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Q RÉSUMÉ

Le jaune d’oeuf est utilisé depuis plus de 60 ans comme agent protecteur dans

les diluants utilisés pour cryopréserver la semence bovine. Depuis quelques années, il

y a une demande grandissante pour l’utilisation de diluants protecteurs exempts de

produits d’origine animale. Cependant, il est difficile de trouver des substances de

remplacement au jaune d’oeuf car le mécanisme par lequel il protège les

spermatozoïdes est encore inconnu.

Au moment de l’éjaculation, les spermatozoïdes entrent en contact avec le

plasma séminal (PS). Les protéines majeures du PS bovin sont les protéines BSP

(Bovine Seminal Plasma). Elles stimulent un efflux du cholestérol et des

phospholipides des membranes des spermatozoïdes qui peut être néfaste pour les

spermatozoïdes. Nous avons émis l’hypothèse qu’il est possible que le jaune d’oeuf

protège les spermatozoïdes en liant les protéines BSP et en empêchant ces dernières de

se lier aux spermatozoïdes et de stimuler un efflux des lipides membranaires.

Premièrement, nous avons démontré que les protéines BSP ont la capacité de

lier les lipoprotéines de faible densité (LDF) du jaune d’oeuf. La liaison des protéines

BSP aux LDf du jaune d’oeuf est rapide, saturable, spécifique et stable après la

cryopréservation. Deuxièmement, nous avons démontré que l’interaction des

protéines BSP avec les LDf du jaune d’oeuf empêche les protéines BSP de se lier à la

membrane plasmique des spermatozoïdes et de provoquer un efflux des lipides

membranaires, permettant ainsi de maintenir les fonctions spermatiques après les



11

étapes du procédé d’entreposage de la semence. Ces résultats indiquent que le jaune

d’oeuf protège les spermatozoïdes en empêchant les protéines BSP de stimuler un

efflux des lipides des membranes des spermatozoïdes.

Nous avons ensuite voulu vérifier si le PS des autres espèces de mammifères

contient des facteurs néfastes (protéines BSP) pour l’entreposage de la semence.

Grâce à une chromatographie d’affinité à la gélatine et à l’héparine, nous avons isolé 4

homologues aux protéines BSP à partir du PS de bison (BiSV-l6kDa, BiSV-l7kDa,

BiSV1$kDa et BiSV-28kDa) et de bélier (RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, RSP-22kDa et

RSP-24kDa). De plus, nous avons démontré que les protéines BiSV et RSP ont la

capacité de lier les LDf du jaune d’oeuf. Ces résultats confirment que des protéines

homologues aux protéines BSP sont présentes dans le P$ des mammifères et que le

mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune d’oeuf pourrait être le même

pour les spermatozoïdes de ces espèces.

Nous croyons que les résultats décrits dans cette thèse aideront à développer de

nouveaux diluants exempts de substances d’origine animale afin de cryopréserver la

semence des mammifères.

Mots clés: cryopréservation, jaune d’oeuf protection des spermatozoïdes, lipoprotéines

de faible densité.
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C ABSTRACT

Over the past 60 years, egg yolk has been included as a protective agent in

extender used to freeze semen. Recently, there lias been increased interest in using

extender free of animal products to freeze semen. However, it is difficuit to find

suitable component in order to replace egg yolk in the extender because the

mechanisms involved in sperm protection by egg yolk against damages caused by

storage, cooling and freezing remain unclear.

Upon ejaculation, epididymal sperm are mixed with seminal plasma (SP). The

BSP (Bovine Seminal Plasma) proteins are the major proteins of buil SP and they

stimulate cholesterol and phospholipid efflux from the sperm membrane, which may

be detrimental for sperm. We hypothesized that egg yolk protects sperm by binding

BSP proteins and preventing them from stimulating lipid efflux from the sperm

membrane.

Our studies showed that BSP proteins can bind the low-density lipoprotein

fraction (LDf) from egg yolk. This binding of BSP proteins to LDF is rapid, saturable

and specific and the binding capacity of LDF is very high. furthermore, this

interaction is stable even afier freeze-thawing. Our studies also showed that the

interaction between LDF and BSP proteins prevents BSP proteins from binding to

sperm and stimulating lipid efflux from the sperm membrane while maintaining sperm

motility during sperm storage. These resuits indicated that egg yolk protects spemi by

preventing the stimulation of lipid efflux from the sperm membrane by BSP proteins.
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In addition, we verified whether or flot deleterious factors (BSP proteins) are

present in the SP of other mammalian species. By gelatin- and heparin-afflnity

chromatography, we isolated four BSP protein homologs from bison SP (BiSV-l6kDa,

BiSV-l7kDa, BiSV18kDa and BiSV-28kDa) and ram SP (RSP-l5kDa, RSP-l6kDa,

RSP-22kDa and RSP-24kDa). Furthermore, we showed that BiSV and RSP proteins

bind to egg yolk LDF. These resuits confirm that BSP protein homologs are

ubiquitous among mammals and suggest that the mechanism of sperm protection by

egg yolk is the same in those species.

We believe that the resuits described in this thesis will aid in the development

ofnovel extenders that do flot contain animal products for sperm preservation in liquid

or frozen state.

Key words: cryopreservation, egg yolk, sperm protection, low-density lipoprotein
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0 1. INTRODUCTION

L’évènement clé de la reproduction sexuée est la fécondation, c’est à dire

l’union d’une cellule reproductrice mâle haploïde et d’une cellule reproductrice

femelle haploïde afin de donner un zygote diploïde. Ces cellules reproductrices sont

appelées gamètes.

