un précurseur, la pro-AKAP4,
dont le pro-domaine de 188 acides aminés est ensliné pour donner la protéine AKAP4
au cours de la spermiogenése (Tumteal., 1998; Eddyet al.,2003). Selon les données de la
littérature, seule 'AKAP4 clivée a un role actifuconi et al.,2011). L’hypothese est que les
protéines de la gaine fibreuse synthétisées damerlgs de la spermatide pourraient étre
transportées jusqu’a I'axonéme sous la forme damplexe incompétent avec la pro-AKAP4
(Johnsonet al., 1997). Une fois la pro-AKAP4 clivée en AKAP4 adjvcette derniére
permettrait un arrangement correct de la gaineftibe. Il est donc mis en avant un réle inactif
de la pro-AKAP4. Cependant, nos résultats monttemte part, la présence de la pro-AKAP4

dans le spermatozoide mature, et d’autre part @se lintégrité de la pro-AKAP4 qui est un
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indicateur positif de la mobilité¢ spermatique aprgsadient. Ces nouvelles données

fondamentales apportent donc une vision nouvell®iuet de I'impact de cette protéine.

En conclusion, les résultats issus de ce travdilp@mmis de relever 2 éléments majeurs.
Premierement, des différences substantielles daxpréssion du protéome global des
spermatozoides sont présentes dans des échaniilltimgluels d’hommes issus de couples
infertiles. Secondairement, l'intégrité de la priéA®4 pourrait permettre de distinguer les
éjaculats présentant des spermatozoides submalbiesun processus protéolytique engageé,
et dapporter un complément d’information pour I|&fidition des limites de la

normozoospermie.
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DECLARATION (37 C.F.R. 1.63) FOR UTILITY PATENT APPLICATION USING AN
APPLICATION DATA SHEET (37 C.F.R. 1.76) AND ASSIGNMENT

Title of Invention: METHODS FOR DETERMINING HUMAN SPERM QUALITY
As a below named inventor, I hereby declare that:
This declaration and assignment document is directed to:
[ 1the attached application;

[X] United States application number 14/913,856 filed on February 23, 2016 5

[X] PCT imernational application number PCT/EP2014/068783  filed on September 5. 2014

The above-identified application was made or authorized to be made by me.

I'believe that | am the original inventor or an original joint inventor of a claimed invention in the
application.

I have reviewed and understand the contents of the application, including the claims.

I am aware of the duty to disclose to the United States Patent and Trademark Office all information
known to me to be material to patentability as defined in 37 CFR Scction 1.56.

Whereas, the undersigned inventor(s) has’have made certain inventions, improvements, and discoveries
(herein referred to as the “Invention™) disclosed in the above-identified patent application,

Whereas, INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE,
MEDICALE), having a place of business at 101, rue de Tolbiac, F-75013 Paris, FRANCE;
UNIVERSITE DE DROIT ET DE LA SANTE DE LILLE 2, having & place of business at 42 rue Paul
Duez, F-59800 Lille, FRANCE; AND CENTRE HOSPITALIER REGIONAL UNIVERSITAIRE DE
LILLE, having a place of business at 2 Avenue Oscar Lambret 1.ille, 59037 Lille, FRANCE (herein
referred to as “ASSIGNEE™), desires to acquire, and each undersigned inventor desires to grant to

. ASSIGNEE, the entire worldwice right, title, and interest in and to the Invention and in and to any and all
patent applications and patents directed thereto;

Now, therefore, for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency thereof being hereby
acknowledged, each undersigned inventor (“ASSIGNOR™) hereby sells or has sold, assigns or has
assigned, and otherwise transfers or has transferred to the ASSIGNEE, its successors, legal
representatives, and assigns, the entire worldwide right, title, and interest in and to the Invention, the
above-identified United States patent application, and any and all other patent applications and patents for
the Invention which may be applied for or granted therefor in the United States and in all foreign
countries and jurisdictions, including all divisions, continuations, reissues, reexaminations, renewals,
extensions, counterparts, substitutes, and extensions thereof, and all rights of priority resulting from the
filing of such applications and granting of such paten‘s. In addition, each undersigned invenior hereby
authorizes and requests the Director of the United States Patent and Trademark Office to issue any United
States Patent, and foreign patent authorities to issue any forgign patent, granted for the [nvention, to
ASSIGNEE, its successors, legal representatives, and assigns, the entire worldwide right, title, and
intercst in and to the same to be held and enjoyed by ASSIGNEE, its successors, legal representatives,
and assigns to the full end of the terms for which any and all such patents may be granted, as fully and
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entirely as would have been held and enjoyed by the undersigned had this Assignment not been made;
and each undersigned inventor agrees to execute any and all documents and instruments and perform all
lawful acts reasonably related to recording this Assignment or perfecting title to the Invention and all
related patents and applications, in ASSIGNEE, its successors, legal representatives, and assigns,
whenever requested by ASSIGNEE, its successors, lepal representatives, or assigns.

Each undersigned inventor acknowledges their prior and ongoing obligations to sell, assign, and transfer
the rights under this Assignment to ASSIGNEE and is unaware of any reasot why they may not have the
full and unencumbered right to sell, assign, and transfer the rights hereby sold, assigned, and transferred,
and has not exccuted, and will not exeeute, any document or instrument in conflict herewith. Each
undersigned inventor also hereby grants ASSIGNEE, its successors, legal representatives, and assigns, the
right to insert in this Assignment any further identification (including, but not limited to, patent
Application Number) which may be necessary or desirable for recordation of this Assignment.

T hereby acknowiedgc that any willful false statement made in this declaration is punishable under 18
U.S.C. 1001 by fine or imprisonment of not more than five (5) years, or both.

[ hereby autherize and'rcqucst aﬁy attorney of WHITHAM, CURTIS, CHRISTOFFERSON & COOK,
P.C., Customer No. 30743, to insert or correct any information concerning the identity of ASSIGNOR,
ASSIGNEE, or the above-menticned application (including the serial no. and the filing date).

(1) Legal Name of Inventor: Nicolas SERGEANT

Signature: Date:

(2) Legal Name of Inventor: Valérie MITCHELL

Signature: Date:

(3) Legal Name of Inventor: Fanny JUMEAU

Signature: Date;

(4) Legal Name of Inventor: Julien SIGALA

Signature; . Date;
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Article 4

Human sperm proteome profile and pro-A-kinase
anchor protein 4 (pro-AKAP4), new tracks to enhance

Assisted Reproduction Technologies (ART) outcomes.

Sigala J Jumeau F, Keller L, Barbotin AL, Eddarkaoui S riObH,
Dossou-Gbete F, Buée L, Drumez E, Sergeant N*, hditd/*.

* : ces auteurs ont contribué de fagon égalitaice &ravalil.

En préparation.

169



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Article 4 en préparation

Suite a I'étude du protéome global spermatiqueagpermis de définir 2 profils protéiques
distincts (i.e. un profil « non protéolysé » et profil « protéolysé ») un index de qualité
spermatique (SPQI) a été élaboré. Cet index est bas une méthode d'isolement des
spermatozoides, une méthode d’extraction des pestiéspermatiques et une meéthode
d’analyse par gel de polyacrylamide coloré au ldeuCoomassie. Deux groupes ont été
constitués via le calcul de cet index. Le group®BER refléte une répartition homogene des
protéines soit un profil protéiqgue «non protéolyséLe groupe SPQI B illustre une
protéolyse partielle de protéines de haut poids émuhire soit un profil protéique
« protéolysé ». Cette découverte a donné lieu Bramet européen, puis a une extension via
le Patent Cooperation Treaty (PCT) (cf. brevet \@imtion). Dans un deuxieme temps, le
travail précédent a abouti a I'identification d’omarqueur biologique qualitatif impliqué dans
la mobilité spermatique et en lien avec la protéelpbservée : la protéine AKAP4. Nous
avons complété ce travail en apportant des donfo@éementales nouvelles sur la protéine
AKAP4 et en établissant un lien entre I'intégrie ld pro-AKAP4 (précurseur de 'AKAP4)
et la mobilité progressive de spermatozoides s$eélewis aprés gradient de densité
(cf. article 3). Sachant que, lors d’'une tentatik&MP, les taux de fécondation, de qualité
embryonnaire et de grossesse sont liés a la nbpiermatique (Bhilawadikat al.,2013),
nous avons cherché a savoir si (i) I'analyse dtémme global spermatique via le SPQI d’'une
part et (ii) 'analyse de la protéine pro-AKAP4 dtee part, pouvaient représenter un(des)
test(s) prédictif(s) de succes lors de tentativids dde FIV ou d’ICSI.

Pour cela, nous avons confronté les résultats etgatives d’AMP des patients inclus dans
cette étude selon le profil « protéolysé » ou «pimiéolysé » du protéome spermatique
défini soit par le SQPI, soit par l'intégrité de pao-AKAP4. Dans un premier temps, nous
avons enrichi la cohorte initiale des 161 patiestsobtenu une cohorte finale de 253
échantillons de patients. A partir de cette cohdr&8 patients ont bénéficié d’au moins une
tentative d’llU, de FIV ou dICSI dans le servicee Biologie de la Reproduction-

Spermiologie-CECOS du CHRU de Lille. Cette etuddéaréalisée avec 3 cohortes distinctes
de patients toutes issues des 153 échantillongtiEnfs suivis en tentative. Dans un premier
temps, I'analyse des résultats d’AMP a été réalssten le protéome global via le SPQI, en
incluant la totalité des patients de notre cohmitéale ayant fait au moins une tentative, soit
n=153. Ce groupe est principalement constitué deerga normozoospermiques (77,7 %)
ainsi que d'un certain nombre de patients présénties altérations mineures au

spermogramme-spermocytogramme (22,3 %) telles qgéfnies dans le manuel de
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Laboratoire de 'OMS (World Health Organization,12). Dans un deuxieme temps, la méme
analyse a été effectuée en incluant uniguememiatsnts normozoospermiques de la cohorte
initiale (n=119). Enfin, les résultats d’AMP ontééanalysés chez les 53 patients dont la
guantification de la pro-AKAP4 a pu également étalisée (matériel biologique restant

insuffisant pour les autres échantillons).

Les résultats obtenus en prenant en compte latéotis [IU ont montré de fagon surprenante
une tendance non-significative a de meilleurs taengrossesse clinique et de naissance dans
les 3 cohortes de patients « protéolysé » (SP@iceAKAP4). Cependant, les taux de fausse-
couche spontanée (FCS) précoce étaient signiferagnt nettement plus élevés chez ces
patients, indiquant ainsi qu’une bonne qualité datgome du sperme conduirait a éviter un

nombre important de FCS précoce.

Dans les tentatives de FIV et ICSI, les résultdtieheent un taux significativement plus

important d’'embryons top qualité dans les 3 colsodie patients « non-protéolysé » (SPQI et
pro-AKAP4). Une tendance a de meilleurs taux d’iampation, de grossesse clinique et de
naissance vivante chez les patients appartenaes groupes est également mise en avant.

Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs.

Notre étude suggere que l'intégrité du protéomensgteque global évalué selon le SPQI et la
pro-AKAP4 chez les hommes issus de couples ingsridourrait (i) permettre de limiter les
risques de FCS en IIU (ii) et étre indicative dinailleur taux global de succés en FIV/ICSI.
L'utilisation du SPQI et/ou la quantification depeotéine pro-AKAP4 en combinaison avec
les parametres spermatiques pourrait constituenigteesupplémentaire pour I'orientation des
couples par les Cliniciens et les Biologistes @évIP. Ce travail correspondlarticle 4 en
préparation
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the sperm proteome quality index ($R@ich reflects the whole
proteome quality of human ejaculated spermatozahtha pro-AKAP4 sperm protein as
potential prognosis biomarkers to predict ART outes.

Design: The analyze of ART outcomes were done by compawmgcategories of patients.
Patients presenting a “non-proteolysed” SPQI or-Ai@&P4 profile were confronted to

patients with a “proteolysed” SPQI or pro-AKAP4 file respectively.
Settings: Academic IVF center of the Lille University Hosglit

Patients: A total cohort of 153 distinct male patients fronfertile couples for which the

SPQI profile was known were included in this studiiiree different groups were designed
from this cohort. The total-SPQI group included tbole cohort constituted mostly of
normozoospermic patients and some patients witld merm abnormality (n=153). The
normo-SPQI group strictly included the normozoosperpatients of the cohort (n=119). The
normo-pro-AKAP4 group was constituted with only mazoospermic patients for which the
pro-AKAP4 quantification was also known (n=53). Bagoup was divided in 2 subgroups of
patients: patients presenting a “non-proteolysdeQ8or pro-AKAP4 profile were compared

to patients “proteolysed”.
Interventions: none

Main outcome measures:Fertilization, embryo quality, implantation, cloal pregnancy,

live birth and early miscarriage rates.

Results: In IVF/ICSI attempts considering the total-SPQI gwp we found a significant
higher number of top embryo quality and non-sigaifit but higher implantation, clinical
pregnancy and live birth rates in the “non-proteety’ total-SPQI subgroup. Regarding Ul
outcomes, the good quality of the sperm proteomédegrevent a significant number of early
miscarriages. Similar results were highlighted ad&rsng the normo-SPQI group. Finally,
ART outcomes from normozoospermic patients of tleeAKAP4 group led to similar trend

of results.

Conclusions:need to be analyzed These latter preliminary resuiggested sperm proteome
pattern of ejaculate spermatozoa according to SPHEIpro-AKAP4 level as new track to
enhance ART success. However, these preliminamltsesiust be interpreted with caution
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due to the small cohort of patients studied. Fursiiedies including a larger cohort of patients

will be helpfull to confirm the present study camgibn.

Key words: AKAP4, FIV, lIU, Proteome, Sperm, ART
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INTRODUCTION

It is well known that conception failure could beved to female as well as male gamete
quality. Around 15% of couples present difficultitss conceive and approximatively 50%
present alteration of sperm quality (Krausz, 20I'hle competent gamete is the one which
allow fertilization success, early embryo developtand implantation in uterus partner
(Assou et al, 2010). To date, a lot of embryos obtained anchsfieared in assisted
reproduction technology (ART) remains incompetentcontinue their development. More,
during anin vitro fertilization (IVF) or an intracytoplasmic spermjaction (ICSI) attempt,
clinicians and embryologists tend to transfer ntbean a single embryo to increase pregnancy
rate. Finding new male and female biomarkers w@eldnit to improve the selection of the
most efficient gamete and reduce at once the nurmbembryos to be produced and the

number of multiple pregnancies.

Usually, clinical assessment of semen quality isedaon a descriptive analysis of essential
sperm parameters. It includes sperm count, motitd morphology (WHO, 2010). These
three parameters are considered as the most pveditarkers of male fertility (Guzilet al,
2001; Jedrzejczalet al, 2008) and used to predict pregnancy success gAitR006).
Nevertheless, infertility of 50% of individuals skfied as having a normozoospermia
remains unknown (Krausz, 2011). In the last decadmerous analyzes and biomarkers have
been described to help intra-uterine inseminatitti)( IVF and ICSI attempts success
(Sakkas, 2013). Particularly, using the proteomgchhology, several studies identified
relevant biomarkers of male infertility i.e. prohib (Wang et al, 2012), vitamin-D-
metabolizing enzyme CYP24Al (Blombery al, 2012), CFTR (Jianget al, 2014), or
biomarkers predictive of ART outcomes success daosin (Chaudhurnet al, 2005) or
protamine (Aokiet al, 2006; De Matecet al, 2009). However, among the whole sperm
biomarkers and tests to determine the sperm qualdge used alone or in association are
enough to diagnose consistently infertility or tegict ART outcomes.

Recently, we demonstrated that sperm proteomerpadfgears to be a relevant approach to
explore spermatozoon quality (Jumesal.,2016in submissio) It was shown that 2 distinct
sperm proteome profiles could be found in men frofartile couples: a “proteolysed” profile
and a “non-proteolysed” profile. A sperm proteomaldy index (SPQI) was developed to
distinguish the 2 different proteome profiles. Tgerence observed between these 2 profiles
is linked particularly to the degradation of onetpin: A-kinase anchor protein 4 (AKAP4)
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(Jumeauet al., 2016in submissiop During spermatogenesis, AKAP4 is synthesized as
precursor of 95 kDa (pro-AKAP4) that is subsequeaktaved to the 85 kDa AKAP4 protein
(Turneret al.,1998). AKAP4 is localized in the fibrous sheath of the repdlagellum (Moss
& Gerdon, 2001; Luconet al., 2011). This proteirplays important roles in regulation of
motility, sperm capacitation and the acrosome meactMiki et al., 2002; Carneget al.,
2009). Several studies demonstrated that IVF ouésoas fertilization and pregnancy rates, or
embryos quality were linked to sperm motility (Qfitegt al.,1995;Nagyet al.,1995; Turhan

et al., 2011; Vendrell et al., 2003; Verheyeret al., 1999). Fertilization rate and embryo
quality would be improved by the use of spermatoaith normal motility, even in ICSI
technology attempt (Nijgt al., 1996; Bhilwadikaret al, 2013). In our precedent study, we
described a relationship between the sperm protgwaoie and the sperm motility. More, we
demonstrated that the proteolysis of pro-AKAP4 wasitively correlated with the motility of
post-gradient selected spermatozoa. So, it is wawtisidering if the sperm proteome profile
in the first place and the pro-AKAP4 in a seconacpl might provide additional information

regarding to the ART outcomes.

In this prospective current study, we proposedvaluate the proteome quality of human
ejaculated spermatozoa through the SPQI and thé\lgAP4 sperm protein as potential
prognosis biomarkers to predict ART outcomes. ®iigly was performed using different
cohorts of men from infertile couples: normozoosper and/or patients presenting mild
sperm alteration. First point was to compare th@séles to the sperm parameters. Second
point was to analyze the IUl, IVF and ICSI outcomesterms of fertilization, embryos

development, implantation, pregnancy and birthstate
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MATERIALS AND METHODS

Patients

A total of 153 distinct male patients included e fpresent study were prospectively recruited
from the Academic IVF Centre of the Lille Univessitdospital (France) from October 2009
to July 2014. They belonged to infertile couplesowhkere undergoing I1UI, IVF or ICSI
treatment. The procedure was approved by the liostitutional review board of the Lille
University Hospital. An informed consent was givieom all subjects for the use of their
semen for research purposes (PHRC 2009 prograng. sperm proteome profile was
established and the SPQI was calculated for thepBsigénts. The pro-AKAP4 profile was

done for 53 of these patients.

Design of the study

The analyze of ART outcomes were done by comparmgcategories of patients. Patients
presenting a “non-proteolysed” SPQI or pro-AKAP4fpe were confronted to patients with
a “proteolysed” SPQI or pro-AKAP4 profile, respeelly. This study was performed in
3 steps. Three different groups of couples werdgded from the same cohort of the
153 male patients. In the first and second stégsanalyze were done according to the SPQI
profile. The third step was done according to ttee AKAP4 level.

The first group included the whole of patients (B3), constituted mostly of
normozoospermic patients (77.7 %) and some patweitismild sperm abnormality as count,
mobility or morphology (22.3 %) according to the MdoHealth Organization laboratory
manual (WHO, 2010). This group was named total-S§@Qup. The second group strictly
included the normozoospermic patients (n=119).ds wamed normo-SPQI group. The third
group was constituted with only normozoospermidgods for which the pro-AKAP4 was
guantified (n=53). It was named normo-pro-AKAP4 gvo For the 3 different steps of this
study, each group was divided in 2 sub-groups diepts: patients presenting a “non-
proteolysed” SPQI or pro-AKAP4 profile were namemups “A” et were compared to
patients with a “proteolysed” profile named “B”€itotal-SPQI A group were compared to
total-SPQI B, normo-SPQI A to normo-SPQI B, andmatpro-AKAP4 A to normo-pro-
AKAP4 B).
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Semen samples and quality assessment

Semen samples were collected by masturbation &té&r days of abstinence. After
liguefaction (30 min after ejaculation), sperm paeters analysis (volume, cell counting,
motility) were realized according to the protocdl the WHO. The sperm morphology
characterization was performed according to theidsvmodified classification (Auger &
Eustache, 2000). Semen characteristics are sunedanz table 1, 2 and 3. The
reproducibility of the inter-biologist evaluatiorf sperm parameters was validated by an

external quality control (Evaluation Externe de @@aBiologie prospective).

Sperm protein extraction and proteome profile

The protocol for sperm cells selection, proteirrastion and sperm proteome profile analyze
was fully explained in previous study (Jumesual., 2016in submissiop To resume, each
remaining semen was separated from the seminahplasd round cells by a density gradient,
centrifuged twice with tris-saline buffer, and filyare-suspended in a lysis buffer containing
20 mM Tris, 2% SDS and 1% Nuclease Mix (GE Healtbdafe Sciences, USA). After
sonication and centrifugation the supernatants wecevered. A total of 15 pL of each
protein homogenates samples were loaded on a pylgatde gel (1D SDS-PAGE).
Electrophoresis was performed, then the gel wasestawith Coomassie-Blue (0.1% Blue
G250 (Biorad, USA), 50% ethanol (v/v), 10% acetidgVv/v) and HO). Protein staining was
visualized with an Epson perfection V750 Pro scar(Bpson, France) and acquired using
Adobe Photoshop Element 9 Software (Adobe, France).

Immunoblotting and pro-AKAP4 quantification

The levels of pro-AKAP4 were further studied usivgstern blots. After SDS-PAGE, sperm
proteins were transferred onto 0.45 pum nitroceflelomembranes (Life Science GE
Healthcare, USA) using the NuPage Liquid Transfgst&n (Life Technologies), according
to the manufacturer’s instructions. Membranes visdweked in 5% skimmed milk in Tris-HCI
15 mM pH 8.0/NaCl 140 mM/0.05%; w/v / Tween-20 (TNbLffer). Membranes were
incubated with the mouse AKAP4 amino-terminal amdip (AKAP4 N-ter, 1:10000 in 1%
bovine serum albumin (BSA)/TBS; Ab 56551 (Abcam,))Jkovernight at 4°C with rotation.
Immune complexes were revealed after incubatiorh wi&condary antibodies coupled to

horseradish peroxidase (horse anti-mouse: 1:5000NIT (Vector Laboratories, CA USA))
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and detected using the ECL™ chemiluminescencelLki Science GE Healthcare, USA).
The luminescence of immune complexes was measuitbdanw AS-3000 system (Fujifilm,
USA), and Western blot densitometry was perform&dgiimageJ software (NIH).

Sperm proteome quality index (SPQI) formulation

After numericalanalysef Coomassiélue stainedgelswith ImageJ (fig. 1.A), bands with
the strongest intensities were used to compard®ehuman sperm protein samples. Two
windows of molecular weight were definethus, protein bands between 15 to 30 kDa (Low
molecular weights LMW) and secondly bands betweént@® 110 kDa (high molecular
weights HMW) were selected. These two windows weeproducibly defined using
molecular weight markers to calibrate the gels.nHaand visualized on gel was defined as a
pic by the software (fig. 1.B). For each windoweamunder the curve was calculated (fig.
1.C). To establish the SPQI, the ratio betweenatie@a under curve from HMW and LMW
band intensities (fig. 1.D) was calculated. Frons tratio, it was defined SPQI A (ratio
between 1 and 2) and a SPQI B (lower ratio of hreater than 2) profiles. The SPQI A
reflected a homogeneous distribution of the prstaarresponding to a "non-proteolysed”
proteome profile. The SPQI B showed partial protsisl of all high molecular weight

proteins corresponding to a "proteolysed” proteqmnudile.

Ovarian stimulation and assisted reproductive techogy procedure

Ul attempts

Injectable gonadotropin was used on day 2 or day the cycle at doses of 50-150 units
based on female parameters. A monitoring by bloodnbnal measurement and vaginal
ultrasound examination was performed during theoathrian stimulation. According to
sonographic and hormonal criteria, ovulation triggg was performed using000 1U hCG
(Ovitrelle®, Merk-Serono, Germany) when diameter of one toimam three follicles was
strictly larger than 16 mm. Sperms were preparedguthe discontinuous gradient method.
Briefly, following liquefaction at room temperatyrhe semen was overlaid on a 45% and
90% PureSperm gradient column and centrifuged & @dor 20 minutes followed by
washing the sperm pellet at 500 g in FertiCult™ IMedium (FertiCult™ IVF, Fertipro,
Belgium). One to 10 million of washed progressipersnatozoa were replaced in a single

insemination 36 hours after hCG administration.
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IVF and ICSI attempts

In agonist protocol, desensitization was starteth@émid-luteal phase of the preceding cycle
or, for the patients with dysovulation, on the tfiday of bleeding. Daily subcutaneous
injections of recombinant FSH (r-FSH) were stat@do 15 days after agonist initiation only
if E» levels were lower than 50 pg/ml and if there was fanctional ovarian cyst. In
antagonist protocol, r-FSH injections were started the second day of menses. The
antagonist was introduced on day 6 of the FSHrireat. The choice of agonist or antagonist
protocol was established on female parametersgshagy mass index (BMI), anti-millerian
hormone (AMH) level, and basal antral follicle coufAFC). A monitoring by blood
hormonal measurement and vaginal ultrasound exammavas performed during the all
ovarian stimulation. According to sonographic amdnmonal criteria, oocyte maturation was
induced by the administration 8000 IU hCG (Ovitrell®, Merk-Seronp Germany) when

diameter of at least three follicles was strictyger than 16 mm. Oocytes were collected
using transvaginal ultrasound-guided needle aspirgtuncture 35-36 hours later. Sperms
were prepared as the same way than IUI attempts.

In conventional IVF attempts every oocytes weresinimated approximately 3 hours after
oocytes retrieval. During ICSI attempts, oocytesensjected under magnification x200 from
an inverted microscope (Leica DMIRB). Techniquel@8l was performed by using only
metaphase 2 oocyte (M2) according to the conveatitethnique (Van Steirtegheat al.,
1993). Culture of injected oocytes and embryos pe$ormed in Glob& medium (JCD-
Laboratoires, France) under 5% £éx 37°C. Assessment of normal fertilization (zygot
presenting 2 pronuclei (2PN)) was estimated betwier 18 hours after sperm injection.
Early cleavage was noted 27 hours post-injectianbifiyo quality was estimated 44 to 46
hours post-injection. Embryos were graded in 3 gm@ies according to their morphology
including number and the size of blastomeres, degfefragmentation and presence of
multinucleated blastomeres\lpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRpecial
Interest Group of Embryologgt al, 2011). Grade 1 embryos presented 4-cells at day &
cells at day 3, regular, normal size and no mutfieated blastomeres, and no anucleated
fragmentation. Grade 2 presented 4-cells at day&aewlls at day 3, regular, normal size and
no multinucleated blastomeres, and less than 25%leated fragmentation. Others embryos
were graded 3. Grade 1 embryos were consideredpasjuality with higher potential of

implantation.
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Embryo transfer

Embryos transfer was performed with Elios cathetghsos Cat Tek, France) 48 or 72 hours
post-oocyte retrieval. When possible, elective Isirgmbryo transfer was performed with
grade 1 embryo according to our center policy. @tise, two grade 1 embryos were
transferred, or one grade 1 and one grade 2, ogtaae 2 or 3 when no grade 1 embryo was
obtained. Clinical pregnancy rate was defined a®m@going pregnancy confirmed by the
number of a gestational sacs with an embryo and laesivity by ultrasound. Implantation
rate was defined by the ratio between the numbegestational sacs and the number of
embryos transferred. Early miscarriage rate wame@fby ap-hcg level superior to 100 Ul

but with no further positive ongoing clinical pregicy evaluated by ultrasound.

Statistical analysis

Categorical variables are expressed as frequeantkpercentages. Quantitative variables are
expressed as medians (interquartile ranges, IQRyeans (ranges). Categorical variables
were compared between groups using Chi-squaretéssher exact test (when the expected
cell frequency was <5) and quantitative variablesravcompared between groups using
Mann-Whitney U test. Statistical testing was dontha two-tailedy level of 0.05. Data were

analyzed using the SAS software package, reledsaS Institute, Cary, NC).
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RESULTS

Characteristics of the study population of 1Ul attgpts

Values are expressed as median (interquartile jange
Total-SPQI group analysis (n = 153)

Clinical characteristics of the 101 patients whemefit of at least one IUI attempt are shown
in table 1. The mean age, BMI or tobacco consumptib male patients did not differ
significantly between the two subgroups. Femaléngas of these patients present equivalent
results unless a relative but not significant higdge in total-SPQI B subgroup and FSH level
in the total-SPQI A.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

Clinical characteristics of the 88 normozoosperpatents which benefit of at least one 1UI
attempt are shown in table 1. Results were equivdte those observed in the total-SPQI

group.

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

Clinical characteristics of the 40 normozoosperpatients which benefit of at least one 1UI
attempt are shown in table 1. The Normo-pro-AKAP4#d B subgroups did not differ in
terms of age, BMI, tobacco, duration of inferti/igd=C count and FSH or AMH levels.

Semen analysis according to the IUI attempts
After sperm selection, no epithelial or round cellsre detected as established by light

microscopy assessment. Values are expressed asmfgderquartile range).

Total-SPQI group analysis (n = 153)

Results through the total-SPQI subgroups of the ib@llvidual semen samples analyzed
under light microscopy from all patients which binef at least one Ul attempt are shown
in table 2. The volumes and sperm counts were Hanthequivalent in the subgroups A and
B. It was noted a significant higher progressivdilty to subgroup A than subgroup B. The
percentage of typical spermatozoon was equivatettie two groups, as the MAI score. The

median sperm concentration, progressive motiligjuding at 24 hours and the proportion of
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normal forms after density gradient centrifugatwere also equivalent between total-SPQI A

and B subgroups.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

Results through the normo-SPQI subgroups of then8Bidual semen samples analyzed
under light microscopy from all normozoospermicigrais which benefit of at least one 1UI
attempt are shown in table 2. The semen parameaftatspatients included in this group were
over the lower limit of the international recommatidns (WHO, 2010)The results were

equivalent to those observed in the total-SPQI gramalysis.

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

Results through the normo-pro-AKAP4 subgroups of #0 individual semen samples
analyzed under light microscopy from all normozaospc patients which benefit of at least
one IUl attempt are shown in table 2. The semeamaters of all patients included in this
group were over the lower limit of the internatibmacommendations (WHO, 2010)he

results were equivalent to those observed in tta-8PQI group. The only difference noted

was a relative but no significant higher progressnotility to subgroup A than subgroup B.

[Ul outcomes

Values are expressed as mean (range).

Total-SPQI group analysis (n = 153)

IUI outcomes of the patients which benefit of asteone IUI attempt are shown in table 3.
The 101 couples underwent a total of 309 IUI cydemding to (i) 29 clinical ongoing
pregnancies (ii) 27 deliveries and 21 early misaggs. Clinical pregnancy and live birth
rates were similar in the total-SPQI A and B sulbigo A higher significant miscarriage rate
was noted in the total-SPQI B subgroup.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

IUI outcomes of the normozoospermic patients whiehefit of at least one Ul attempt are
shown in table 3. The 88 couples underwent a titab8 Ul cycles leading to (i) 27 clinical

ongoing pregnancies (ii) 24 deliveries and 17 earigcarriages. Clinical pregnancy and live
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birth rates were similar in the normo-SPQI A andsibgroups. A relative higher but no

significant early miscarriage rate was noted inrtbemo-SPQI B subgroup.

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

IUI outcomes of the normozoospermic patients wliehefit of at least one IUI attempt are
shown in table 3. The 40 couples underwent a titaD9 1UI cycles leading to (i) 12 clinical

ongoing pregnancies (ii) 10 deliveries and 9 earigcarriages. Clinical pregnancy and live
birth rates were similar in the pro-AKAP4 A and Bbgroups. A relative higher but no
significant early miscarriage rate was noted inglee AKAP4 B subgroup.

Characteristics of the study population of IVF/ICSdttempts

Values are expressed as median (interquartile jange
Total-SPQI group analysis (n = 153)

Clinical characteristics of the 94 patients whieméfit of at least one IVF or ICSI attempt are
shown in table 4. The mean age, BMI or tobacco wopsion of male patients did not differ
significantly between the two subgroups. Femaléngas of these patients present equivalent

results unless a relative but not significant hrgige in the total-SPQI A subgroup.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

Clinical characteristics of the 65 normozoosperpatents which benefit of at least one IVF
or ICSI attempt are shown in table 4. Results vegpa@ivalent to those observed in the total-
SPQI group.

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

Clinical characteristics of the 24 normozoosperpatients which benefit of at least one IVF
or ICSI attempt are shown in table 4. The NormoAKAP4 A and B subgroups did not
differ in terms of age, BMI, tobacco, AFC count dfsiH or AMH levels.

Semen analysis according to the IVF/ICSI attempts

After sperm selection, no epithelial or round cellsre detected as established by light

microscopy assessment. Values are expressed aamfgderquartile range).

Total-SPQI group analysis (n = 153)
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Results through the total-SPQI subgroups of then@&idual semen samples analyzed under
light microscopy from all patients which benefitaifleast one IVF or ICSI attempt are shown
in table 5. The volumes, sperm counts, progressivaility, percentage of typical

spermatozoon and MAI score were equivalent in th®ymups A and B. The median sperm
concentration, progressive motility including at t2durs and the proportion of normal forms

after density gradient centrifugation were equinaleetween the two subgroups.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

Results through the normal-SPQI subgroups of thenf@lvidual semen samples analyzed
under light microscopy from all normozoospermicigratls which benefit of at least one IVF
or ICSI attempt are shown in table 5. The semearpaters of all patients included in this
group were over the lower limit of the internatibmacommendations (WHO, 2010)he

results were equivalent to those observed in tta-8PQI group.

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

Results through the normo-pro-AKAP4 subgroups of 2% individual semen samples

analyzed under light microscopy from all normozagspic patients which benefit of at least
one IVF or ICSI attempt are shown in table 5. Temaen parameters of all patients included
in this group were over the lower limit of the imtational recommendations (WHO, 2010)

The results were equivalent to those observedeandtal-SPQI group.

IVF and ICSI outcomes

Values are expressed as mean (range).

Total-SPQI group analysis (n = 153)

The 94 couples underwent a total of 184 IVF or IG§tles (77.2 % and 22.8 %,
respectively) leading to: (i) 879 total embryos gurced, (i) 318 fresh embryos transferred,
(i) 57 clinical ongoing pregnancies, (iv) 51 dadries and (v) 11 early miscarriages. Female
parameters as the mean number of total or M2 oscgrieved revealed no difference
between subgroups A and B. Percentage of normdlZation did not vary and it was noted
an equivalent number of 1PN or polyploid zygotearl¥cleavage of the fertilized oocytes
was observed in equal proportion from subgroupsnéd B. We did not find any difference
regarding the absolute number of embryos obtaingtie two subgroups but the rate of top
quality embryos (grade 1) was higher in subgroup Gxades 2 and 3 embryos were

comparable in both subgroups. The mean number bfyars transferred presented significant
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difference in favor of subgroup B. A higher meamtner of embryos were cryopreserved in
the subgroup A. Clinical pregnancy, implantatiord dive birth rates were higher but no
significantly in subgroup A than subgroup B. Eamtyscarriage rate was also higher in the

subgroup A.