1.1. Les spermatozoïdes

Chez les mammifères, les gamètes mâles sont nommés spermatozoïdes et sont

produits dans les mbules séminifères des testicules par un processus appelé

spermatogenèse [1]. Ce processus implique une série de divisions mitotiques et deux

divisions méiotiques suivies d’une série de modifications morphologiques nommée

spermiogenèse. Cette chaîne d’évènements permet d’obtenir des cellules haploïdes

(spermatozoïdes) à partir de cellules souches (spermatogonies).

1.1.1. Morphologie des spermatozoïdes

Les spermatozoïdes des mammifères sont tous formés de deux structures

principales; la tête et le flagelle (figure 1). Ces deux structures ont chacune leur

fonction particulière. La tête permet l’entreposage du matériel génétique à transférer à

l’ovocyte et permet de digérer les enveloppes externes de l’ovocyte grâce au contenu

enzymatique de l’acrosome. Quant à lui, le flagelle contient toute la machinerie

nécessaire à la motilité spermatique. Par conséquent, le spermatozoïde est une cellule

spécialisée pour se rendre au site de fécondation et pénétrer l’ovocyte.
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figure 1: Structure du spermatozoïde. A) Schéma d’un spermatozoïde complet. B)

Schéma de la tête d’un spermatozoïde.

La tête du spermatozoïde est principalement constituée du noyau, de

l’acrosome et d’une quantité relativement faible de composantes cytosquelettiques et

de cytoplasme [1]. Le noyau du spermatozoïde est haploïde et la chromatine qu’il

contient est très condensée grâce à son association avec des petites protéines basiques

appelées protamines. L’acrosome est formé de la membrane acrosomique interne qui

est accolée à la membrane nucléaire et de la membrane acrosomique externe qui est

accolée à la membrane plasmique du spermatozoïde (figure 1). Il origine de l’appareil

de Golgi des spermatides et renferme les enzymes hydrolytiques nécessaires aux

spermatozoïdes pour digérer les couches extérieures de l’ovocyte [1]. Les principaux

enzymes présents dans l’acrosome sont la proacrosine qui est une protéase à sérine et

l’hyaluronidase [2]. D’autres protéases, des phospholipases, des glycosidases et des

estérases, sont aussi présentes dans l’acrosome [2].

C
A B

Pièce

Noyau
Cou

Pièce intermédiaire

Membrane plasmique

Acrosome

Membrane acrosomique
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Menibrane acrosomique
interne
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Le flagelle des spermatozoïdes se divise en quatre segments: le cou qui relie la

tête au flagelle, la pièce intermédiaire, la pièce principale et la pièce terminale (figure

1) [1]. L’axonème, se prolonge sur toute la longueur du flagelle et est la structure

responsable de générer le mouvement du flagelle. La pièce intermédiaire contient les

mitochondries, qui sont enroulées en spirale autour des fibres denses entourant

l’axonème. Ces mitochondries fournissent l’énergie nécessaire au mouvement. Plus

précisément, l’adénosine triphosphate (ATP) produite par les mitochondries active les

molécules de dynéines liées aux microtubules et c’est cette activation qui induit le

mouvement flagellaire.

1.1.2. Membrane plasmïque des spermatozoïdes

La membrane plasmique des spermatozoïdes a pour particularité de posséder

des régions spécialisées (domaines) qui diffèrent quant à leur composition et leur

fonction [1]. Au niveau de la tête, les différents domaines sont l’acrosome antérieur,

le segment équatorial et la région post-acrosomique. Au niveau du flagelle, les

différents domaines sont la pièce intermédiaire et la queue distale (pièce principale et

pièce terminale). La composition ainsi que l’organisation lipidique et protéique de la

membrane plasmique varient d’un domaine à l’autre, ce qui reflète probablement les

différentes fonctions des différentes parties du spermatozoïde. De plus, des

modifications dans la composition et l’organisation de la membrane plasmique des

spermatozoïdes ont lieu pendant le transit des spermatozoïdes dans l’épididyme, lors

de l’éjaculation, ainsi que lors du passage des spermatozoïdes dans le tractus génital

femelle. Certaines de ces modifications seront discutées dans les prochaines sections.
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1.1.3. Composition lipidique des membranes des spermatozoïdes

Chez les spermatozôïdes éjaculés bovins, le seul stérol libre présent dans la

membrane plasmique est le cholestérol, et le ratio molaire cholestérol:phospholipide

est d’environ 1:4,55 [3]. La concentration en cholestérol dans les membranes des

spermatozoïdes est de 270 tg/109 spermatozoïdes alors que celle des phospholipides

est de 1377 ig/lO9 spermatozoïdes [4]. Plus de 50% des phospholipides présents dans

les membranes des spermatozoïdes sont des phospholipides portant un groupement

choline tels que la phosphatidyl-choline, le phosphatidyl-choline plasmalogène et la

sphingomyéline [3, 4]. Les autres phospholipides présents dans la membrane sont les

phospholipides portant un groupement éthanolamine ou sérine. La majorité des

phospholipides portant un groupement choline sont situés dans le feuillet externe de la

bicouche lipidique tandis que les phospholipides portant un groupement éthanolamine,

sérine, ou inositol sont situés dans le feuillet interne (revu dans [5]). Il existe des

différences au niveau de la composition lipidique de la membrane des spermatozoïdes

de différentes espèces de mammifères. Par exemple, le ratio molaire

cholestérol:phospholipide des membranes des spermatozoïdes est moins élevé chez le

taureau et le bélier que chez le lapin et l’humain [6] et le ratio molaire acides gras

insaturés:saturés est plus élevé dans les membranes des spermatozoïdes de porc, de

taureau et de bélier que dans celles des spermatozoïdes d’humain, de lapin et de chien