Normo-SPQI group analysis (n = 119)

The 65 couples underwent a total of 120 IVF cy¢hes ICSI technology has been used for
these normozoospermic patients) leading to: (i) &itdl embryos produced, (ii) 214 fresh

embryos transferred, (iii) 35 clinical ongoing pmegcies, (iv) 32 deliveries and (v) 7 early

miscarriages. Results were similar than those w@il-®PQI subgroups. The only differences
were a significant higher atretic oocytes and grh@enbryos rate in subgroup A and a higher

mean number of fresh embryos transferred in sulpgBou

Normo-pro-AKAP4 group analysis (n =53)

The 24 couples underwent a total of 47 IVF cycles ICSI technology has been used for
these normozoospermic patients) leading to: (i) 8ftél embryos produced, (i) 85 fresh
embryos transferred, (iii) 12 clinical ongoing pnagcies, (iv) 12 deliveries and (v) no early
miscarriage. The mean number of total and M2 oacyetrieved were significantly higher

and immature oocytes lower in subgroup A. Percentaignormal fertilization and early

cleavage did not vary and it was noted an equivalember of 1PN or polyploid zygotes.

The mean number of 2PN zygote was superior in suipgiA. We also found a higher

absolute number of embryos produced in subgroupGPades 1 and 2 embryos were
comparable in both subgroups but the rate of gBadmbryos was higher in the subgroup B.
The mean number of embryos transferred and cryepred presented significant differences
in favor of subgroup A. Clinical pregnancy, implaimbn and live birth rates were higher but

no significantly in subgroup A than subgroup B.
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DISCUSSION

In the present study, we reported the Ul and €&l outcomes according to the SPQI and
the pro-AKAP4 profiles of 153 patients. This an&ywas performed in 3 steps. First, we
analyzed ART outcomes from the whole patients inamiort according to the SPQI profile
proteolysis, consisting mostly of normozoospermatignts and some patients with mild
sperm abnormality as count, mobility or morpholagy153). In IVF/ICSI attempts, we
found a significant higher number of top embryo Igyuaand a non-significant higher
implantation, clinical pregnancy and live birth @stin the “non-proteolysed” proteome
subgroup. Regarding IUI outcomes, the good qualitthe sperm proteome led to prevent a
significant number of early miscarriages. Secondl have refined the first analysis
exclusively including the normozoospermic patients=119). Similar results were
highlighted. Finally, to go further in the analysiEthis study, we analysed ART outcomes
from normozoospermic patients according to theAK&P4 level (n=53). A similar trend of
results than the first analysis was noted. Howethesse latter preliminary results need to be
analyzed with caution due to the small cohort digmés studied. Moreover, the statistical
IVF-ICSI outcomes analyses of the normo-pro-AKARdup are not interpretable because of
confounding factors (mean rate of total and M2 éesy and total embryos produced)
between the two subgroups that result in bias. Nahess, we can suggest sperm proteome
pattern of ejaculate spermatozoa according to S#Ipro-AKAP4 level as new track to
enhance ART success. Further complementary stadggeeseedful including larger cohort of
patients to determine if sperm proteome profile/angro-AKAP4 would represent new

prognosis biomarkers candidate.

Currently, the prognosis of ART success based emsgjuality is still mainly done through
the evaluation of ejaculated spermatozoa countraatility (Lewis, 2007; Nallellaet al.,
2006). In this study, spermatozoa samples of ®RBI A subgroup presented a higher but
not significant progressive motility after gradightin subgroup B samples. Furthermore, this
trend of higher progressive motility after gradigras not noted in the analyse using cohorts
of only normozoospermic patients. The progressivetility post-gradient was similar
between normo-SPQI A and B subgroups, as betweenapro-AKAP4 A and B subgroups.
In our previous study (Jumeat al, 2016in submissio)) we demonstrated that pro-AKAP4
level was significantly correlated with the progiee motility of separated spermatozoa. The
divergence between our previous and this study lbeagxplained by sample size. More, the

morphology remains also an important parameten@fsemen analysis even if its real part in
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evaluation of male fertility potential is uncledtali & Turek, 2012). However, this setting
is not to be considered here because whateverd3 thfferent cohorts of patients used, the
percentage of typical spermatozoa was similar batwsamples of “non-proteolysed” and

“proteolysed” subgroups, as well as the MAI score.

Interestingly, fertilization rates were systemdticaimilar between “non-proteolysed” and
“proteolysed” subgroups in any of the 3 differeahorts of patients. It was demonstrated that
the sperm tail is used both for oocyte penetrasiod to direct the intra-oocyte movement of
the male pronucleus. Consequently, sperm tail haseféect on success or failure of
embryogenesis (Bhilawadikat al.,2013). Observations of our previous study (Junetaal,
2016in submissiopsuggested that the degradation of the sperm@nreprofile might result
from a partial proteolysis. Results of the prestatly supposed that proteolysis of either the
global sperm proteome or the pro-AKAP4 did not ictpdirectly on efficacy of the

fertilization potential.

Producing embryos with higher implantation potdnsaf great importance in ART. First, in
order to transfer an elective single embryo andicednedical risks of multiple pregnancies.
Second, to increase the “take home baby” chancesthie patients. We observed a
significantly higher number of top quality embryos the “non-proteolysed” total-SPQI
subgroup despite an equivalent mean number of emabrnyboth subgroups. Unsurprisingly,
the mean numbers of embryos transferred and ouswerary embryos cryopreserved were
also significantly higher in that subgroup. Refmithe cohort only with normozoospermic
patients, we also observed a higher number of grddand 2 embryo quality on “non-
proteolysed” SPQI and pro-AKAP4 subgroups. Howevis observation was not always
statistically reflected although the higher embiyaality was indirectly confirmed by a
significant higher embryo freezing rate. It is knowhat the sperm tail contributes to the
development of mitotic spindles and microtubule leaton during early embryo
development (Van Blerkorat al., 1995). Some studies revealed that the qualityndbrgos
were lower during attempts when male partner hddctige sperm motility (Jiaeet al.,
1995; Nijset al., 1996; Avenariugt al.,2009). Particularly, using an immotile spermatozoo
instead of a motile in ICSI allowed obtaining lovegrality embryos rates (Nigt al., 1996).
These assessments suggest that the sperm proteofibe gnd the presence of pro-AKAP4

protein are linked to the capacity to obtain goadliy embryos.
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The sperm proteome profile would reflect the malmpetence and consequently would lead
to a non-invasive test of predicting IVF or ICSltaames. Considering the whole male
patients from infertile couples included in thisdt, we observed higher but non-significant
pregnancy and birth rates when the sperm proteoasenat affected. Likewise, we observed
that embryo implantation was higher in this gro@ipatients, reinforcing the results showing
the significant higher quality of embryos. Very fetudies focused on the sperm proteome
profiles and assisted reproduction outcomes (PjxB004; de Matecet al., 2007). Two
studies noted that a decrease of protamines PHiR iwas related to a poor pregnancy
outcome, despite an equivalent mean number of emal{iyoki et al.,2006; De Matet al.,
2009). Observing these results we can hypothediz¢ $perm samples presenting a
proteolysis profile could fertilize oocytes but palty failed during next steps as good quality
embryo development, implantation, ongoing pregnaaog live birth. Surprisingly, the
analysis of IUI attempts did not showed higher sabé pregnancy or birth. However, an
important early miscarriage rate was observedengtioup in which the proteome profile was
proteolysed. Thus, the whole male patients of #tigly with a “non-proteolysed” SPQI
exhibit an enhancement of both sperm motility desied spermatozoa and success rates
during IVF/ICSI attempts. These results are coesistwith the scientific literature that
highlights the link between sperm motility and segx rates in ART. Several studies have
shown that a low motility of spermatozoa is invalveith a decrease of pregnancy rates
(Kahramanet al., 1996; Nijset al., 1996). Bhilawadikarwet al. reported recently that ART
outcomes are generally poor for couples presemimgligoasthenozoospermia (Bhilawadikar
et al.,2013). So, the proteolysis of the sperm proteoe®ens to be related not only with an
alteration of sperm motility but would be respotsifor wrong results in each steps of ART

Success.

Similarly, the reducing cohort of normozoospermatignts with a “non-proteolysed” SPQI
presented higher significant chances of pregnahleg.implantation and birth rates showed a
non-significant trend in favour of normo-SPQI A gutup. In the “non-proteolysed” pro-
AKAP4 subgroup, we also observed a trend in favafupregnancy, birth and implantation
outcomes although not significant. The higher ckanof ART success in the “non-
proteolysed” normo-SPQI or normo-pro-AKAP4 subgmupompared to “proteolysed”
subgroups were reinforced considering cumulatigealte of pregnancy, implantation and live
birth rates. Similarly as the entire cohort studwy, important early miscarriage rate was
observed in the 2 normozoospermic patients’ sulpggowith a “proteolysed” proteome
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profile during Ul attempts. Several lines of thbtigre to be considered. The lack of power
of the normozoospermic patients groups (normo-SPQ119; normo-pro-AKAP4, n=47)
would point out the lack of significance of thesedings (total-SPQI, n=153). However,
although non-significant these results were eqgaivalof those obtained with the whole
patients’ cohort. We can hypothesize that sta@iktiesults would become significant with the
inclusion of a higher number of normozoospermicgpas. In the case of normo-pro-AKAP4
group results, we must underlined that the greasults in the “non-proteolysed” subgroup
could be influenced by the significantly higher raen of mature oocyte, diploid zygote, total
embryos and embryos transferred in this group. dralfel, we also cannot exclude the
potential impact of the use of ICSI technology #2.7 % of the patients of the total-SPQI
cohort, which causes a bias by overcoming spernilitpdactor. Nonetheless, we observed
here that sperm proteome and pro-AKAP4 integriseem to impact at once on sperm
motility and ART outcomes. We described recentigt ttihe proteolysis of pro-AKAP4 was
linked to sperm motility (Jumeaet al, 2016in submissioh Others motility proteins of
spermatozoa as Tektin 2 or centrin have been mbdd be associated with poor sperm
motility and lower pregnancy rate (Hinduga al., 2008; Bhilawadikaet al., 2013). So, this

study completes the literature on the topic of sperotility proteins and ART outcomes.

CONCLUSION

This preliminary study suggests that SPQI and pkgAR4 profiles would be new elements to
consider to prognosis IVF-ICSI outcomes success t@an@void miscarriage during Ul
attempts. Further studies with larger cohort oigras are needed to determine if the SPQI
and/or pro-AKAP4 represent novel prognostic bioreesk success in ART among
normozoospermic patients and/or patients presespegm alterations.

190



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Article 4 en préparation

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was funded by Lille Hospital Center (PHR@9), the French National Institute of
Health and Medical Research (INSERM), the Frenctiodal Center for Scientific Research
(CNRS), the Institute of Predictive Medicine andefdpeut Research (IMPRT), the
University of Lille 2, Région Nord Pas-de-Calais and the European Regional Development

Fund. FJ received a scholarship from Lille Hospulaldical Center.

CONFLICT OF INTEREST

JS, FJ, NS and VM are cited as inventors on a pafglication (Patent EP13306212.5).

191



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Article 4 en préparation

REFERENCES
Aitken RJ. Sperm function tests and fertility. InAndrol. 2006;29:69-75.

Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHBgecial Interest Group of Embryology.
The Istanbul consensus workshop on embryo assesspreceedings of an expert meeting Hum
Reprod. 2011 Jun;26(6):1270-83.

Aoki VW, Liu L, Jones KP, Hatasaka, HH, Gibson Met&son CM, Carrell DT. Sperm
protamine 1/protamine 2 ratios are related to troviertilization pregnancy rates and predictive of
fertilization ability. Fertil Steril. 2006;86:1408415.

Assou S, Haouzi D, De Vos J, Hamamah S. Human asncélls as biomarkers for embryo and
pregnancy outcomes. Mol Hum Reprod. 2010 Aug;16&):8.

Auger J, Eustache F, David G. Standardisation a¢aksification morphologique des spermatozoides
humains selon la méthode de David modifiée. Andjielo2000;10:358—-373.

Avenarius MR, Hildebrand MS, Zhang Y, Meyer NC, 8mLuke LH, Kahrizi K, Najmabadi
H, Smith RJ. Human male infertility caused by miotas in the Catsperl Channel Protein. Am J Hum
Genet. 2009;84:505-10

Bhilawadikar R, Zaveri K, Mukadam L, Naik S, Kamide Modi D, Hinduja I. “Levels of Tektin 2
and CatSper 2 in Normozoospermic and Oligoastherspamic Men and Its Association with
Motility, Fertilization Rate, Embryo Quality and dégnancy Rate.” J Assist Reprod Genet.
2013;30:513-23.

Blomberg JM, Jorgensen A, Nielsen JE, Bjerrum Rdlkam M, Petersen JH, Egeberg DL, Bangsboll
S, Andersen AN, Skakkebaek NE, Juul A,Rajpert-DeytsleE, Dissing S, Leffers H, Jorgensen N.
Expression of the vitamin D metabolizing enzyme Q¥R1 at the annulus of human spermatozoa
may serve as a novel marker of semen quality. Aridrol. 2012;35:499-510.

Blerkom JV, Davis P, Merriam J, Sinclair J. Nuclead cytoplasmic dynamics of sperm penetration,
pronuclear formation and microtubule organizatiamimg fertilization and early preimplantation
development in the human. Hum Reprod Updat. 19983+-61.

Carnegie GK, Means CK, Scott JD. A-kinase anchompmgteins: from protein complexes to
physiology and disease. IUBMB Life. 2009;61:394-406

Chaudhury K, Das T, Chakravarty B, Bhattacharyya. Arosin activity as a potential marker for
sperm membrane characteristics in unexplained meggility. Fertil Steril. 2005;83:104-109.

Chetrit AB, Senoz S, Greenblatt EM, Casper RF.itro\fertilization outcome in the presence of
severe male factor infertility. Fertil Steril. 1983:1032—7.

De Mateo S, Gazquez C, Guimera M, Balasch, J, kdisML, Ballesca JL, Oliva R. Protamine 2
precursors (Pre-P2), protamine 1 to protamine @ r@&1/P2), and assisted reproduction outcome.
Fertil Steril. 2009;91:715-722.

De Mateo S, Martinez-Heredia J, Estanyol JM, Domigieiandos D, Vidal-Taboada JM, Ballesca JL,

Oliva R. Marked correlations in protein expressiolentified by proteomic analysis of human
spermatozoa. Proteomics. 2007;7:4264-4277.

192



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Article 4 en préparation

Guzick DS, Overstreet JW, Factor-Litvak P, BrazilK,®lakajima ST, Coutifaris C, Carson
SA, Cisneros P, Steinkampf MP, Hill JA, Xu D, VogélL; National Cooperative Reproductive
Medicine Network. Sperm morphology, motility, anshcentration in fertile and infertile men. N Engl
J Med. 2001;345:1388-93.

Hoshi K, Katayose H, Yanagida K, Sato A, Yazawalfira cytoplasmic sperm injection using
immobilizes or motile human spermatozoon. Fer#ritt1995;63:1241-5.

Hinduja I, Zaveri K, Baliga N. Human sperm centhavels & outcome of intracytoplasmic sperm
injection (ICSI) - A pilot study. Indian J Med ReX)08;128:606—10.

Jedrzejczak P, Taszarek-Hauke G, Hauke J, Paweltzyduleba AJ. Prediction of spontaneous
conception based on semen parameters. Int J Ar&flo8;31:499-507

Jiang LY, Shan JJ, Tong XM, Zhu HY, Yang LY, Zhei@ Luo Y, Shi QX, Zhang SY. Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator ieelated closely with sperm progressive motility
and normal morphology in healthy and fertile menthwinormal sperm parameters.
Andrologia. 2014;46:824-30.

Jumeau F, Sigala J, Fernandez-Gomez FJ, Carpéhtiéddarkaoui S, Obriot H, Duban-Deweer S,
Hachani J, Rigot JM, Buée L, Devos P, Béhal H, &ang N, Mitchell V. Associations between
progressive motility, the human sperm proteome Arknase anchor protein 4. Reprod Biomed
Online. 2016In submission.

Kahraman S, Tasdemir M, Polat I, Islk AZ, Biberoglu Vanderzwalmen P, Nijs M, Schoysman R.

Pregnancies achieved with testicular and ejaculgtedmatozoa in combination with intracytoplasmic
sperm injection in men with totally or initially imotile spermatozoa in the ejaculate. Hum Reprod.
1996;11:1343-6.

Krausz C. Male infertility: Pathogenesis and clatidiagnosis. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab.
2011;25:271-285.

Lewis SE. Is sperm evaluation useful in predictingnan fertility? Reproduction. 2007;134:31-40.

Liu J, Nagy Z, Joris H, Tournaye H, Smitz J, CarWysDevroey P, Van Steirteghem A. Analysis of
76 total fertilization failure cycles out 2732 IC8jcle. Hum Reprod. 1995;10:2630-6.

Luconi M, Cantini G, Baldi E, Forti G. Role of addse anchoring proteins (AKAPS) in reproduction.
Front Biosci (Landmark Ed). 2011;16:1315-30.

Miki K, Willis WD, Brown PR, Goulding EH, Fulcher B, Eddy EM. Targeted disruption of the
Akap4 gene causes defects in sperm flagellum aniit;mdev Biol. 2002;248:331—-42.

Moss SB, Turner RM, Burkert KL, VanScoy Butt H, @er GL. Conservation and function of a
bovine sperm A-kinase anchor protein homologoumtmse AKAP82Biol Reprod1999;61:335-
342.