[7].
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1.2. L’éjaculation

Après leur production dans les testicules, les spermatozoïdes sont entreposés

dans l’épididyme et au moment de l’éjaculation, les spermatozoïdes épididymaires

sont mélangés avec plasma séminal (PS) et sont propulsés à l’extérieur du tractus

génital mâle [8]. Dans les centres d’insémination artificielle, la semence éjaculée

(composée des spermatozoïdes et du PS) est récoltée dans un flacon, tandis que in

vivo, la semence est déposée dans le tractus génital femelle, plus précisément au

niveau du vagin ou du col de l’utérus selon l’espèce. Le volume et la concentration

spermatique de l’éjaculat varient entre les différentes espèces de mammifères (voir

tableau I).

Tableau I. Caractéristiques des éjaculats de différentes espèces de mammifères

(adapté de [9]).

Volume de Concentration Concentration
l’éjaculat (ml) spermatique protéique du PS

(# X 1 06/ml) (mg/ml)

Taureau 2 - 10 300 - 2 000 83

Bélier 0,7 - 2 2 000 - 5 000 50

Bouc 0,2 - 2,5 1 000 - 5 000 28

Porc 150-500 25-3 000 30

Étalon 30-300 30-800 10

Homme 2 - 6 50 - 150 43
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1.3. La capacitation et la réaction de l’acrosome

Chez les mammifères, les spermatozoïdes émergeant du tractus reproducteur

mâle doivent subir le processus de capacitation afin d’acquérir leur pouvoir fécondant

[10-12]. Plus précisément, la capacitation est l’étape qui rend le spermatozoïde

capable d’enclencher la réaction de l’acrosome qui est nécessaire à la fécondation. La

capacitation est un processus complexe caractérisé par plusieurs modifications

biochimiques du spermatozoïde: perte de certaines protéines présentes à la surface du

spermatozoïde, diminution du ratio cholestérol:phospholipide de la membrane,

augmentation de la perméabilité membranaire aux ions, production d’espèces réactives

de l’oxygène (ROS), augmentation du pH, de la concentration du Ca2 et de l’AMPc

intracellulaire ainsi que l’augmentation de la phosphorylation sur tyrosine de certaines

protéines spermatiques [13, 14]. Ces modifications sont induites par les agents

capacitants présents dans le tractus génital femelle. Parmi ces agents capacitants, on

retrouve les glycosaminoglycanes tels que l’héparane sulfate et la chondroitine sulfate

ainsi que les accepteurs de cholestérol tels que les lipoprotéines de haute densité

(HDL) [15-21]. In vitro, la capacitation peut être induite par l’héparine [22-24]. Une

fois le processus de capacitation complété, le spermatozoïde peut enclencher la fusion

de sa membrane acrosomique externe avec sa membrane plasmique. Cette fusion,

appelée réaction de l’acrosome, permet au spermatozoïde de libérer les enzymes

hydrolytiques contenus dans l’acrosome qui vont servir à la digestion de la zone

pellucide entourant l’ovocyte [2]. Ensuite, le spermatozoïde pourra fusionner avec la

membrane plasmique de l’ovocyte. Chez la plupart des espèces de mammifères,
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seulement les spennatozoïdes possédant un acrosome intact peuvent interagir avec la

zone pellucide de l’ovocyte grâce à des récepteurs spécifiques situés à la surface du

spermatozoïde [25]. C’est la protéine ZP3 de la zone pellucide qui induit la réaction

de l’acrosome chez les spermatozoïdes [26].

1.4. Le plasma séminal (PS)

figure 2: Tractus génital du taureau.

Rectum

Glande bnlbo-uréfrak

Le PS est constitué des sécrétions produites par les différentes glandes

accessoires du tractus génital mâle (ampoules, vésicules séminales, prostate et glandes

bulbo-uréthrales) (figure 2) [27]. C’est au moment de l’éjaculation que les

spermatozoïdes entreposés dans l’épididyme entrent en contact avec le PS pour former

Tke dcl’ épididynie

Queue de l’épididyme
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l’éjaculat. Ce sont les sécrétions des vésicules séminales qui composent

majoritairement le PS (environ 60%) [27].

1.4.1. Rôle du PS

Le rôle du PS est de fournir un environnement optimal pour la survie et le

transport des spermatozoïdes de l’épididyme jusqu’au tractus génital femelle [27]. De

plus, le PS est connu pour activer la motilité des spermatozoïdes épididymaires [28]

grâce à des facteurs qu’il contient [29] et au changement de concentration ionique que

subissent les spermatozoïdes lorsqu’ils entrent en contact avec le PS [30]. Il a aussi

été démontré que le PS joue un rôle dans l’initiation de la capacitation des

spermatozoïdes [31-34].

1.4.2. Composition du PS

La composition du PS est variable entre les espèces et peut être variable chez

un même individu où elle peut dépendre de la période de temps séparant les récoltes de

semence [9]. Il existe aussi des variations saisonnières au niveau de la composition du

P$ au sein d’une même espèce [9].