Nallella KP, Sharma RK, Aziz N, Agarwal A. Signifiace of sperm characteristics in the evaluation
of male infertility. Fertil Steril. 2006;85:629-634

Nagy ZP, Liu J, Joris H, Verheyen G, Tournaye Hm@ds M, Derde MC, Devroey P, Van
Steirteghem AC. The result of intracytoplasmic apémjection is not related to any of the three basi
sperm parameters. Hum Reprod. 1995;10:1123-9.

Natali A, Turek PJ. An assessment of new sperrs festmale infertility. Urology. 2011;77:1027-34

193



These d’Université Julien Sigala Travaux de These : Article 4 en préparation

Nijs M, Vanderzwalmen P, Vandamme B, G-Bertin Sjeuee B, Segal L, van Roosendaal
E, Schoysman R. Fertilizing ability of immotile spetozoa after intracytoplasmic sperm injection.
Hum Reprod. 1996;11:2180-5.

Pixton KL, Deeks ED, Flesch FM, Moseley FL, Bjorhtlh. Sperm proteome mapping of a patient
who experienced failed fertilization at IVF revealtered expression of at least 20 proteins congpare
with fertile donors: case report, Hum. Reprod. 2004.438-1447.

Sakkas D. Novel technologies for selecting the bpstmfor in vitro fertilization and
intracytoplasmic sperm injection. Fertil Steril.13)15;99:1023-9.

Turhan N, Pekel A, Ayrim A, Bayrak O. ICSI outconmeseverely oligoasthenozoospermic patients
and its relationship to prewash progressive speatilitg. Turk J Med Sci. 2011;4:995-9.

Turner RM, Johnson LR, Haig-Ladewig L, Gerton GLodd SB. An X-linked gene encodes a major
human sperm fibrous sheath protein, hAKAP82. Genanrganization, protein kinase A-RII binding,
and distribution of the precursor in the sperm thBiol Chem 1998;273:32135-32141.

Van Blerkom J, Davis P, Merriam J, Sinclair J. Mgl and cytoplasmic dynamics of sperm
penetration, pronuclear formation and microtubulgaaization during fertilization and early
preimplantation development in the human. Hum Reffpdate. 1995;1:429-61.

Van Steirteghem AC, Nagy Z, Joris H, Liu J, Stars€g Smitz J, Wisanto A, Devroey P. High
fertilization and implantation rates after intramgtasmic sperm injection. Hum Reprod. 1993;8:1061-
6.

Vendrell JM, Aran B, Veiga A, Garcia F, CoroleuBBjozcue S, Egozcue J, Barri PN. Spermatogenic
patterns and early embryo development after intogdgsmic sperm injection in
severeoligoasthenozoospermia. J Assist Reprod G20@3;20:106-12.

Verheyen G, Tournaye H, Staessen C, De Vos A, Maond& M, Steirteghem AV. Controlled
comparison of conventional in-vitro fertilizationdintracytoplasmic sperm injection in patientshwit
asthenozoospermia. Hum Reprod. 1999;14:2313-9.

Wang MJ, Ou JX, Chen GW, Wu JP, Shi, HJ, O WS. D@exhibitin Expression Regulate Sperm
Mitochondrial Membrane Potential, Sperm Motilitynda Male Fertility? Antioxid Redox Signal
2012;17:513-5109.

World Health Organization. WHO Laboratory Manuad the Examination and Processing of Human
Semen. 2010. 5th edn.

194



These d’Université Julien Sigala

Travaux de These : Article 4 en préparation

Tableaux

Table 1: Baseline clinical, hormonal, and ultrasonographic characteristics of the Ul attempts according to the total-SPQI, normo-SPQI and normo-pro-AKAP4 groups.

total-SPQI group

normo-SPQIl group

normo-pro-AKAP4 group

total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQI A | normo-SPQI B | p-value | normo-pro-AKAP4 A|normo-pro-AKAP4 B| p-value
n=46 n=55 n=42 n =46 n=24 n=16
Patient age (yrs) 34 (30.5-36.5) 36 (31-40) 0.130 34 (30-36.5) 35.5 (31-40) 0.136 34 (30-38) 33.5(31-39.5) 0.492
Partner age (yrs) 31 (27-34) 32 (30-36) 0.062 30 (27-34) 32 (30-34) 0.075 31 (27-36) 32 (30-36) 0.491
BMI patient 24 (23-26) 25 (23-27) 0.227 24 (23-26) 26 (23-27) 0.329 24 (22-26) 23 (22-27) 0.948
BMI partner 22 (21-26) 23 (21-27) 0.700 22 (21-26) 23 (21-26.5) 0.972 24 (21-28) 23.5 (21-25) 0.667
Tobacco patient (cig/d) 0 (0-10) 0 (0-10) 0.269 0 (0-10) 1.5 (0-10) 0.168 3 (20-0) 1.5 (0-10) 0.515
Tobacco partner (cig/d) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.725 0 (0-0) 0 (0-0) 0.544 0 (0-0) 0 (0-5) 0.242
Duration of infertility (yrs) 3.5(3-4.5) 3.7 (2.5-5.5) 0.772 3.5(3-4) 4 (2.5-6.5) 0.470 3.5(2-9) 5.5 (2.5-8) 0.302
Partner FSH (Ul/L) 5.5 (4.4-7.4) 5.1 (4.2-6.3) 0.185 5.5 (4.6-7.4) 5 (4.2-6) 0.053 5.1 (4.1-7.3) 5.1 (4.2-6) 0.912
Partner AMH (pmol/L) 21.6(9.8-44.3) | 24.3(12.8-46.1) | 0.657 | 23.3 (10.6-47.9) 26.6 (15-52) 0.559 21.5(12-55) 19.6 (12.3-46.1) 0.905
Partner AFC 19.3 (10-41) 26 (11-42) 0.654 20.5 (11-34.5) 25 (12-40) 0.690 20 (11-48) 28 (21-68) 0.688

Note : Values are expressed as median (interquantile range). AKAP : Akinase anchor protein; AMH = anti-millerian hormone; BMI = body mass index; AFC = antral follicle count;
cig/d = cigarettes/day; FSH = follicle stimulating hormone; n = number; PN = pronucleus; SPQI = sperm proteome quality index; yrs = years.
* p<0.05 is considered as significant
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Table 2: Sperm parameters of the IUIl attempts according to the total-SPQI, normo-SPQIl and normo-pro-AKAP4 groups.

total-SPQIl group normo-SPQIl group normo-pro-AKAP4 group
total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQI A | normo-SPQI B | p-value | normo-pro-AKAP4 A|normo-pro-AKAP4 B | p-value
n =46 n =55 n=42 n=46 n=24 n=16

Volume (mL) 3.5(2.9-45) 3.6(3.2-4.7) 0.311 3.5(2.9-4.3) 3.6 (3.3-4.6) 0.311 3.5(2.8-4.6) 3.5(3.2-4.3) 0.879
Sperm count (X106/m|_) 83.2 (60-147) 73 (52-106) 0.175 83.2 (60-147) 73.5 (55.5-110) 0.411 68.7 (38.3-113) 72.5 (53.7-102.7) 0.740
Progressive motility (a+b) (%) 55 (45-60) 50 (45-60) 0.043* 55 (45-60) 50 (45-55) 0.026* 50 (45-55) 45 (40-57.5) 0.356
Normal morphology (%) 36 (25-47) 31(23-42) 0.088 36 (25-47) 33.5 (25-43) 0.283 30 (-23-43) 41 (-26-47) 0.220
MAI 1.6 (1.5-1.7) 1.6 (1.5-1.7) 0.474 1.6 (1.5-1.7) 15(1.6-1.7) 0.974 1.6 (1.5-1.8) 1.6 (1.5-1.7) 0.280
Sperm count post-migration (x106/mL) 52.5(19.7-95.5) | 38.6 (13.6-61.1) | 0.169 | 55.8 (28.5-98.8) [ 47.9 (20.7-75) 0.247 35.5(18.3-65.1) 47.9 (16.4-58.8) 0.815
Progressive motility post migration (a+b) (%) 85 (80-90) 82.5 (70-90) 0.109 85 (85-90) 85 (70-90) 0.106 85 (72.5-87.5) 90 (70-90) 0.654
Progressive motility post migration 24 h (a+b) (%) 75 (60-80) 70 (47.5-80) 0.275 77.5 (62.5) 75 (60-80) 0.662 75 (62.5-80) 75 (45-80) 0.932
Normal morphology post migration (%) 31.7 (13.6-67.9) | 24.1(6.5-49.1) 0.222 | 34.2(15.7-72.5) | 30.2 (11.7-51.4) | 0.425 27.7 (14-47.1) 23.9 (13.4-51.4) 0.662

Note : Values are expressed as median (interquantile range). AKAP : Akinase anchor protein; MAI, multiple abnormalities index; n = number; SPQI = sperm proteome quality index.
* p<0.05 is considered as significant
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Table 3: Ul outcomes according to the total-SPQI, normo-SPQI and normo-pro-AKAP4 groups.
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Tableaux

total-SPQIl group

normo-SPQIl group

normo-pro-AKAP4 group

total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQI A | normo-SPQI B | p-value | normo-pro-AKAP4 A|normo-pro-AKAP4 B | p-value
Total cycles (n) n = 146 n =163 n =129 n =139 n =56 n =53
Clinical pregnancy (%) 7.5 11 0.161 8.5 10.8 0.156 125 9.4 0.609
Delivery (%) 6.8 10.6 0.245 7.7 10.1 0.506 10.7 75 0.743
Early miscarriage (%) 34 10 0.023* 3.9 8.6 0.110 3.6 13.2 0.088

Note : Values are expressed as mean (range). AKAP : A-kinase anchor protein; n = number; PN = pronucleus; SPQI = sperm proteome quality index.
* p<0.05 is considered as significant
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Table 4: Baseline clinical, hormonal, and ultrasonographic characteristics of the IVF-ICSI attempts according to the total-SPQI, normo-SPQI and normo-pro-AKAP4 groups.
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total-SPQIl group

normo-SPQI group

normo-pro-AKAP4 group

total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQI A | normo-SPQIB | p-value Jnormo-pro-AKAP4 Al normo-pro-AKAP4 B | p-value
n=42 n =52 n=35 n=30 n=15 n=9

Patient age (yrs) 34 (31-37) 35 (32-38) 0.182 34 (31-37) 34.5 (32-37) 0.749 35 (31-38) 35 (33-37) 1.000
Partner age (yrs) 30 (27-33) 32 (29-35.5) 0.059 30 (27-33) 32 (30-34) 0.062 32 (27-34) 31 (29-33) 0.834
BMI patient 24 (23-27) 24 (23-26) 0.739 24 (23-27) 24 (22-25) 0.717 25 (22-27.5) 23 (21.5-24) 0.140
BMI partner 22 (21-25) 21 (20-25) 0.286 22 (21-25) 21 (21-23) 0.445 21 (20-22) 21 (21-23) 0.737
Tobacco patient (cig/d) 0 (0-0) 0 (0-10) 0.136 0 (0-7.5) 0 (0-10) 0.785 0 (0-10) 0(0-0) 0.552
Tobacco partner (cig/d) 0 (0-0) 0 (0-0) 0.957 0 (0-0) 0 (0-0) 0.498 0 (0-0) 0 (0-2.5) 0.659
Duration of infertility (yrs) 4 (3.5-4.5) 4 (2.5-5.5) 0.886 4 (3.5-4.5) 3.5 (2.5-5.5) 0.257 5.5 (2.5-8) 4(2.2-5.2) NA

Partner FSH (UI/L) 554.7-7.7) 5.8 (5.1-6.7) 0.940 5.2 (4.7-6.6) 6.3 (5.1-7.1) 0.292 6.2 (4.1-7.9) 5.7 (4.5-10.1) 0.707
Partner AMH (pmol/L) 24.2 (14.7-45.6) | 24.6 (15.7-40) | 0.650 | 25.1 (15.2-53.2) 21 (15.4-43) 0.494 25.8 (15.4-65) 19.9 (6-39.6) 0.394
Partner AFC 20 (13-33) 18 (12-35) 0.306 19 (13-32) 18.5(11.5-35) 0.674 20 (14-52) 14.5 (10.5-20.5) 0.328

Note : Values are expressed as median (interquantile range). AKAP : Akinase anchor protein; AMH = anti-mdllerian hormone; BMI = body mass index; AFC = antral follicle count;
cig/d = cigarettes/day; FSH = follicle stimulating hormone; n = number; NA = not applicable; PN = pronucleus; SPQI = sperm proteome quality index; yrs = years.
* p<0.05 is considered as significant
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Table 5: Sperm parameters of the IVF-ICSI attempts according to the total-SPQI, normo-SPQI and normo-pro-AKAP4 groups.

Tableaux

total-SPQI group

normo-SPQIlgroup

normo-pro-AKAP4 group

total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQIA | normo-SPQIB | p-value Jnormo-pro-AKAP4 Al normo-pro-AKAP4 B| p-value
n=42 n=>52 n=35 n=30 n=15 n=9
Volume (mL) 3.6 (2.8-4.3) 3.8 (3.1-4.5) 0.221 3.6 (2.9-4.6) 3.5(2.8-4.3) 0.540 3.2(2.7-4.2) 3.5(2.8-3.8) 0.611
Sperm count (x10¢/mL) 81.5 (46-117.5) 63 (50-85) 0.098 90 (62-125) 72 (52-85) 0.124 72.5 (44-145) 63 (51-92) 0.905
Progressive motility (a+b) (%) 50 (45-60) 55 (45-65) 0.113 50 (45-60) 55 (45-60) 0.547 55 (45-65) 55 (45-65) 0.762
Normal morphology (%) 34 (25-41.5) 32 (22-42) 0.514 36 (28-44) 36 (28-45) 1.000 39 (21-48) 37 (32-45) 0.975
MAI 1.6 (1.5-1.7) 1.6(15-1.7) | 0.602 1.6 (1.5-1.7) 1.6 (1.4-1.7) 0.729 1.4 (1.4-1.7) 1.6 (1.5-1.6) 0.219
Sperm count post migration (x106/m L) 52.7 (28.5-89.4) | 42 (13.5-64.8) 0.141 59.2 (35.7-105) | 61.5(36.3-93.1) 0.806 63.5 (36.5-85) 62.5 (22.6-101.5) 0.787
Progressive motility post-migration (a+b) (%) 85 (80-90) 85 (65-90) 0.146 90 (85-90) 90 (82.5-90) 0.798 87.5 (77.5-90) 90 (82.5-90) 1.000
Progressive motility post migration 24 h (a+b) (%)] 72.5 (50-80) 70 (30-80) 0.808 76.5 (70-82) 75 (72-80) 0.652 80 (70-80) 80 (75-82.5) 0.568
Normal morphology post migration (%) 23.9(11.3-53.1) | 21(6.1-56.7) | 0.233 | 34.2(15.2-75) | 47.3(20.2-68.7) | 0.513 52.9 (25.3-67.3) 44.2 (21.6-82.4) 0.877

Note : Values are expressed as median (interquantile range). AKAP
* p<0.05 is considered as significant

: Akinase anchor protein; MAI, multiple abnormalities index; n = number; SPQI =sperm proteome quality index.
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Table 6: IVF-ICSI outcomes according to the total-SPQI, normo-SPQI and normo-pro-AKAP4 groups.

Tableaux

total-SPQI group

normo-SPQIl group

normo-pro-AKAP4 group

total-SPQI A total-SPQI B | p-value | normo-SPQIA | normo-SPQIB | p-value |normo-pro-AKAP4 Al normo-pro-AKAP4 B | p-value
Total cycles (n) n=79 n =105 n =59 n =61 n=29 n=18
FIV cycles (%) 82.3 73.3 100 100 100 100
ICSI cycles (%) 17.7 26.7 0 0 0 0
Total oocytes retrieved 9.3 (1-31) 8.8 (1-24) 0.867 9.1(1-31) 8.31-21) 0.631 8.1 (3-20) 5.9 (1-15) 0.038*
Atretic oocytes 1.2 (0-12) 0.8 (0-6) 0.249 1.1(0-7) 0.4 (0-4) 0.008* 0.4 (0-3) 0.4 (0-4) 0.420
Immature oocytes 1.1 (0-10) 1.2 (0-8) 0.153 1(0-6) 0.9 (0-5) 0.362 0.4 (0-6) 0.9 (0-3) 0.025*
M2 oocytes 6.8 (4.5-24) 6.6 (1-18 0.846 7.1(1-24) 6.9 (1-16) 0.796 7.2 (3-16) 45 (1-11) 0.01*
Pronuclear assessment
1PN 0.3 (0-3) 0.2 (0-4) 0.164 0.2 (0-2) 0.1(0-1) 0.147 0.2 (0-1) 0.1(0-1) 0.256
2PN 5.3 (1-20) 4.8 (1-12) 0.707 5.5 (1-20) 5.2 (1-12) 0.928 5.4 (2-12) 34 (1-9) 0.007*
Polyploid 0.3(0-3) 0.3(0-3) 0.752 0.3(0-3) 0.4 (0-3) 0.223 0.3 (0-3) 0.3(0-1) 0.908
Fertilization rate (%) 78 74 0.118 79 76 0.504 75 78 0.479
Early clivage (%) 34 40 0.215 24 32 0.167 38 33 0.739
Total embryos produced 5.1 (1-18) 4.6 (1-13) 0.601 5.2 (1-18) 5(1-13) 0.926 5.3(2-12) 34 (1-9) 0.010*
Embryos quality
grade 1 1.4 (0-7) 0.9 (0-6) 0.049* 1.5(0-7) 0.9 (0-5) 0.127 1.2 (0-4) 1.1 (0-5) 0.357
grade 2 0.2 (0-2) 0.3 (0-4) 0.458 0.1(0-2) 0.4 (0-4) 0.078 0.7 (0-4) 0.1(0-1) 0.095
grade 3 3.4 (0-15) 3.3(0-11) 0.634 3.6 (0-15) 3.5(0-11) 0.712 3.4 (0-11) 2.1(0-8) 0.060
Freezed embryos 1.9 (0-7) 1.3(0-8) 0.016* 2 (0-7) 1.3(0-8) 0.047* 1.5(0-7) 0.8 (0-6) 0.048*
Fresh embryos tranfered 1.6 (0-3) 1.8(0-3) 0.008* 1.7 (0-10) 1.8 (0-3) 0.056 1.9(1-3) 1.5(0-2) 0.010*
Clinical pregnancy fresh transfer (%) 35.4 28.2 0.293 37.3 21.7 0.061 27.6 235 1.000
Delivery fresh transfer (%) 30.4 26.2 0.535 32.2 21.7 0.195 27.6 235 1.000
Implantation fresh transfer (%) 25 20 0.417 27 18 0.235 18 14 0.767
Early miscarriage fresh transfer (%) 7.6 4.8 0.536 6.8 5 NA 2.2 3 NA
Total embryos tranfered 2.6 (0-11) 2.5(0-7) 0.817 2.7 (1-11) 2.6 (1-7) 0.772 2.6 (1-6) 2.1(1-6) 0.020*
Total Clinical pregnancy (%) 43.6 35.6 0.273 475 311 0.067 37.9 27.8 0.475
Total Delivery (%) 37.2 33.6 0.622 40.7 31.1 0.276 37.9 27.8 0.475
Total Implantation (%) 26 20 0.304 27 16 0.093 21 16 0.603
Total early miscarriage (%) 11.7 5.7 0.153 11.9 6.6 0.314 45 5.1

Note : Values are expressed as mean (range). AKAP : Akinase anchor protein; ICSI = intracytoplasmic sperm injection; IVF = in vitro fertilization; M2 = metaphase 2 oocyte; n = number; NA = not

applicable; PN = pronucleus; SPQI = sperm proteome quality index.