Plusieurs ions (Na, K, Mg2, Ca2, Cl, C03) sont présents dans le PS et

servent à maintenir l’équilibre osmotique idéal pour le spermatozoïde [9]. Ce sont les

ions Na2 et K qui sont majoritaires. Le principal substrat métabolique présent dans

le PS est le fructose et il fournit l’énergie nécessaire à la motilité spermatique [27]. La

présence d’inositol et de sorbitol a elle aussi été observée dans le PS [9]. De plus, une

grande variété de protéines compose le PS telles que des protéines liant l’héparine ou
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le zinc, des enzymes, des caltrines, des calmodulines, des inhibiteurs de protéases, des

facteurs stabilisant l’acrosome, etc. [27]. Plusieurs de ces protéines se lient à la

surface du spermatozoïde au moment de l’éjaculation. Chez le bovin, les protéines qui

sont présentes en plus grande quantité dans le PS sont les protéines B$P (Bovine

Seminal Plasma). Ces protéines seront décrites de façon détaillée à la section 1.5.

Dans le PS de porc et de cheval, ce sont les protéines de la famille des spermadhésines

qui sont présentes en plus grande quantité. La concentration protéique du PS est très

variable entre les différentes espèces de mammifères (voir Tableau I). Le PS contient

aussi les prostaglandines E et f mais leur rôle dans le PS est inconnu [35].

1.4.3. Effets du PS sur les spermatozoïdes

L’influence du PS sur les fonctions spermatiques est très complexe. D’ailleurs,

les travaux tentant de démontrer les effets du PS sur les fonctions spermatiques

donnent des résultats contradictoires. En effet, le PS ou ses composants ont souvent

été décrits comme étant bénéfiques pour les spermatozoïdes [36-39] mais ont souvent

aussi été décrits comme étant néfastes pour les fonctions spermatiques [40-42]. Ces

différentes conclusions peuvent s’expliquer par le type de spermatozoïdes,

épididyrnaires (n’a jamais été en contact avec le PS) ou éjaculés ta été en contact avec

le PS), qui a été utilisé pour ces études ainsi que par la durée de l’incubation des

spermatozoïdes avec le P5 ou ses composants. Malgré le fait que le P5 soit le milieu

dans lequel les spermatozoïdes sont déposés dans le tractus génital femelle, il ne

semble pas être le milieu idéal pour la survie des spermatozoïdes in vitro. In vivo, les

spermatozoïdes entrent en contact avec le PS au moment de l’éjaculation et ce, pour
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( une courte période de temps. En effet, lorsque les spermatozoïdes entreprennent leur

voyage dans le tractus génital femelle, le P$ est laissé derrière eux.

1.4.3.1. Effets positifs du PS

Plusieurs études ont démontré que le PS peut avoir un effet positif sur les

fonctions spermatiques telles que la motilité [36, 37, 43], la viabilité et le pouvoir

fécondant [28, 38, 39]. Le PS a aussi été démontré comme facilitant la capacitation

[32]. En effet, lorsque des spermatozoïdes épididymaires sont mis en contact avec du

PS, le nombre de sites de liaison à l’héparine présents sur la surface des

spermatozoïdes augmente [31] et il est connu que l’héparine, qui est un inducteur de la

capacitation in vitro, doit se lier aux spermatozoïdes afin d’induire la capacitation. De

plus, il a été démontré que pour enclencher la réaction de l’acrosome induite par la

zone pellucide, les spermatozoïdes épididyrnaires bovins doivent être préalablement

mis en contact avec le PS avant de subir la capacitation in vitro en présence d’héparine

[33]. Par conséquent, le PS est bénéfique pour le pouvoir fécondant du spermatozoïde.

Plusieurs études avaient pour but de déterminer quels composants du PS sont

responsables de ses effets positifs sur les spermatozoïdes. Par exemple, les protéines

de faible poids moléculaire du PS rétablissent la motilité chez les spermatozoïdes

éjaculés lavés [36]. De plus, chez le taureau, le PS contient une protéine appelée

‘forward motility protein’ qui induit la motilité chez les spermatozoïdes épididymaires

[29]. Le PS de taureaux contient aussi des protéines dont la présence est associée à

une fertilité élevée [38, 39] et la majorité des protéines qu’il contient potentialisent la

capacitation des spermatozoïdes par l’héparine [24] et les HDL [44].
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1.4.3.2. Effets négatifs du PS

Le PS peut aussi avoir des effets négatifs sur les fonctions spermatiques. Par

exemple, le PS contient des facteurs inhibant la motilité spermatique [45, 46]. Il

diminue le pourcentage de spermatozoïdes vivants lorsqu’il est ajouté à des

spermatozoïdes épididymaires in vitro [40, 41] et les protéines ayant une masse

moléculaire élevée qui sont présentes dans le P$ diminuent le pourcentage de

spermatozoïdes motiles lors qu’elles sont ajoutées à des spermatozoïdes éjaculés [36].

D’autres facteurs affectent négativement le pouvoir fécondant des spermatozoïdes

[42]. Par exemple, le facteur de décapacitation qui prévient la capacitation des

spermatozoïdes [47-50] et les protéines dont la présence dans le PS est associée à une

faible fertilité des taureaux [2$].

1.5. Les protéines majeures du PS bovin

Le PS contient une grande variété de protéines représentant une concentration

totale moyenne de 68 mg/ml [27]. Les protéines majeures du PS bovin sont les

protéines faisant partie de la famille des protéines BSP et sont sécrétées par les

vésicules séminales. Cette famille est constituée de 4 protéines homologues (figure 3):

BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 et BSP-3OkDa [51, 52] et représente jusqu’à 65% des

protéines totales du PS bovin. Les protéines BSP-A1 et BSP-A2 sont considérées

comme étant la même protéine car elles sont constituées de la même chaîne de 109

acides aminés et elles diffèrent seulement au niveau de leur degré de glycosylation,

BSP-A1 étant la plus glycosylée. Ces deux protéines sont souvent appelées BSP

A1/A2 ou PDC-109 (P désignant le mot protéine, D et C désignant l’abréviation des
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acides aminés retrouvés aux extrémités amino-terminale et carboxy-terminale

respectivement et 109 pour le nombre d’acides aminés qui composent la protéine)

[53].

1.5.1. Propriétés biochimiques des protéines BSP

La masse moléculaire des protéines BSP-A1/A2 et B$P-A3 se situe entre 15 et

16,5 kDa alors que celle de la protéine BSP-3OkDa est de 2$-30 kDa [51, 52, 54, 55].

À l’exception de BSP-A3, toutes les protéines BSP sont des glycoprotéines. BSP-A1

et BSP-3OkDa contiennent toutes les deux des sucres neutres, de la galactosamine et

de l’acide sialique et c’est BSP-3OkDa qui est la plus glycosylée. Quant à elle, BSP

A2 ne contient pas de sucres neutres. Elle contient seulement de la galactosamine et

de l’acide sialique mais en plus faible quantité que la protéine BSP-A1 [52, 55]. BSP

Al et BSP-A2 sont composées de la même séquence d’acides aminés tandis que la

composition en acides aminés des protéines B$P-A3 et BSP-3OkDa est différente de

celle de BSP-A1/A2 [52, 55]. Les protéines BSP sont des protéines acides ayant un PI

se situant entre 3,9 et 5,2 [56].
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1.5.2. Structure des protéines BSP

Tel qu’illustré à la figure 3, les protéines BSP possèdent une structure

secondaire similaire. En effet, chacune des protéines BSP contient deux domaines de

type II disposés en tandem [53, 57, 58]. Les domaines de type II sont des domaines de

liaison au collagène et sont constitués de 38-41 acides aminés et de deux ponts

disulfures [59]. Quant à elle, l’extrémité N-terminale est variable pour chaque

protéine. D’ailleurs, la protéine BSP-3OkDa se distingue des autres protéines BSP par

sa longue extrémité N-terminale. L’ADNc correspondant à chacune des trois protéines

B$P a aussi été cloné [60, 61].

1.5.3. Propriétés de liaison des protéines BSP

Grâce à leurs deux domaines de type II, les protéines BSP sont capables de

s’associer avec plusieurs macromolécules. Les protéines BSP lient la gélatine [54], le

collagène de type I, fi, ifi et W, le fibrinogène, le groupement choline des

phospholipides [62], la calmoduline [63], et des facteurs capacitants tels que

l’héparine [64], les HDL [65], l’héparane sulfate et la chondroitine sulfate B [21]. La

protéine BSP-A1/A2 a aussi la capacité de lier le fucose [66] et de lier les

phospholipides portant un groupement glycérol ou éthanolamine mais avec beaucoup

moins d’affinité que les phospholipides portant un groupement choline [67, 68]. Ces

diverses propriétés de liaison des protéines BSP permettent d’isoler les protéines BSP

du PS par chromatographie d’affinité.
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1.5.4. Rôle biologique des protéines BSP

Tel que démontré par des travaux de notre laboratoire, les protéines B SP

seraient impliquées dans les modifications lipidiques des membranes des

spermatozoïdes ayant lieu pendant la capacitation. Cette section décrit le mécanisme

général de la capacitation par les protéines BSP tel que proposé par notre laboratoire

(voir figure 4) [34].
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Figure 4: Modèle de la capacitation des spermatozoïdes par les protéines BSP [21,

34].
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Premièrement, au moment de l’éjaculation, les spermatozoïdes épididymaires

entrent en contact avec les protéines B$P qui sont contenues dans le PS. Les protéines

BSP se lient alors à la membrane plasmique des spermatozoïdes grâce à leur

interaction avec le groupement choline des phospholipides présents dans la membrane

[62, 69]. Elles sont généralement présentes sur l’acrosome, la région post

acrosomique et la pièce intermédiaire du spermatozoïde [69]. Au même moment, des

protéines BSP stimulent un efflux de cholestérol et de phospholipides portant un

groupement choline des membranes des spermatozoïdes. En effet, il a été démontré

que chacune des protéines BSP est capable de stimuler un efflux de lipides des

spermatozoïdes épididymaires et que cet efflux lipidique dépend de la concentration

des protéines BSP présentes dans le milieu d’incubation et du temps d’incubation des

spermatozoïdes avec les protéines BSP [20, 70]. Ensemble, la liaison des protéines

B$P à la membrane plasmique des spermatozoïdes et l’efflux de cholestérol peuvent

induire une réorganisation de la membrane du spermatozoïde. De plus, il est possible

que la présence de protéines BSP à la surface des spermatozoïdes empêche les

phospholipides de se déplacer librement dans la membrane, stabilisant ainsi la

membrane du spermatozoïde avant son parcours dans le tractus génital femelle.

Pendant les 10 à 20 minutes suivant l’éjaculation, les spermatozoïdes nagent à travers

le mucus cervical pour atteindre l’utérus, laissant derrière eux la majorité du PS.