* p<0.05 is considered as significant
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Figure 1: Method to calculate SPQI from a representative spen samples belonged t¢‘non-proteolysed” group. (A) The sperm protein profile was
digitalized and background was elirated with ImageJ software. ( Windows from 15 to 30 kDa (low molecular weight LN\&nd 80 to 110 kDa (hic
molecular weight HMW) were selected. (@ea under crve (grey) was calculated. (D) Ratio LMWWMW (SPQI) was calculatt.
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DISCUSSION Article 4

Actuellement, le pronostic de succes d'une tergatRAMP est basé, d’'un point de vue
masculin, principalement sur ['évaluation de la atation et sur la mobilité des
spermatozoides (Nallellat al., 2006; Lewis, 2007). Le travail fourni par notreugmsp a
montré que le protéome global du spermatozoideésepte également une approche
pertinente pour explorer la qualité spermatique &ficle 3). Deux profils distincts du
protéome spermatique ont été mis en évidence @snsplermatozoides éjaculés d’hommes
issus de couples infertiles, donnant lieu au caltfun index de qualité protéique du
spermatozoide, le SPQI. De facon intéressante? qga®fils sont notamment associés a la
modification de I'expression d’'une protéine en larec la mobilité, TAKAP4. Un processus
de protéolyse pourrait étre a l'origine de la dédgteon de cette protéine aboutissant a ces
2 profils protéiques spermatiques caractéristiquaes profil « protéolysé » et un «non-
protéolysé ». En affinant nos premiers résultattrenéquipe a montré que c’est l'intégrité de
la pro-AKAP4 qui est un indicateur positif de la loiaé spermatique (cf. article 3). Or la
mobilité spermatique est un parameétre importand pn compte par les équipes clinico-
biologiques lors de la prise en charge d’'un coepldMP. En effet, la littérature scientifique
met en avant que lors d’une tentative d’AMP, lestde fécondation, la qualité embryonnaire
et les taux de grossesse sont faibles lorsqueplesnatozoides utilisés pour la mise en
fécondation présentent une mobilité réduite papaépa I'utilisation de spermatozoides avec
une mobilité normale (Kahramae al.,1996; Nijset al.,1996). Etonnamment, l'utilisation de
I'ICSI ne permet d'améliorer que de facon margihedetaux de fécondation et la qualité des
embryons (Nijset al.,1996). De ce fait, I'étude de la dégradation d&AP4, protéine pivot

de la mobilité du spermatozoide, est un sujetmpantidans la recherche de I'amélioration des

taux de succes en techniques d’llU, de FIV et dIICS

Dans cet article, nous confrontons d’'une partégnité du protéome global via I'index SPQI
(groupes total-SPQI et normo-SPQI) et d’autre palte de la pro-AKAP4 (groupe normo-
pro-AKAP4) aux résultats obtenus lors de tentatidéd), de FIV et d'ICSI. Nous n’avons

volontairement pas créé de groupe « total-pro-AKAPdar la cohorte aurait été quasi
similaire au groupe normo-pro-AKAP4. Seuls 4 pdBennon normozoospermes
supplémentaires auraient été ajoutés dans ce nougeaupe. De plus, les résultats
statistiques concernant I'analyse des tentativeSlIdeavec le groupe de patients normo-pro-
AKAP4 (tableau 6) ne sont donnés qu'a titre indicaEn effet, plusieurs facteurs

confondants, tels que le nombre moyen d’ovocytesiig en M2 ou d’embryons totaux sont
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significativement supérieurs dans le sous-groupenagpro-AKAP4 « non protéolysé », ne

permettant donc pas une interprétation de cesta¢sshns introduire de biais.

Nos résultats mettent en avant des taux similalee$écondation. Bien que le flagelle des
spermatozoides soit essentiel pour la pénétratiorspkermatozoide dans l'ovocyte (Van
Blerkom et al., 1995), il semblerait que la protéolyse de la pnatéoro-AKAP4 n’ait pas
d'impact a ce niveau. En revanche, la qualité eormgire a été notée meilleure dans les
groupes « non-protéolysés » que ce soit en nombyemd’embryons top qualité obtenus ou
nombre d’embryons cryoconservés. Certaines étudiestuélé que la qualité des embryons
était plus faible lorsque le conjoint présentaié umobilité spermatique défectueuse (Jiaen
al., 1995; Nijset al.,1996; Avenariu®t al.,2009). L’intégrité du protéome global et a fortior
de protéines en lien avec la mobilité comme 'AKABZUrraient donc jouer en faveur d’'une
meilleure embryogenese. Les résultats de cettes @oidicernant les issues de grossesse et de
naissance sont controversées. En effet, lorsqmepfend en compte toutes les tentatives de
FIV £ ICSI, les taux d’implantation, de grossesBeique et de naissance sont en faveur des
patients avec un protéome et une pro-AKAP4 intéduesh que ces résultats ne soient pas
significatifs. En revanche, dans les tentative$l’'cette tendance n’est pas retrouvée. Elle
est méme, dans certains cas, inversée. Cependangte un taux important de FCS en 1IU
chez les patients de type protéome ou pro-AKAP#otéplysé », qui n’est pas retrouvé chez
les « non-protéolysé ». Nous n‘avons pas trouv&plieation biologique ou mécanistique
concernant ces résultats que l'on pourrait qualifie contradictoires. Cependant, ces
observations tendent a suggeérer que l'intégritprdtéome spermatique d’'une part et de la
pro-AKAP4 d’autre part pourraient (i) permettre ldriter les risques de FCS en U (ii) et

étre indicative d'un meilleur taux global de sucees$-1V ou en ICSI.

En conclusion, s’il est encore difficile d’affirmarec certitude que la quantification du SPQI
ou de la pro-AKAP4 représentent de nouveaux testsimvasifs prédictifs des résultats en
AMP, ces premiers résultats sont encourageangerdl néanmoins nécessaire d’augmenter la
puissance de cette étude préliminaire, notammeant ponfirmer I'intérét de la protéine
AKAP4 et de son précurseur comme biomarqueur piiedle succes lors de tentatives
d’AMP.
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La mobilité est une fonction clé de la qualité fédante des spermatozoides et de leur
sélection lors des techniques d’AMP. Cependant,bkeses génétiques et les mécanismes
moléculaires impliqués dans l'assemblage et latifmmcles composants du flagelle ainsi que
dans la régulation du mouvement flagellaire ne g@ast entierement compris, en particulier
chez 'hnomme (Pereirat al., 2016). Ce travail de these est articulé autour geottines
d’'intéréts impliquées dans la mobilité spermatigua: protéine Tau associée a la
polymérisation des microtubules dans le neuronk ptotéine AKAP4, protéine majeure de
la gaine fibreuse du flagelle spermatique, connugr gon implication dans la mobilité. Le
projet de recherche de notre équipe sur la qudlitprotéome du spermatozoide humain et

l'infertilité a permis d’aboutir aux différents ndgats présentés dans ce manuscrit.

Etude de la protéine Tau testiculaire et spermatgchez 'homme

Trés peu d’études traitent de la protéine Tau dappareil génital masculin, et aucune chez
’homme. Dans une premiére partie de ce travailysnavons analysé lI'expression de la
protéine Tau dans le spermatozoide et le testichleanain par une approche
immunohistochimique. Dans le testicule humain, newsns mis en évidence pour la
premiere fois la protéine Tau dans les tubes sé&n@s au niveau des spermatocytes et des
spermatides, ainsi que dans la piece interméddirdlagelle du spermatozoide humain
mature (article 1). Certaines structures microtaives des cellules spermatiques, comme la
manchette, ne sont présentes qu’au moment de djgtmm de la spermatide (Kierszenbaum
& Tres, 2004; Hermet al.,2010). La détection de la protéine Tau a ce gjadainal et dans

la piece intermédiaire du spermatozoide maturerpibétre en faveur d’une action de Tau
dans I'organisation de la manchette, dans I'allomg® du spermatozoide et dans la fonction
de mobilité spermatique. Ces données nouvellesamogur I'expression de Tau dans le
testicule et le spermatozoide humain pourraienmptire d’envisager I'étude d'un réle
potentiel dans la spermatogenese normale et pgijal La littérature sur la protéine Tau
au niveau testiculaire étant trés pauvre, nous savoclus dans ce travail I'écriture d’'une
revue de la littérature (article 2) qui traite pdarrpremiére fois de la protéine Tau dans le
testicule et le spermatozoide. Nous nous sommesnmaént appuyés sur les ressemblances
existantes entre la cellule spermatique et le meyreellule dans laquelle la protéine Tau a été
tres majoritairement étudiée. De plus, nous nonsnses également servis des rares travaux

mettant en évidence chez 'homme et différentee@sp animales la protéine Tau dans
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d’autres organes tels que le coeur, le muscleplenon, le rein, le pancréas et le foie (&u
al., 1996; Kenner let al.,1994 ; Vanier MTet al.,1998).

La place de la protéomique du spermatozoide daAMIP

Dans une deuxieme partie de ce travail, nous awmmaité étudier le protéome du
spermatozoide. Le souhait de départ, lors du ateiba thématique de recherche de ce projet,
a été de partir sur une étude « sans a priori proitome global des spermatozoides €jaculés
humains. L’objectif majeur était de détecter d’@uers nouveaux biomarqueurs de la qualité

du spermatozoide afin de les confronter dans uri€leie temps aux résultats en AMP.

Le spermatozoide est une cellule spécialisée en@ée présentant un protéome de plusieurs
milliers de protéines (Carredlt al.,2016). A la sortie du testicule, le spermatozaigst pas
mobile et est incapable de féconder spontanémenvaoeyte. C'est par des interactions avec
son environnement, I'épididyme et les voies géegdéminines, qu’il acquiert ses fonctions.
Ces interactions se traduisent par des modificatidn protéome comme le clivage des
protéines ou des modifications pdistductionnelles. L'approche protéomique que nmasis
choisie pour ce projet représente donc une méthmmienente d’étude de linfertilité

masculine.

Les études protéomiques sur le spermatozoide entifié jusqu'a présent environ 6000 des
plus de 7500 protéines qui constitueraient la Ekpermatique. Les études de protéomique
différentielle ont abouti a l'identification d'ummbre important de protéines présentes dans le
spermatozoide de patients infertiles, dont la diéant la qualité étaient altérées (tableau 2,
chapitre introduction). Cependant, de nouveauxatiawestent nécessaires avant de pouvoir
extrapoler ces découvertes a une application ceidJn intérét particulier est porté sur la
découverte de nouveaux biomarqueurs diagnostiquesorostiques en AMP. En effet, le
gamete masculin compétent est celui qui permet deorfdation d'un ovocyte, le
développement précoce de I'embryon et l'implantatians I'utérus de la partenaire (Assbu
al., 2010). Aujourd’hui encore, de nombreux embryonigiobs et transférés lors de tentatives
d’AMP sont incapables de poursuivre leur développ@net de permettre une grossesse. De
plus, au cours d’une tentative de fécondaiirvitro avec ou sans micromanipulation, les
Cliniciens et Biologistes de la reproduction ontdence a transférer plus d'un seul embryon
afin d’'augmenter les chances de grossesses oftaertesuple. Une des limites importantes de

'AMP reste encore l'efficacité des techniques e$ ftaux de succés. Une meilleure
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appréciation de la qualité des gametes permettiaitgmenter les chances de réussite d’'une
tentative, de réduire le nombre d'embryons a témasfet donc les risques de grossesses
multiples. Le défi reste maintenant a évaluer & protéines dérégulées détectées en
protéomique peuvent représenter des biomarqueurgjugment pertinents. En effet, la
littérature sur le protéome du spermatozoide etist#rét dans I'étude de l'infertilité est
relativement riche, mais trés peu d’articles exdtapt ces résultats a leur application en
AMP. A ce jour, & notre connaissance, seules 4eétwbmparatives sur le protéome du
spermatozoide ont identifié des biomarqueurs pelement indicatifs de grossesse apres
AMP (Azpiazuet al., 2014; MacReynoldet al., 2014; Xuet al., 2012 ; Zhuet al., 2013).
Parallélement, peu de protéines ont été individuadint étudiées dans le cadre de tentatives
d’AMP (Aarabiet al.,2014; Aokiet al., 2005, 2006bBhilawadikaret al.,2013; Buckmaret

al., 2013; Carrell & Liu 2001; de Matest al.,2009; Khareet al., 1997; Simoret al.,2011).
C’est pourquoi dans ce projet, notre équipe a chdb&udier dans un premier temps le
protéome global des spermatozoides éjaculés hupmiissde confronter dans un deuxieme
temps de nouveaux biomarqueurs potentiels aux teésuen AMP. Pour cela, une
collaboration a été créée entre le Dr Valérie Mitthe 'EA 4308 « Gamétogenese et qualité
du gamete » et le Dr Nicolas Sergeant de TUMR-%214& Alzheimer et Tauopathies ». Cette
association complémentaire a permis de construiee aynergie entre I'expérience dans le
domaine de la Reproduction de I'EA a celle du domait de la technologie Protéomique de
TUMR-S.

Profil protéique spermatique global et protéolyse

Les travaux effectués par cette équipe collabaratiut permis dans un premier temps a
caractériser le protéome du spermatozoide humaicegh une approche par électrophorese
monodimensionnelle appliquée sur des €éjaculatsrsgiggues humains non poolés. L’analyse
protéomique du spermatozoide a partir d’échanslida sperme d’hommes issus de couples
infertiles a permis de définir, pour la premieresfo2 profils protéiques distincts. L'un
présente une répartition homogeéne des protéineldde 120 kDa (profil protéique « non-
protéolysé »), I'autre moitié présente une disjparides protéines de hauts poids moléculaires
au profit de celles de bas poids moléculaires {jppobtéique « protéolysé »). En s’appuyant
sur ce constat, notre équipe a traduit mathématigue cette observation en mettant au point
un index de qualité, le SPQI (brevet d’inventiohes bandes de hauts et bas poids
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moléculaires ont été quantifiées et un ratio acétéulé. A partir de ce ratio, il a été défini un
groupe SPQI A (ratio compris entre 1 et 2) et uouge SPQI B (ratio inférieur a 1 ou
supérieur a 2). Le SPQI A reflete une répartitiammbgéne des protéines soit un profil
protéigue « non-protéolysé ». Le SPQI B illustre yomotéolyse partielle de I'ensemble des
protéines de haut poids moléculaire soit un pporbtéique « protéolysé ». Selon nos premiers
résultats, il existe une protéolyse partielle dessspermatozoides éjaculés chez pres de la
moitié des hommes de notre cohorte, alors que@®us? % sont des patients diagnostiqués
comme normozoospermiques selon les normes de I'OMSIld Health Organization, 2010).
Au cours du travail méthodologique précédemmerdcaie par notre équipe, il a été montré
gue l'addition d’inhibiteurs de protéases aprekiglaéfaction ne permettait pas d’améliorer le
profil protéique. Ainsi, la protéolyse surviendriits de la liquéfaction du sperme et non lors
de la préparation des spermatozoides. Par aill@bmsnpson et collaborateurs ont montré, en
2003, que les spermatozoides anormaux pouvaiesemer des<tags » induisant leurs
destructions (Thompsoet al., 2003). Ce mécanisme pourrait permettre la régulagt
I'élimination des spermatozoides défectueux. Clestas notamment de la prohibitine dont
'ubiquitination semble plus élevée dans les spé&rawides anormaux. Nous pouvons émettre
'hypothese que la protéolyse des protéines spéejues que nous observons soit due a
'expression d'un «tag » positionné suite a unenaalie indétectable par les moyens
conventionnels, chez des patients présentant demptres spermatiques normaux. Une autre
hypothése pourrait étre que la protéolyse soit anqoeur de sénescence du spermatozoide.
Cependant, les patients de notre étude présentaiedglai d’abstinence sexuel entre 2 et
5 jours, ce qui rend cette hypothése peu prob&aeailleurs, I'analyse par spectrométrie de
masse de la bande a 110 kDa, bande majoritairetoechée par la protéolyse, met en
évidence 'AKAP4 comme la protéine principalementtpolysée. Nous avons montré dans
ce travail que le profil d'expression de 'AKAP4fdre d'un individu a l'autre. Etant donné
gue les fragments protéolytiques de 'AKAP4 ont éé&tectés en utilisant I'anticorps anti-
AKAP4 N-terminal, la pro-AKAP4 pourrait étre dégémdpar des endoprotéases ciblant la
partie C-terminale de la protéine. Nous pouvonscdémettre I'hypothése que le processus
protéolytiqgue affecte probablement la protéine AKAPomprenant son prodomaine. La
protéolyse de 'AKAP4 n'a eu, en revanche, aucupaich majeur sur la répartition de la
protéine dans le flagelle, ni sur la morphologiecdkii-ci. Ces observations suggérent que la
gaine fibreuse a été correctement assemblée aaunmeroscopique, et que la protéolyse de
'AKAP4 post-spermatogenése-spermiogenése n'a g d’impact au niveau structurel

(assemblage et développement) du flagelle. Il sensatructif de déterminer le sort des

208



These d’Université Julien Sigala Discusssion générale

protéines de signalisation dans les spermatozgidesentant une AKAP4 protéolysée. La
base moléculaire de ces résultats reste donc anmdéés. Il est également important de
préciser que la méthodologie développée pour kctéh des spermatozoides a été mise au
point pour éviter certains biais dans nos résultass centrifugation sur macromolécules
sélectionne une quantité suffisante de spermategoétl donc de matériel pour établir les
profils protéiques. Le remplacement du milieu diéuca des spermatozoides par du Tris salin
garantit la provenance exclusive des protéinepdinsatozoide et I'élimination des protéines

contaminantes.