Cependant, les spermatozoïdes ont des protéines BSP liées à leur membrane et

continuent leur voyage dans le tractus génital femelle où les HDL peuvent les

capaciter. Ayant la capacité de lier les HDL, les protéines BSP liées aux

spermatozoïdes peuvent interagir avec les HDL, ce qui pourrait stimuler un second
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efflux de cholestérol. Cet efflux lipidique résulterait en une plus grande diminution du

ratio cholestérol/phospholipides de la membrane et déclencherait la cascade de

signaux menant à la capacitation. Chez le bovin, la capacitation peut être induite in

vitro par l’héparine. Puisque les protéines BSP ont aussi la capacité de lier l’héparine,

la liaison des protéines BSP sur les spermatozoïdes augmente le nombre de sites de

liaison à l’héparine sur la surface des spermatozoïdes. L’héparine peut ainsi lier ces

sites et induire la capacitation des spermatozoïdes [17, 22-24, 33]. De la même

manière, la capacitation des spermatozoïdes bovins peut être induite par les

glycosaminoglycanes semblables à l’héparine (chondroitine sulfate B et héparane

sulfate) présents dans le tractus génital femelle qui ont eux aussi la capacité de lier les

protéines BSP [21].

De plus, un article récent démontre que la protéine BSP-A1/A2 joue un rôle

dans la formation du réservoir de spermatozoïdes dans l’oviducte [71]. En effet, les

protéines BSP-A1/A2 présentes à la surface des spermatozoïdes permettraient aux

spermatozoïdes de se lier aux cellules épithéliales de l’oviducte via leur interaction

avec le fucose présent sur ces dernières. Puisque les protéines BSP potentialisent la

capacitation et semblent jouer un rôle dans la liaison des spermatozoïdes aux cellules

épithéliales de l’oviducte, les protéines BSP sont bénéfiques pour le pouvoir fécondant

des spermatozoïdes.

1.5.5. Les protéines homologues aux protéines BSP

L’utilisation d’anticorps polyclonaux dirigés contre chacune des protéines BSP

a permis de détecter des protéines homologues aux protéines B$P dans le plasma
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séminal de hamster, d’humain, de souris, de porc et de rat [72]. Des protéines

homologues ont aussi été isolées et séquencées chez le cheval, le porc [73-75] et le

bouc [76]. Trois protéines homologues ont été isolées à partir du plasma séminal de

cheval. Les deux premières protéines à avoir été isolées se nomment HSP-1 et HSP-2

et leur séquence ainsi que leurs propriétés de liaison ressemblent à celle des protéines

BSP-A1/A2 et BSP-A3 [73]. Récemment, une troisième protéine, nommée HSP

l2kDa, a été isolée [77]. Ces trois protéines représentent environ 20% des protéines

totales du PS de cheval. Chez le porc, seulement une protéine homologue aux

protéines BSP a été isolée à partir du PS. Cette protéine a été nommée pBl et elle se

retrouve en beaucoup plus faible quantité dans le P$ de porc comparativement aux

protéines BSP dans le PS bovin [74, 75]. En effet, elle représente seulement environ

1% des protéines totales du PS de porc. Quatre protéines homologues aux protéines

BSP ont été isolées à partir du PS de bouc et ont été nommées selon leur masse

moléculaire; GSP-l4kDa, GSP-l5kDa, GSP-2OkDa et GSP-22kDa [76]. Ces

protéines représentent environ 20% des protéines totales du PS de bouc et seulement

GSP-2OkDa et GSP-22kDa ont la capacité de lier l’héparine.

1.6. La conservation des spermatozoïdes

Il est possible de conserver les spermatozoïdes sur une courte période de temps

(quelques heures à quelques jours) en les entreposant à 4°C. Il est aussi possible de les

conserver sur une période de temps pouvant s’étaler sur plusieurs années grâce à la

cryopréservation (congélation et entreposage de la semence dans l’azote liquide à une

température de -196°C).
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(N L’entreposage de la semence afin d’utiliser les spermatozoïdes pour

l’insémination artificielle est un des outils les plus importants dans la reproduction des

animaux de ferme. La semence ainsi entreposée peut être utilisée au moment voulu

pour l’insémination artificielle, facilite la sélection génétique et permet de diviser un

éjaculat en plusieurs doses d’insémination maximisant ainsi l’utilisation des éjaculats

[78, 79]. En plus d’être utile à l’industrie des animaux de ferme, la clyopréservation

des spermatozoïdes est utile à la conservation des animaux en voie de disparition et au

traitement de l’infertilité.

Afin d’être conservée, la semence doit être diluée avec un diluant protecteur et

dans le cas de la semence bovine, la concentration spermatique de la semence diluée

est généralement 80 X 106 spermatozoïdes/ml. La composition de ces diluants ainsi

que les rôles de leurs composants seront décrits dans les sections suivantes. Une fois

diluée, la semence est ensuite refroidie à 4°C sur une période de 2-4 heures pour être

conservée ainsi ou pour être distribuée dans des paillettes de 0,25 ou 0,5 ml et être

ensuite congelée et entreposée dans l’azote liquide. L’entreposage de la semence à

4°C a pour but de diminuer le métabolisme des spermatozoïdes afin de prolonger leur

durée de vie. Ces étapes du processus de cryopréservation, soit la dilution, le

refroidissement et la congélation, causent des dommages aux spermatozoïdes qui se

traduisent par une diminution du pouvoir fécondant des spermatozoïdes [801. Après la

cryopréservation des spermatozoïdes bovins, seulement la moitié des spermatozoïdes

survivent [80-82] et la majorité de ces derniers sont endommagés et ont de la difficulté