Impact de la protéolyse de 'AKAP4 sur la mobilé@ermatique

Dans un deuxieme temps, I'analyse en spectromdtrianasse ayant permis d’identifier
'AKAP4 comme protéine majoritairement en lien avacprotéolyse observée, nous avons
supposeé que I'évaluation de la qualité protéiquensatique pourrait étre réalisée soit par la
mesure du protéome global via le SPQI, soit direetg par la mesure de l'intégrité de la
protéine AKAP4. En approfondissant la partie fondatale de ce travail sur cette protéine,
nous avons mis en lumiére des éléments nouveawedrmadation dans le protéome global du
spermatozoide humain de cette protéine AKAP4 estdamnée complétement nouvelle. En
effet, cette dégradation n’est pas décrite chepniime ou chez les mammiféeres. La
localisation de cette protéine dans la piece poalei du flagelle nous a amené a réfléchir a
limpact que pourrait avoir cette protéolyse. Cealtggradation touche-t-elle I'ensemble du
protéome ou est-ce un processus propre a la fometibé du flagelle ? Les données que nous
rapportons a travers ce travail sont plutdét endavkune perte de la mobilité associée a cette
protéolyse. On sait aujourd’hui que la mobilité dpermatozoides est fortement dépendante
de plusieurs voies métaboliques et de mécanismesgdéation (Pereirat al.,2016). La voie

du calcium et celle de la PKA dépendante de I'AM$tnt les 2 voies meétaboliques
principales impliquées dans la régulation de la ititéldes spermatozoides (Darszetnal.,
2001, 2006). Ces voies impliquent des ions calciadénylyl cyclases, ions bicarbonates,
différents canaux de membrane et des eévénementgphdsphorylation. Tous sont
responsables de l'acquisition des compétenceseguigitent aux spermatozoides de féconder
'ovocyte, a savoir la capacitation, I'nyperacéyiet la réaction acrosomique. Les protéines
AKAPSs sont trés importantes dans la régulationad@dbilité des spermatozoides notamment
puisqu'elles piegent de facon localisée les enzytebes que les protéines kinases et
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phosphatases avec des substrats appropriés poudonoer la phosphorylation et la
déphosphorylation des événements (Lucenhial., 2011). Chez I'homme, on sait que
'AKAP4 est une protéine d’ancrage qui se lie KA pour former un dimere activant ainsi
la phosphorylation de substrats (Broenal., 2002). Par I'intermédiaire de 'AKAP4, cette
voie de signalisation initie et assure le maintienla mobilité du spermatozoide (Turretr
al., 1999). D’autres voies et mécanismes sont égalementacteurs importants pouvant
impacter la mobilité du spermatozoide. C’est ledesanomalies moléculaires et de structure
du flagelle, ou du rdle des ROS dans l'acquisiteinle controle de la mobilité des
spermatozoides (Pereied al.,2016). Le contrdle du volume cellulaire et de |'ofamité est
également fondamental pour la mobilité des spermoides. Cependant, nos résultats mettant
en avant que la protéolyse du protéome global stipalement liée a 'AKAP4, il semble
donc peu probable que cela impacte les autresractieula mobilité, en dehors de la voie
PKA-AMPc-dépendante.

Dégradation tardive versus absence précoce de I'®RAun impact différent

En dehors de sa contribution dans la mobilité dursptozoide, 'AKAP4 joue un réle majeur
dans l'assemblage de la gaine fibreuse (Eetdwl., 2003). L’inactivation ciblée du gene
akap4donne lieu a des défauts du flagelle et de la lindlies spermatozoides (Mi&t al.,
2002). En effet, les souris KO pour la protéine AKAproduisent un nombre normal de
spermatozoides, mais ces derniers ne parviennera pi@velopper de mobilité progressive.
lls présentent un flagelle raccourci et réduit, d@s absences de protéines normalement
associées et coordonnées a I'AKAP4, comme [lalpha-RAKAP3, ou la GAPDS
(glycéraldehydes-phophate déshydrogénase-S). Ainsi, I'absence d’AKAéhne lieu a une
altération de structure et de fonctionnalité dwdlie. Chez des patients présentant une
asthénozoospermie sévere caractérisée par uneasigsmle la gaine fibreuse, I'absence
d’AKAP4 dans la piece principale du spermatozoigmia&tre mise en évidence (Baccetti
al., 2005). Cela confirme le réle central que joue /AR4 dans la mobilité du spermatozoide.
Cependant, nos résultats nous amenent a reconsidérecanistique de la protéine integre
mais aussi sous forme de fragments aprés protédiyseffet, la littérature montre qu’une
absence de 'AKAP4 au cours du développement durgdezoide entraine une altération
structurelle majeure du flagelle qui entraine éidardans un deuxieme temps une diminution

de la mobilité. Dans notre cohorte de patients, am@@malies de structure n’ont pas été
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observées. On note donc une dégradation par pys&ae la protéine AKAP4 dans le
spermatozoide mature (post-spermato-spermio-gengsesmpacte de facon modérée la
mobilité. Nos résultats viennent compléter ceusadkittérature en montrant qu’'une absence
d’AKAP4 due a une dégradation tardive a moins deséquence sur la mobilité que si cette
altération survient plus précocement dans le d@pelment du gameéte. On ne peut donc pas
écarter I'hypothese que les fragments de protéotisd’ AKAP4 préalablement observés
conservent une certaine activité malgré la dégiadate la protéine entiére, a moins que
l'activité de 'AKAP4 ne soit compensée par une musieurs autres protéines de la gaine
fibreuse. Cela pourrait expliquer pourquoi une edgtion tardive de cette protéine, qui
n'empéche pas la mise en place correcte de la digireise, peut étre secondée en cas de
nécessité par d'autres protéines de cette gairemies en back-up. Cependant, I'analyse
statistique cherchant un lien entre les différeinégments ou groupes de fragments de

'AKAP4 et la mobilité ne mettait pas en avant aerélation.

Quel réle pour la pro-AKAP4 et TAKAP4 humaines dana mobilité ?

Une autre constatation clé lors de ce travail d'@b&ervation d’'une quantité équivalente de
pro-AKAP4 et d’AKAP4 dans les spermatozoides humafku cours de la spermatogenese,
I'AKAP4 est synthétisée sous forme d'un précurgplirest ensuite clivé en une protéine de
85 kDa (Turneeet al., 1998). Le rapport pro-AKAP4/AKAP4 varie cependdhine espece a
lautre. Dans les spermatozoides humains, ce ragsorsupérieur a celui retrouvé chez
d’autres especes animales, ce qui indique quavagd de la pro-AKAP4 chez I'humain est
soit moins complet soit différent que chez la sowt le taureau (Mosst al., 1999). Nos
résultats suggeérent que dans les spermatozoideasirs)nies niveaux de pro-AKAP4 et

AKAP4 sont équivalents.

Considérant que le clivage de la pro-AKAP4 en AKAE3t nécessaire pour la mobilité du
spermatozoide chez la souris, aucune relationtdiréa cependant été mise en évidence chez
I'hnomme et on ne sait pas encore si c’est la préxR& ou 'AKAP4 qui régulent la mobilité
des spermatozoides. Dans ce travail nous mettoésiéance que la quantité de pro-AKAP4
était significativement et positivement corrélée@va fraction mobile des spermatozoides
sélectionnés par gradient de densité. A l'invelaeperte du pro-domaine de I'AKAP4 ne
permet pas de retrouver de corrélation avec la litdlprogressive. Ce travail a donc permis

de montrer que c’est l'intégrité de la protéine ARPAcomprenant son pro-domaine qui est un

211



These d’Université Julien Sigala Discusssion générale

indicateur positif de la mobilité spermatique, algue cette pro-AKAP4 est a ce jour encore
considérée comme une protéine inactive (Luanal., 2011). Ces données apportent une
vision nouvelle du rdle et de I'impact de cettetpimoe, bien que la mécanistique n’ait pas été
établie. De plus, la protéolyse par des endopregéds la région C-ter (C-terminale) pourrait

contribuer a une perte partielle de la fonctiol AKAP4.

La protéolyse en lien avec une autre protéine derlabilité

Dans nos travaux, une autre protéine faisant pdeit&a bande de protéines a 110 kDa était
egalement en lien avec cette protéolyse : 'HK1.c€tte protéine est également localisée au
niveau de la piece intermédiaire du flagelle. Bt décrite dans la littérature comme
impliquée dans la mobilité du spermatozoide (Tuetal., 1999; Brown, 2002; Eddgt al.,
2003; Morettiet al., 2007). L'HK1 est une enzyme glycolytique assocé& production
d’ATP nécessaire a lactivité flagellaire (Eddgt al., 2003). Le clivage ou la
déphosphorylation du dimére d’HK1 sont profondénl&d avec linitiation de la mobilité
spermatique (Nakamuet al.,2008a). On peut donc supposer que la protéolysanpacte

la mobilité, bien que principalement due a la dégtian de 'AKAP4, puisse également étre
influencée par d’autres protéines telles que I'HK@i.cours de ce travail, nous nous sommes
focalisés en priorité sur la protéine AKAP4. Uneplexation de I'HK1 reste cependant
nécessaire pour venir enrichir les résultats oléseavec la protéine AKAP4.

La place du SPQI et de 'AKAP4 comme biomarqueuesréussite en AMP

Actuellement, I'évaluation de la qualité spermagicgn routine de laboratoire repose sur le
spermogramme-spermocytogramme. Cependant, dans &6s%as, cet examen ne permet
pas d’expliquer l'infertilité. Or le choix de ladenique et l'issue de grossesse en AMP
dépendent directement de la qualité spermatiqui@yaar cet examen (Lewis, 2007). La
concentration, la mobilité et la morphologie desersptozoides évalués lors du

spermogramme-spermocytogramme sont les seuls paesmmasculins considérés comme
prédictifs d’'une grossesse chez les couples quiemewconcevoir naturellement. lls sont

€galement un prérequis essentiel pour les cougeéficiant d’'une prise en charge en AMP
pour le choix de la technique : llU, FIV ou ICSIin® IMSI (pour intracytoplasmic

morphologically selected sperm injectjol®ependant, le taux global de naissances en AMP
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atteint actuellement un maximum de 30 %, d'ou laesgité de nouveaux marqueurs
moléculaires pour affiner le diagnostic d'infetéiimasculine. Dans la littérature, 'AKAP4 est
une protéine spécifique du spermatozoide, utiliséame pivot central de la mobilité
spermatique (Moss & Gerton, 2001; Lucehial.,2011). La mobilité pouvant avoir un impact
sur les taux de fécondation, de qualité embryoeneirde grossesse (Bhilawadileiral.,
2013), nous avons cherché a évaluer dans ce tdavadleur pronostique (i) du protéome
global spermatique via le SPQI et (ii) de la proA4¥4 sur le succés au cours d’une tentative
d’AMP.

Lors de la comparaison des parametres spermatigmé®e les sous-groupes SPQI
« protéolysés » et «non-protéolysés », seule labilitdo progressive est apparue
statistiguement différente entre les 2 groupedaeeur du groupe « non-protéolysé » lors de
l'analyse des tentatives d'llU. Entre les groupee-fKAP4 « non-protéolysé » et pro-
AKAP4 « protéolysé », I'état de 'AKAP4 n’est pasdiminant. Par ailleurs, les populations
des sous-groupes « protéolysés » versus « nonefysdg » étudiées étaient comparables en
termes d’age, de BMI, d’intoxication tabagique @ubilan de réserve ovarienne. Concernant
les tentatives de FIV et ICSI, la protéolyse obéerau SPQI ou au niveau de la pro-AKAP4
n'a pas mis en avant d'impact sur les taux de féaton. En revanche, le développement
embryonnaire a J2-J3 a été noté de meilleure quaiieéz les patients des sousgroupes « non-
protéolysé » que ce soit en se basant sur le SBGuUD la pro-AKAP4. Cette meilleure
gualité a d’ailleurs systématiguement mené a urgmautation significative des taux de
cryoconservation. L'obtention d’'une grossesse @ligi évolutive et d’'une naissance semble
favorisée chez les patients présentant un prot&paanatique et une pro-AKAP4 integres.
Nous sommes cependant obligés de nous montrerrgeusiar les résultats statistiques de FIV
centrés sur la pro-AKAP4 qui ne sont pas interfpés a cause de plusieurs facteurs
confondants entre les 2 sous-groupes de patieetpll®, de fagon inattendue des résultats
contradictoires sont observés lors de I'analyse tdetatives d’'llU. Les taux de grossesse
clinique et de naissance sont plutét supérieurs tEmsous-groupes « protéolysés » (SPQI B
et pro-AKAP4 B), bien que statistiqguement non digatifs. En revanche, parmi les couples
dont le conjoint présentait un SPQI ou une pro-AKAdRe type « protéolysé » survenaient
également un important taux de FCS précoce paroramux patients de type « non-
protéolysé ». Suite a ces résultats divergenestilifficile d’affirmer avec certitude I'impact
ou non de la protéolyse du protéome global et/odadero-AKAP4 dans le succés de la
tentative. Nous avons également réalisé cette m&ome en prenant en considération, de
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facon isolée, uniquement les premieres tentatividd,des premiéres tentatives de FIV, ou
toutes les FIV aprés échec d'llU (ces résultatsamd pas présentés dans ce manuscrit). Les
résultats sont similaires a ceux observés lorsadetyses qui prennent en compte la totalité
des 1lU et de FIV. Cependant, ces résultats prahmes fondamentaux et cliniques sont
encourageants et doivent étre approfondis sur une grande cohorte afin de mieux
comprendre le r6le et I'impact de cette protéolgsele la protéine AKAP4. Nous pouvons
cependant avancer que les analyses du protéomal dlolspermatozoide et/ou de la protéine
AKAP4 et de son précurseur constituent une nouyeliee sérieuse dans I'évaluation de la
gualité du spermatozoide humain, en complémenpdureogramme-spermocytogramme. Ce
constat se rapproche de celui de Xu et collaboratéXu et al., 2012) qui ont réalisé une
étude comparative des protéomes de spermatozaioesnant d’hommes normozoospermes
fertiles et non fertiles. De facon intéressant@KAP4 a été identifiée comme sous-régulée
chez les patients normozoospermes infertiles€iXal., 2012). De plus, une augmentation de
la puissance de nos travaux préliminaires devmiimpttre de confirmer l'intérét du SPQI
et/ou de la protéine (pro-)AKAP4 comme biomarqueueslictifs de succes lors de tentatives

d’AMP ou permettant d’affiner le choix de la tectyné a utiliser.

Evaluation statistique des effectifs

Pour aller plus loin dans nos résultats, nous ageakié, avec I'équipe des biostatisticiens du

CHRU de Lille, le nombre total de patients nécessaour confirmer ces premiers travaux.

Tout d’abord, la quantification de la protéine AKMABt des differents fragments ont été mise
en lien avec les différents paramétres spermatifpréisle 3). Les résultats montrent un lien
entre la pro-AKAP4 et la mobilité apres gradienbul avons donc cherché a établir un cut-
off optimal de la protéine pro-AKAP4 qui nous pettrat de séparer nos patients en
2 groupes, en fonction du taux de succes (grosséiaggie) selon les techniques d’llU et de
FIV ou ICSI. L'équipe des biostatisticiens a étaplie pour qu’une aire sous la courbe ROC
(AUC pourarea under the curyede la protéine AKAP4 de 0,80 soit supérieure @ AbC

de 0,70 (considérée comme le minimum acceptabkx) am test bilatéral (risquede 5 %, et
une puissance de 80 %), il serait nécessaire g@shbs de 264 sujets sous I'hypothese d’un
taux de grossesse de 30 %. La cohorte totale denfmpour lesquels le dosage de la protéine
a pu étre réalisé au cours de ce travail étaitadpaiients. Nous n’avons donc pas pu établir
de cut-off de la protéine AKAP4. D’un point de vsiatistique, la faiblesse de notre travalil
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sont le nombre de sujets, le fait qu’'un couple griisénéficier de plusieurs tentatives (une
seule quantification d’AKAP4 pour plusieurs tenteas d’AMP avec des résultats de
grossesse différents). L'utilisation potentielletdehniques d’AMP différentes pour un méme
couple de patients (IlU, FIV, ICSI) entraine unibliesse pour I'analyse globale. Cependant,
la force de ce travail est que ces analyses puigsenproposées chez chaque patient (et non
des pools), ce qui permet d’avoir une vraie rétlaxpersonnalisée de la prise en charge en
AMP.

Dans un deuxieme temps, en s’appuyant sur nostatsblasés sur le SPQI, nous observons
gu’environ 50 % des échantillons de sperme des heBmmormozoospermiques présentent un
profil protéique protéolysé. Les résultats préserdans l'article 4 montrent des taux de
grossesse entre les sous-groupes normo-SPQI ©lys#é> vs. « non-protéolysé » de 37 %
et 21 % respectivement, soit une différence d’emvit5 %. L’étude statistique doit donc tenir
compte de cette différence observée et mettre ielerdzse une différence (absolue) du taux de
grossesse clinique de 15 % entre les 2 profilséproes spermatiques en faveur du profil
« non protéolysé ». Sachant que le taux de grassdiségue est estimé a 30 % dans notre
population d’étude, et que les 2 profils protéigapermatiques sont équilibrés, nous avons
fait I'hnypothése qu’un taux de grossesse cliniqge28 % sera observé pour les profils
« protéolysés » et 35 % pour les profils « nonguhysés ». Pour mettre en évidence cette
différence de taux de grossesse entre les 2 prafitc un test bilatéral, un risque de premiere
espece de 5 % et une puissance de 80 %, il essgadee d'inclure 252 patients. Pour
anticiper 10 % de données manquantes (perdue desweute d'étude), 277 échantillons
seraient donc a inclure pour chaque technique d’AMBvaluer. A partir de la base de
données incluant uniqguement les 53 patients avaatijcation de la protéine pro-AKAP4
pour lesquels les taux de grossesse étaient dectasgment de 27,6 % vs. 23,5 % dans le
groupe « protéolysé » versus « non-protéolysé n),minimum de 3552 patients serait a
inclure. Ces calculs supposent que l'unité stqtistisoit le patient, et que le taux de grossesse

Soit obtenu apres une tentative ou un ensemble&fnéde tentatives.

La protéomique, un bon outil en devenir pour TAMP

Les études fonctionnelles et comparatives en pmutgees chez les patients infertiles
contribuent a notre connaissance croissante deertlité masculine. Cependant, peu de

recherches ont été concentrées sur le protéommafigue et sa relation avec les parameétres
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de 'AMP tels que la fécondation, 'embryogenésel’ouplantation des embryons. Encore
moins d’études se sont focalisées sur la relatibre &le nouvelles protéines d'intéréts et leur
évaluation comme biomarqueurs de 'AMP. Notre tilavig@nt enrichir les connaissances sur
les protéines d’intéréts en lien avec les issuedet¢atives d’AMP. Une enquéte plus
approfondie du protéome du gaméte male, sa cotibibau développement de I'embryon et
au résultat en AMP reste cruciale. Ces résultaisrpignt permettre notamment de révéler les
causes sous-jacentes de l'infertilité masculinguétiée aujourd’hui d’idiopathiques (50 % des
hommes normozoospermes), ce qui pourraient peenatie ameélioration des soins aux
patients et augmenter les chances de grossesseoaveans AMP. De plus, malgré les
résultats intéressants des différentes étudegnibk peu probable que l'altération d’'une
protéine isolée impacte de fagcon majeure sur lesnads de succes. C'est donc la
mutualisation de nos résultats avec ceux déja @sil@n protéomiques mais aussi ceux des
autres techniques «-omiques » qui devraient pémened terme, d’évaluer au mieux le

pouvoir fécondant réel du spermatozoide.
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Ce travail s’est articulé autour de 2 protéinediem avec la mobilité. Nous nous sommes
intéressés dans un premier temps au potentiel derd&éine Tau dans les cellules
spermatiques, protéine tres étudiée dans le nemataenment pour son réle essentiel dans la
polymérisation et le fonctionnement des microtubulee deuxieme objectif de ce travail était
d’approfondir la compréhension de la protéolysepthtéome global chez des hommes issus
de couples infertiles, en se focalisant en pargcslur la protéine AKAP4. Enfin, notre travalil
avait pour troisiéme objectif d'évaluer le potehtie I'index SPQI et de la protéine AKAP4
sous ses différentes formes comme biomarqueurésligif(s) de succes lors d’'une prise en

charge en AMP.

Au final, ce travail de Thése aura permis :

1. De mettre en évidence la présence de la protéine arotubulaire Tau dans les
cellules spermatiques humaines a différents stadeke différenciation. De plus,
nous avons synthétisé les connaissances de la pirmeé Tau testiculaire et

spermatique humaine en une revue de la littérature.

Les études sur la protéine Tau au niveau testreulsont tres peu nombreuses dans la
littérature et exclusivement basées sur I'animals Nravaux ont permis de décrire pour la
premiere fois chez I'étre humain la protéine Tax siades spermatocyte et spermatide dans
le testicule, ainsi que dans la piece intermédidiiespermatozoide mature. Ces résultats
pourraient étre le point de départ de l'identificatd’'un réle de Tau dans la spermatogenése.
En s’inspirant de ce qui a été largement étudié dameurone, plusieurs axes pourraient étre
exploités. Nos résultats permettent d’envisagerpdarsuivre ce travail en microscopie
électronique pour une analyse plus fine des spemuites et de la piéce intermédiaire en
immunocytochimie. Parallelement, le rdle de la @ire¢ Tau par exemple, pourrait étre
identifié en utilisant des lentivirus permettampression de Tau dans les testicules de souris
KO tau, pour voir si la spermatogenese est altérée ouli@aée La suppression de
I'expression de la protéine Tau dans des sourisl Wibe permettrait de voir si cela entraine
une altération de la spermatogenese. Enfin, lehasdle souris THY-Tau22 sur-expriment
une isoforme de Tau humaine mutée sur 2 sitesust ®antréle d'un promoteur neuronal. Ce
modele présente, dés I'age de trois mois, desatdt@s progressives de l'apprentissage et de
la mémoire en parallele a une accumulation deépres Tau principalement au niveau

hippocampique, sans perte neuronale majeure (Vadalegydet al., 2013). Ce modele de
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souris pourrait étre exploité dans lebut de déteemsi une accumulation de Tau chez ces

souris entraine également une altération de larsgiegenese.

2. D’enrichir les connaissances fondamentales en mefta en relation la
guantification de la protéine AKAP4 et les résultas des paramétres
spermatiques. Nous avons notamment montré que la @servation de l'intégrité
du précurseur de cette protéine, la pro-AKAP4, estorrélée positivement avec la
mobilité spermatique aprés sélection par gradient € densité. Parallelement, nous
avons également enrichi la base de données existamn incluant de nouveaux

patients.

Nos résultats montrent d’une part que la pro-AKARMS le spermatozoide mature humain
est retrouvée en quantité équivalente a 'AKAP4e d’'autre part, c’est l'intégrité de cette
pro-AKAP4 qui est un indicateur positif de la madiil spermatique. Ces observations
apportent donc une vision nouvelle du réle et aepact de cette protéine. Les perspectives
de ce travail sont, dans un premier temps, d’alles loin dans la connaissance mécanistique
de I'impact de l'intégrité de la pro-AKAP4 et d&AKAP4. Le travail effectué au cours de
cette Thése nous a permis de conforter les dore@gsses lors du travail initial de notre
équipe, en affinant ces résultats avec des dongéastitatives de I'AKAP4. Cependant,
I'utilisation d’'un seul anticorps anti-AKAP4 de tgpNter représente une faiblesse de nos
résultats. Deux autres anticorps sont disponilledesmarché (Cter et intermédiaire) et leur
utilisation devrait nous permettre d’approfondirsngonnaissances sur l'impact de la
protéolyse et le role a la fois de 'AKAP4 et depl@a-AKAP4, en ciblant mieux les zones de
protéolyse par exemple. Par ailleurs, dans ceitravBudrait tenir compte des phénomenes
de phosphorylation de la pro-AKAP4 ou de 'AKAP4e [bares données publiées sur le sujet
ne mettent pas en avant de différences probantes @m état phosphorylé ou non (Turegr
al., 1999). Cependant, ces travaux nécessiteraiemed@valués avec des technologies plus
modernes et les nouvelles connaissances de lanadd&AP4. D’autres protéines, comme
'HK1, seront également a étudier pour savoir sptatéolyse impacte également leur réle
dans le spermatozoide. Enfin, nous avons montrdajpeotéolyse de 'AKAP4 n’entraine
pas de modification notable de la morphologie gesmatozoides. Une exploration plus fine
par microscopie électronique nous semble indisg@gBur comprendre si des altérations de

l'ultrastructure peuvent étre mises en lien avgurtdéolyse de 'AKAPA4.
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3. D’enrichir la recherche de biomarqueurs prédictifs de succés en AMP en
confrontant respectivement l'analyse du protéome gbal spermatique humain
via l'index SPQI et la protéine pro-AKAP4, avec lesrésultats des tentatives en
U, FIV et ICSI.

Les résultats d’AMP pourraient conforter I'impaét k& protéolyse spermatique sur la qualité
du gamete masculin. Cependant, les observatiorsgdintes entre les résultats en llU et en
FIV ou ICSI ne permettent pas, aujourd’hui, d’egpkr I'impact précis et direct de la
dégradation du SPQI ou de la pro-AKAP4 sur lesltésude ces technigues et donc de les
proposer comme biomarqueurs. De plus, nous n'apasagpu lors de ce travail établir un cut-
off de la quantification de la pro-AKAP4 permettamte validation statistique, en raison
d’'une puissance insuffisante. Il est donc nécessdimugmenter le nombre d’échantillons
pour lesquels une quantification doit étre réalidbest nécessaire de mettre en place une
multicentrique, afin de valider nos résultats doteser thérapeutique. L’objectif, a terme,
serait de pouvoir réaliser I'analyse de la qualgérmatique en prospectif le jour méme de la
tentative d’AMP. Si les premiers résultats se qoméint, la poursuite du travail pourrait étre
la mise au point d'un test permettant I'évaluatgimple et en routine de laboratoire d’'un
nouvel indicateur. La mise au point d'une méthodeISBA (pour enzyme-linked
immunosorbent asspyle détection simple de 'AKAP4 ou de la pro-AKAB#ectement a
partir d’échantillons de sperme entier pourraitréspnter un test pertinent. Enfin, il est
probable que des anomalies d’un faisceau de pesté&aient responsables d’'une baisse de la
fertilité chez les patients considérés comme nooosgermiques. Les résultats de nos
travaux devront étre associés a ceux d’autresusatraitant de protéines également décrites
comme impactant les résultats en AMP afin de trolaveombinaison optimale qui permettra
de mieux comprendre, aider et prendre en chargeattents au quotidien.

En conclusion, l'utilisation de la protéomique chezZle spermatozoide s’est révélée un
atout précieux dans ce travail pour envisager l'utisation de nouveaux biomarqueurs a
la fois de la qualité spermatique et prédictifs deghances de succés en reproduction.
L'amélioration des technologies et la baisse progssive des colts de I'ensemble des
technologies « -omiques » autorisant des étudesaide €chelle ont permis d'importantes
avancées dans la connaissance biologique, notammees fonctions spermatiques. Notre

travail permet d’apporter aujourd’hui une « pierre a I'édifice » a I'établissement de la

220



These d’Université Julien Sigala Conclusion et perspectives

« carte d’identité protéique » du spermatozoide. Laompréhension de la composition,
des rbles des différentes protéines du spermatozeidet de leurs impacts devrait
permettre, a terme, de mieux assister cette cellulans son but ultime, a savoir mener a

la naissance d’'un enfant en bonne santé et au bonlredu couple.
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Julien SIGALA, né le 20 mars 1982 a Perpignan.

Biologiste, spécialité Biologie de la Reproduction.

Pacsé.

Adresse personnelle : 175 rue des pierres, 59229

Téteghem

Annexes (Curriculum vitae)

CURRICULUM VITAE

Téléphone : 06 84954909 ;03 6117 72 67

Courriels : julien.sigala@yahoo.fr ; j.sigala@ch-calais.fr

DIPLOMES

ANRNEN

2015 Concours national de Praticien des établissements publics de santé, Paris.

2013 DU d’Andrologie, Université Lille 2.

2013 Master 2 Recherche, Sciences, Technologies, Santé, Mention Santé, spécialité Biologie-
Santé, Université Lille 2.

v/ 2011 Dipléme d’Etudes Spécialisées de Biologie Médicale, Université de Besancon.
v/ 2010 Master 2 Professionnel, Sciences de la Vie et de la Santé, spécialité Biologie de la
Reproduction humaine et Assistance Médicale a la Procréation, Université de Paris 5.

v/ 2009 DIU de Biologie appliquée a la Procréation, Nord-Est, Université de Besancon.
v/ 2007 Doctorat en Pharmacie : Faculté de Pharmacie, Université de Montpellier 1.
v' 2005 Master 1, Biologie moléculaire. Faculté de Pharmacie, Université de Montpellier 1.
EXPERIENCE
PROFESSIONNELLE Depuis novembre 2015 Praticien Hospitalier, Service
d’Assistance Médicale a la Procréation, CH de Calais.
2011-2015 Assistant Hospitalo-Universitaire, Institut de Biologie
de la Reproduction-Spermiologie-CECOS, CHRU Lille.
2007-2011 Interne de Biologie Médicale, spécialité Biologie de
la Reproduction, CHU Besancgon.
ACTIVITE HOSPITALIERE 1- Activité de routine d’Assistance Meédicale a la Procréation : seul
CH de Calais Biologiste temps-plein.

depuis novembre 2015

Centre d’AMP assurant environ 300 ponctions/an, 300 IlU/an, proposant

les techniques de FIV-conventionnelle, d’ICSI, de culture prolongée, de
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culture embryonnaire par systeme time-lapse, de vitrification.

NSRNE N NN

v
v

Participation aux techniques d’AMP journalieres.

Gestion des dossiers médicaux des tentatives d’AMP.

Validation des dossiers biologiques.

Consultations pré-FIV/ICSI.

Utilisation du logiciel Medifirst (gestion/traitement des données
d’AMP cliniques, biologiques, statistiques par tableau de bord).
Participation aux staffs de suivi de stimulation, de transfert, aux
commissions multi-disciplinaires clinico-biologiques, aux réunions
d‘informations des couples.

Rapport d‘activité annuel pour I’ABM.

Faisant fonction de Cadre.

2. Participation a la_mise en place de la qualité dans la démarche

d’Accréditation du COFRAC :

v
v
v

Utilisation du logiciel Kalilab.

Rédaction et application des procédures qualités.

Mise en place et rédaction des dossiers de vérification de
méthode : Spermiologie et Embryologie.

Responsable de la mise en place et de I‘évaluation des CQl et EEQ:
Spermiologie et Embryologie.

Réunion qualité hebdomadaire.

Participation aux Audits a blanc : externe (octobre 2015) et
interne (mai et juin 2016).

Responsable lors de I‘Audit par le COFRAC pour une accréditation
initiale du centre : les 20-21-22 juin 2016.

ACTIVITE HOSPITALIERE
CHRU de Lille
2011-2015

1. Activité de routine d’Assistance Médicale a la Procréation :

Centre d’AMP assurant >1000 ponctions/an, >700 IlU/an, proposant les
techniques de FIV-conventionnelle, d’ICSI, d’IMSI, de culture prolongée,
de congélation embryonnaire, de vitrification (ovocyte/blastocyste), de
don de sperme et d’ovocytes, d’accueil d’embryons, d’extraction des
spermatozoides testiculaires ou épididymaires et de préservation de la
fertilité féminine et masculine (gametes et tissus).

SN NEN

Gestion des dossiers médicaux des tentatives d’AMP.
Participation aux techniques d’AMP journalieres.

Validation des dossiers biologiques.

Consultations pré-FIV/ICSI, spermiologiques et CECOS.

Utilisation du logiciel Infofiv (gestion/traitement des données
d’AMP cliniques, biologiques et statistiques).

Participation aux staffs de suivi de stimulation, de transfert, aux
commissions multi-disciplinaires clinico-biologiques, aux réunions
d‘informations des couples et aux sessions bibliographiques
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clinico-biologiques (bi-mensuelles).

v" Formation (théorie/pratique) et encadrement (mémoire de DES,
Master 2 professionnel) hospitalo-universitaire des internes.

v Participation aux astreintes de week-end.

v" Mise en place de nouvelles technologies (vitrification, time-lapse)
et aide au perfectionnement de celles déja pratiquées en routine.

2. Projets de Recherche Clinique ou d’études :

v'  Essais industriels suivants :

0 Co-investigateur : ESTHER (Evidence-based Stimulation Trial
with Human rFSH in Europe an Rest of World 1) : a
randomized, controlled, assessor-blind, parallel groups,
multicentre, multinational, phase Il trial comparing the
efficacy and safety of FE 999049 with follitropin alfa (Gonal-
F), in controlled ovarian stimulation in women undergoing
an assisted reproductive technology programme. Ferring
Pharmaceuticals. 2014-2015.

v Investigateur du dossier de Budget de Programme d’Innovation
(BPI) pour la campagne 2015-2016 : acquisition d’un systéme
time-lapse Embryoscope™.

v Investigateur de |'appel d’offre « Aide a I'émergence » (AAPAE),
GIRCI Nord-Ouest 2015.

v" Travaux de Recherche Clinique sur les thématiques suivantes :
0 Qualité ovocytaire chez les patientes présentant des ovaires
polykystiques.
0 Qualité du développement embryonnaire précoce et des
techniques de cryoconservation par vitrification.