à compléter leur voyage jusqu’à l’ovocyte dans le tractus génital femelle [83]. En
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effet, la motilité des spermatozoïdes est affectée négativement par la cryopréservation

car la vélocité des spermatozoïdes cryopréservés est réduite comparativement à celle

des spermatozoïdes fraîchement éjaculés [84]. Il faut donc utiliser 8 fois plus de

spermatozoïdes bovins cryopréservés que de spermatozoïdes frais lors de

l’insémination artificielle afin d’atteindre un pourcentage de fécondation équiva]ent

[85]. À cause de leur forme très effi]ée, de la présence d’un acrosome sur leur tête et

de la nature hétérogène de leur membrane, les spermatozoïdes sont des cellules très

vulnérables aux dommages causés par la congélation [5]. Comparativement aux autres

types cellulaires, les spermatozoïdes doivent être dilués avec un diluant protecteur

complexe au lieu de seulement du glycérol ou du diméthylsulfoxyde afin d’être

cryopréservés.

1.6.1. Facteurs influençant le pouvoir fécondant des spermatozoïdes après la

conservation

1.6.1.1. Le choc dû au froid

Le choc dû au froid, appelé ‘cold shock’ dans la littérature, réfère au choc

thermique que subissent les spermatozoïdes lorsqu’ils sont refroidis à des températures

plus faibles que 15°C (revue par Watson, [86]). Le choc dû au froid est néfaste pour le

pouvoir fécondant des spermatozoïdes et ce sont les membranes des spermatozoïdes

(membrane plasmique, acrosomique et mitochondriale) qui sont la cible principale des

dommages causés par ce refroidissement [5, 84, 87]. Par exemple, il y a une

diminution de la quantité du cholestérol et des phospholipides membranaires lorsque

les spermatozoïdes subissent un choc dû au froid [88, 89]. Le choc dû au froid est
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aussi caractérisé par une augmentation de la perméabilité membranaire ce qui indique

que la membrane a été endommagée [5, 86]. En effet, les ions Na et Ca2 entrent

dans la cellule tandis que les ions K et Mg2 sortent [86]. De plus, des composés

généralement présents à l’intérieur des spermatozoïdes sont retrouvés dans le diluant

protecteur après le refroidissement de la semence [86]. Par exemple, la présence

d’hyaluronidase dans le diluant après le choc dû au froid [90] confirme que la

membrane acrosomique a été endommagée par le refroidissement. Les membranes

mitochondriales sont elles aussi endommagées par le refroidissement et il en résulte un

ralentissement de la production d’ATP (revu dans Watson [84]).

Les changements de température modifient la fluidité des membranes

cellulaires. Lors du refroidissement, les membranes des spermatozoïdes passent de la

phase liquide-cristalline, qui est plus fluide, à la phase gel, résultant en une structure

plus rigide qui est plus facile à casser. À cause de ce changement de phase

membranaire, les membranes des spermatozoïdes deviennent moins fonctionnelles lors

du refroidissement (revu dans [91]).

1.6.1.2. La congélation et le dégel

La congélation et le dégel induisent eux aussi des dommages aux

spermatozoïdes (revue par [91]). Lorsque la semence est congelée, l’eau présente dans

l’environnement extérieur des spermatozoïdes subit un changement de phase. Il y a

formation de glace à l’extérieur de la cellule ce qui résulte en l’augmentation de la

concentration des solutés dans le milieu extracellulaire [92]. Le spermatozoïde se

déshydrate donc, provoquant ainsi des fluctuations du volume de la cellule qui causent
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des bris membranaires. La congélation des spermatozoïdes peut aussi être

accompagnée de la formation de glace intracellulaire qui est généralement létale pour

la cellule. Afin de maximiser la survie des spermatozoïdes, le taux de refroidissement

subi par les spermatozoïdes doit être assez rapide pour minimiser l’effet des solutés

concentrés à l’extérieur de la cellule et assez lent pour empêcher la formation de glace

intracellulaire [5]. Les taux de refroidissement optimaux utilisés pour la congélation

des spermatozoïdes de différentes espèces de mammifères ont été déterminés [84, 93].

Chez le bovin, celui-ci se situe entre -50 et -lOO°C/min (revu dans [79]). La semence,

préalablement refroidie à 4°C, est généralement congelée jusqu’à une température de -

140°C pour ensuite être directement plongée dans l’azote liquide (-196°C).

Afin de décongeler la semence, les paillettes entreposées dans l’azote liquide

sont généralement transférées dans un bain d’eau à 37°C pendant une minute. La

semence ainsi décongelée peut être directement utilisée pour l’insémination

artificielle. Lors de la décongélation de la semence, la glace présente dans le milieu

extracellulaire fond, diminuant rapidement la concentration des solutés présents dans

le milieu extracellulaire [5]. De l’eau va alors pénétrer dans les spermatozoïdes, ce qui

provoque des fluctuations du volume cellulaire causant des dommages aux membranes

des spermatozoïdes [5, 84]. Lors de leur réchauffement, les membranes des

spermatozoïdes vont encore une fois subir un changement de phase (phase gel à la

phase liquide-cristalline) ce qui provoque une réorganisation des lipides et des

protéines membranaires rendant les membranes spermatiques moins fonctionnelles
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[5]. De plus, le réchauffement des spermatozoïdes provoque des dommages au niveau

de la structure de l’acrosome [84] et des ruptures des membranes spermatiques [94].