3. Participation a la _mise en place de la qualité dans la démarche
d’Accréditation du COFRAC :

v" Validation de méthode : numération spermatique par cellule
KOVA, mesure du volume spermatique par pesée.

v Participation a la rédaction et a lI'application des procédures
qualités.

v" Mise en place de €CQl : Embryologie.

ACTIVITE UNIVERSITAIRE Enseignements Magistraux : (8h).
Faculté de Médecine, Histologie : Embryologie de I'appareil génital féminin; Histologie des
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Université de Lille
2011-2016

Faculté de Pharmacie,
Université de Besangon
2011

Facultés de Pharmacie,
Université de Besangon
Université de Montpellier 1
2009-2015

voies génitales féminines ; Embryologie et Histologie des voies urinaires ;
Traitement des troubles de l'infertilité : versant masculin.

Enseignements Master 1 : (21h).

Médecine et Biologie de la Reproduction : Les techniques d’Assistance
Médicale a la Procréation; Développement embryonnaire précoce;
Biomarqueurs de la fertilité masculine: nouvelles technologies et
applications ; Risques épigénétique en AMP.

Enseignements Dirigés : (147h).

Histologie : Appareil génital masculin ; Appareil génital féminin ; Glandes
endocrines ; Epithélium, tissu conjonctif, tissus osseux, tissus nerveux,
vaisseaux ; Appareil digestif, gustation ; Appareil respiratoire, olfaction;
Appareil urinaire ; Peau et annexes ; Organes nerveux, oeil.

Surveillance et corrections d’examens : (47h et 52h).
PACES, MED 2, MED 3, MED 4, MED 5, DCEM 4, CSCT (MED 4).

Conférences : (6h)

UE « Préparation a l'internat » : Immunologie biologique et clinique.

Travaux Pratiques : (3h).
Biologie cellulaire et génétique.

Jury de These :
Membre de jury dans le cadre de 4 Theéses d’exercice en Pharmacie.

RECHERCHE UNIVERSITAIRE
2011-2016

Thématique de Recherche fondamentale :
v Master 2 Recherche : Protéine et transcrits tau au cours de la
spermatogenése.

v" Thése d’Université: Qualité du protéome du spermatozoide
humain et infertilité.
Labellisation de la Recherche :

v" Equipe d’accueil en réseau Rouen-Lille EA 4308 Gamétogenése et
qualité du gaméte dirigée conjointement par le Pr Nathalie Rives
et le Dr Valérie Mitchell.

v" Collaboration avec le Dr Nicolas Sergeant du Jean-Pierre Aubert
Research Center (JPArc) a Lille, équipe « Alzheimer et
Tauopathies », UMR-S 1172, dirigée par le Dr Luc Buée.

Brevet d’invention

v' Brevet Inserm-transfert: Composition et méthode d’un test
diagnostique du risque d’infertilité chez ’lhomme. Human Sperm
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Proteome Quality Index (S.P.Q.l.): a new marker to be considered
with sperm parameters. N°BI013168-Sergeant/AN.

COMMUNICATIONS

PUBLICATIONS v' Barbotin AL, Ballot C, Sigala J, Leroy M, Rigot JM, Dewailly D,
Avec Comité de lecture Robin G, Mitchell V. Pregnancy after ICSI following extended
Total SIGAPS : 85 points sperm preparation and hormone therapy in an azoospermic man

with maturation arrest: a case report and literature review.
Accepté avec revisions mineures. Andrologia 2016. (catégorie D,
points SIGAPS : 6).

v" Barbotin AL, Ballot C, Sigala J, Ramdane N, Duhamel A, Marcelli
F, Rigot JM, Dewailly D, Pigny P, Mitchell V. The serum inhibin B
concentration and reference ranges in normozoospermia. Eur J
Endocrinol. 2015 Jun ;172:669-676. (catégorie C, points SIGAPS :
12).

v' Sigala J, Jumeau F, Buée L, Sergeant N, Mitchell V. La protéine
microtubulaire Tau testiculaire : une place dans Ia
spermatogenése? Morphology, 2015 Apr;99,141-148. (catégorie
NC, points SIGAPS : 4).

v Sigala J, Sifer C, Dewailly D, Robin G, Bruyneel A, Ramdane N,
Lefebvre-Khalil V, Mitchell V, Decanter C. Is the polycystic ovarian
morphology (PCOM) related to a poor oocyte quality after
controlled ovarian hyperstimulation (COH) for ICSI? Results from
a prospective comparative study. Fertil Steril. 2015
Jan;103(1):112-8. (catégorie A, points SIGAPS : 32).

v' Sigala J, Jumeau F, Caillet-Boudin ML, Sergeant N, Ballot C,
Tardivel M, Rigot JM, Marcelli F, Buée L & Mitchell V.
Immunoexpression of tau in human sperm and testis. Asian J
Androl. 2014 Nov-Dec;16(6):927-8. (catégorie C, points SIGAPS :
16).

v" Mitchell V, Sigala J, Ballot C,Jumeau F, Barbotin AL, Duhamel A,
Rives N, Rigot JM, Escalier D, Peers MC. Light microscopy
morphological characteristics of the sperm flagellum may be
related to axonemal abnormalities. Andrologia 2014 Feb, xx, 1-7.
(catégorie D, points SIGAPS : 9).

v" Mitchell V, Sigala J, Jumeau F, Ballot C, Peers MC, Decanter C,
Rives N, Perdrix A, Rigot JM, Escalier D. ICSI treatment in severe
asthenozoospermia. Gynecol Obstet Fertil. 2012 Dec;40(12):776-
9. (catégorie E, points SIGAPS : 6)
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COMMUNICATIONS ORALES v’ Protocoles agonistes versus antagonistes : étude d’un cas.
Soirée de formation Merck-Serono, Lille, septembre 2016.

v’ IMSI : doit-on encore y croire ?

Club des Jeunes Fivistes du Nord-Pas-de-Calais-Picardie-
Champagne-Ardennes. St Quentin, juillet 2015.

v' Microtubule-associated protein Tau et ARN messagers :
expression dans le testicule et le spermatozoide humain.
Congrés du College des Histologistes, Embryologistes et
Cytogénéticiens. Amiens, mars 2014.

v Spécialisations de niveau 2 : Biologie de la Reproduction.
Assemblée Générale nationale des Internes en Pharmacie et
Biologie Médicale. Lille, mars 2012.

COMMUNICATIONS Nombre de communications affichées libres a des congres : 12
AFFICHEES
REVIEWING Nombre de reviewings pour le mensuel scientifique Gynécologie,

Obstétrique & Fertilité : 3 (2015, 2016, 2016)

FORMATION
MEDICALE CONTINUE

CONGRES v" European Society oh Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) : 2016 (Helsinki).

v" Fédération Francgaise d’Etude de la Reproduction (FFER) : 2015
(Montpellier).

v' Société d’Andrologie de Langue Francaise (SALF): 2014
(Marseille), 2015 (Dijon).

v' Collége des Histologistes, Embryologistes et Cytogénéticiens
(CHEC) : 2014 (Amiens), 2015 (Paris).

v" COOK Medical,
0 Hands-On Training Workshop with Kristin Lietz : 2016
(Vienne, Autriche).
0 Journée sur les milieux de culture en AMP: 2016
(Paris).

v" MSD Fertilité, Journée Scientifique : 2016 (Paris).
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v" Merck Serono,

0 Protocoles agonistes versus antagonistes : 2016 (Lille).

0 Ateliers Qualité et Performance : 2016 (Paris).

0 Sharing european pratices in ART: overview and
visions of future : 2016 (Paris).

0 Présentation du systéme time-lapse Eeva™: 2015
(Paris).

0 Journée Meédecine et Biologie de la Reproduction
(MBR) : 2012, 2013, 2014 (Paris).

0 Club des Jeunes Fivistes du Nord-Pas-de-Calais-
Picardie-Champagne-Ardennes : 2013 (Lesquin), 2014
(St Quentin), 2015 (St Quentin).

Participation a la journée de renouvellement de I'EA 4308 par
le comité d’expert du HCERES. 2015 (Rouen).

Vitrolife, Présentation du systéme time-lapse Embryoscope® :
2015 (Paris).

FERRING Today : 2012 (Paris), 2013 (Monaco).

FORMATIONS

Formation vitrification ovocytaire et embryonnaire. Formation
et partage d’expérience avec le Dr K. Pocate de I'Hopital
Cochin. CH de Calais. Octobre 2016.

Formation sur ['utilisation du tableau de bord du logiciel
Médifirst par le Dr P. Arvis, CH de Calais. Octobre 2016.

Formations Qualité :

0 Viskali ACC. 1 jour portant sur la gestion des Processus.
CH de Calais. Octobre 2016.

0 AFNOR. 2 jours portant sur la norme 15189 : CHRU de
Lille. Juin 2016.

O AFNOR de 1 jour portant sur les «indicateurs
qualité » : CHRU de Lille. Mai 2016.

Pré-CNU : sous-section 4202. Juin 2012 et mars 2015.

« Formation des jeunes a la pédagogie » : présentation d’une
coupe d’ovaire selon la méthodologie des lames virtuelles.
Congres du College des Histologistes, Embryologistes et
Cytogénéticiens. Mars 2015.

Séminaire pédagogique, présentation d’un cours de type CNU :
Le tractus génital féminin. College des Histologistes,
Embryologistes et Cytogénéticiens. Octobre 2014.
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v" « Formation des jeunes a la pédagogie » : présentation d’une
coupe de testicule selon la méthodologie des lames virtuelles.
Congrés du College des Histologistes, Embryologistes et
Cytogénéticiens. Mars 2014.

v' Formation pratique sur la vitrification : Vitrification System
Hands-On Workshop Training Program. Irvine Scientific. 2011.

v" Module Organisation, Gestion et Droit. Inter Région Nord-Est,
CHU Strasbourg. Septembre 2011.

SOCIETES SAVANTES

Membre de la Société d’Andrologie de Langue Frangaise SALF. 2014-2016.

Membre des Biologistes des Laboratoires d'Etudes de la Fécondation et de la Conservation
de I’'Oeuf BLEFCO. 2014-2016.

Membre du Collége des Histologistes-Embryologistes-Cytogénéticiens CHEC. 2014-2015.

MISSIONS D’INTERET COLLECTIF

D NI NI N NI N

Membre de I’Association des Chefs de Clinique et Assistants de Lille. 2011-2015.

Ancien trésorier du Syndicat des Internes en Pharmacie de Franche-Comté. 2011.

Ancien vice-président du Syndicat des Internes en Pharmacie de Franche-Comté. 2010.
Ancien représentant des internes en Biologie Médicale de Franche-Comté. 2008- 2010.
Membre du Syndicat des Jeunes Biologistes Médicaux SJIBM. 2009-2016.

Ancien vice-président de I'association des internes en Médecine et chefs de cliniques des
CHRU de Franche-Comté. 2007-2009.

ACTIVITE LIBERALE

v

v

2012 Remplacements en laboratoires de Biologie Médicale polyvalents.
0 Laboratoire BioFlandres, Annoeulin (Nord-Pas-de-Calais) ;
0 Laboratoire Lemmens, Raimes (Nord-Pas-de-Calais).

2010-2011 Remplacements en laboratoires de Biologie Médicale polyvalents.
0 Laboratoire du Dr Mougin, Besancon (Franche-Comté) ;

0 Laboratoire du Dr Coulon, Salins-les-bains (Franche-Comté).
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PUBLICATIONS 2013-2016

Publications dans des revues en Anglais avec comité lecture

Barbotin AL, Ballot C, Sigala J Leroy M, Rigot JM, Dewailly D, Robin G,
Mitchell V. Pregnancy after ICSI following extendsgderm preparation and hormone
therapy in an azoospermic man with maturation ar@esase report and literature
review. Andrologia 2016 Jul.

Sigala_J Barbotin AL, Keller L, Delforge-Dandre P, Deken Yeroy-Martin B,
Decanter C, Mitchell V. Systematic rescue policypobr quality D2-3 embryo by
extended culture and further blastocyst vitrifioatia prospective study enlisting 2455
embryos from 736 IVHEN préparation.

Barbotin AL, Ballot C,Sigala J Ramdane N, Duhamel A, Marcelli F, Rigot JM,
Dewallly D, Pigny P, Mitchell V. The serum inhibB concentration and reference
ranges in normozoospermiur J Endocrinal 2015 Jun;172:669-676.

Sigala J Sifer C, Dewallly D, Robin G, Bruyneel A, RamdaXgelLefebvre-Khalil V,
Mitchell V, Decanter C. Is the polycystic ovariaromphology (PCOM) related to a
poor oocyte quality after controlled ovarian hypienslation (COH) for ICSI? Results
from a prospective comparative stuéhertil Steril. 2015 Jan;103:112-8.

Sigala J Jumeau F, Caillet-Boudin ML, Sergeant N, BallotT@rdivel M, RigotIM,
MarcelliF, Buéd. & Mitchell V. Immunoexpression of tau in human sperm andstesti
Asian J Andral2014 Nov-Dec;16(6):927-8.

Mitchell V, Sigala J Ballot C,Jumeau F, Barbotin AL, Duhamel A, Rives N, Rigot
JM, Escalier D, Peers MQ.ight microscopy morphological characteristics bt
sperm flagellum may be related to axonemal abnatieslAndrologia2014 Feb, xx,
1-7.

Publications dans des revues en Francais avec coéde lecture

7.

Sigala J Jumeau F, Buée L, Sergeant N, Mitchell V. La @rog microtubulaire Tau
testiculaire : une place dans la spermatogenéseghidiogy, 2015 Apr;99,141-148.
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COMMUNICATIONS ORALES 2013-2016

1. Sigala J* Petit E*.Fragmentation embryonnaire et échecs répétés enétlule d’'un
cas. Soirée scientifique Merck-Serono : agonistessus antagonistes dans la

stimulation ovariennd.e 27 septembre 2016. Lille.
* Présentation commune clinico-biologique.

2. Sigala J IMSI : doit-on encore y croire ? Club des JeuRrgstes du Nord-Pas-de-
Calais-Picardie-Champagne-Ardennes.3 juillet 2015. St Quentin.

3. Sigala J Maurage CA. Coupe d'ovaire selon la méthodolalgs lames virtuelles.
« Formation des jeunes a la pédagogie ». CongreCallege des Histologistes,
Embryologistes et Cytogénéticienes 20, 21 et 22 mars 2015. Paris.

4. Sigala J,Maurage CA. Coupe de testicule selon la méthodeldgs lames virtuelles.
« Formation des jeunes a la pédagogie ». CongreCallege des Histologistes,
Embryologistes et Cytogénéticienss 20, 21 et 22 mars 2014. Amiens.

5. Sigala J Jumeau F, Ballot C, Carpentier C, Fernandez-Gdmaézolet M, Sergeant
N, Caillet-Boudin ML, Rigot JM, Marcelli F, Buée LMitchell V. Microtubule-
associated protein Tau et ARN messagers: expressamns le testicule et le
spermatozoide humain. Congres du College des Hgsdes, Embryologistes et
Cytogénéticiend.es 20, 21 et 22 mars 2014. Amiens.
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COMMUNICATIONS AFFICHEES 2013-2016

1. Sigala_J Delforge-Dandre P, Barbotin A.L, Keller L, DecantC, Mitchell V.
Politique de sauvetage systématique des “poortguainbryons (PQE) J2-J3 par la
culture prolongée et la vitrification au stade tbbdagste.Fédération Francaise de
'Etude de la Reproduction. Les 24, 25 et 26 sebterd015. Montpellier.

2. Barbotin A.L, Robin G, Sigala J Marcelli F, Rigot JM, Mitchell V. Intérét du
traitement hormonal dans les azoospermies avet derénaturation : a propos d’'un
cas.Fédération Francaise de I'Etude de la Reproductibes 24, 25 et 26 septembre
2015. Montpellier.

3. Sigala J Jumeau F, Barbotin A.L, Keller L, Buée L, Sergelh& Mitchell V.
Evaluation of a sperm biomarker for predictive diagis of male fertility.15eme
journée André Verbert. Le 14 septembre 2015. Lille.

4. Sigala J Jumeau F, Ballot C, Carpentier C, Fernandez-Gdmasolet M, Sergeant
N, Caillet-Boudin ML, Rigot JM, Marcelli F, Buée LMitchell V. Microtubule-
associated protein Tau et ARN messagers: expressams le testicule et le
spermatozoide humaisociété d’Andrologie de Langue Francaise. Les 28e230
janvier 2015. Dijon.

5. Sigala J Jumeau F, Ballot C, Carpentier C, Fernandez-Gdmazolet M, Sergeant
N, Caillet-Boudin ML, Rigot JM, Marcelli F, Buée IMitchell V. Expression de la
protéine et des transcrits Tau dans le testiculmam Société d’Andrologie de
Langue Frangaise. Les 22, 23 et 24 janvier 2014rS¢iide.

6. Sigala J Jumeau F, Ballot C, Carpentier C, Fernandez-Gdmazolet M, Sergeant
N, Caillet-Boudin ML, Rigot JM, Marcelli F, Buée LMitchell V. Microtubule-
associated protein Tau et ARN messagers: expressamns le testicule et le
spermatozoide humaifollege des Histologistes, Embryologistes et Cyiétiéiens.
Les 20, 21 et 22 mars 2014. Amiens.
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