Les dommages membranaires causés par la cryoprésewation influencent le

pouvoir fécondant des spermatozoïdes. Par exemple, la cryopréservation induit des

modifications chez les spermatozoïdes qui ressemblent aux caractéristiques de la

capacitation. En effet, les spermatozoïdes qui ont étés refroidis et réchauffés se

comportent comme s’ils avaient été capacités [84]. Ce phénomène est appelé

cryocapacitation [95] et est caractérisé par une augmentation du Ca2 intracellulaire

[95] et une augmentation de la proportion de spermatozoïdes ayant le patron B (patron

observé au microscope caractérisant les spermatozoïdes capacités lorsque déterminé

avec une coloration au CTC) [96, 97]. De plus, la cryopréservation induit une

diminution de la capacité des spermatozoïdes à lier les cellules épithéliales de

l’oviducte [98] et induit la perte de protéines présentes à la surface des spermatozoïdes

[99-101].

En résumé, lors de la ciyopréservation de la semence, les membranes

spermatiques subissent des stress thermiques, mécaniques, chimiques et osmotiques

qui résultent en des dommages membranaires irréversibles qui sont néfastes pour le

pouvoir fécondant des spermatozoïdes.

1.6.1.3. Effet de la composition lipidique des membranes des spermatozoïdes

Selon les espèces, il existe des différences de susceptibilité des spermatozoïdes

aux dommages membranaires causés par la conservation entre. Ces différences
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résulteraient des variations dans la composition lipidique des membranes des

spermatozoïdes des différentes espèces. En effet, les spennatozoïdes de taureau et de

bélier, reconnus pour leur faible taux de cholestérol membranaire, sont moins

résistants au refroidissent que les spermatozoïdes de lapin et d’humain, lesquels ont un

niveau de cholestérol membranaire plus élevé [102]. De plus, des études ont démontré

qu’une diminution du contenu en cholestérol des membranes des spermatozoïdes

diminue la résistance des spermatozoïdes au choc dû au froid [103]. Le ratio

cholestérol:phospholipide de la membrane du spermatozoïde est important pour

déterminer la fluidité membranaire et la susceptibilité de la membrane aux dommages

causés par le refroidissement. Le cholestérol stabilise la membrane en interagissant

avec les chaînes d’acide gras des phospholipides [104]. Lorsque la membrane contient

moins de cholestérol, elle devient moins stable et plus susceptible à se briser sous

l’effet du refroidissement. De la même manière, la susceptibilité au choc dû au froid

est aussi corrélée avec un ratio élevé de lipides insaturés:saturés [7]. Les acides gras

saturés sont plus rigides que les acides gras insaturés. Une quantité élevée d’acides

gras saturés dans les membranes spermatiques les rend donc plus résistantes aux bris

causés par les changements de température.

1.6.1.4. Les espèces réactives de J’oxygène (ROS)

Les ROS ont un effet bénéfique sur les spermatozoïdes car ils jouent un rôle

physiologique dans la cascade d’évènements menant â la capacitation et à la réaction

de l’acrosome [105]. Cependant, les ROS sont aussi connues pour causer des

dommages oxydatifs à l’ADN et aux lipides membranaires ainsi que pour inactiver des
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protéines. Pendant la cryopréservation, des ROS sont générées. Ces ROS peuvent

causer des dommages oxydatifs aux spermatozoïdes. Les spermatozoïdes sont très

susceptibles aux dommages causés par les ROS. En effet, les membranes des

spermatozoïdes contiennent une grande proportion d’acides gras insaturés susceptibles

d’être oxydés. De plus, les spermatozoïdes sont incapables de remplacer les acides

gras ayant été oxydés car ils sont incapables de synthétiser des lipides (revu dans [791).

De plus, les spermatozoïdes cryopréservés ne peuvent pas se défendre convenablement

contre les ROS car leurs niveaux de défenses antioxydantes sont diminués

comparativement à ceux des spermatozoïdes fraîchement éjaculés [106, 107]. Les

dommages oxydatifs causés par les ROS sont néfastes pour les fonctions spermatiques

et peuvent résulter en une diminution du pouvoir fécondant. Par exemple,

l’augmentation de la peroxydation des lipides membranaires des spermatozoïdes est

associée à une perte de motilité.

1.6.2. Les diluants protecteurs

Afin de protéger les spermatozoïdes pour qu’ils survivent et demeurent fertiles

pendant l’entreposage à 4°C et/ou la cryopréservation, la semence doit être diluée avec

un diluant protecteur.

La cryopréservation des spermatozoïdes a débuté il y a plus de 60 ans avec la

découverte du jaune d’oeuf comme agent protecteur pendant le refroidissement [1081 et

du glycérol comme agent protecteur pendant la congélation [109]. Aujourd’hui, les

diluants protecteurs sont généralement composés d’un tampon qui maintient le pH

extracellulaire entre 6,7 et 7,0 et l’osmolalité entre 320 et 350 mOsm, d’antibiotiques



26

afin d’empêcher la croissance bactérienne pendant l’entreposage, d’un agent

ciyoprotecteur tel que le glycérol et d’un agent protégeant les spermatozoïdes contre le

choc dû au froid tel que le jaune d’oeuf. Les tampons entrant dans la composition des

diluants protecteurs sont généralement des tampons à base de phosphate, de citrate de

sodium ou de Tris [78]. Les diluants dont l’utilisation est la plus répandue sont: Ï) le

diluant Tris-glycérol (200 mM Tris, 5.6% glycérol) contenant 20% de jaune d’oeuf et

2) le diluant à base de lait de vache (lait entier ou écrémé, 5-8% glycérol). Ces deux

diluants sont utilisés pour conserver la semence de plusieurs espèces de mammifères

telles que le bovin, l’humain, le mouton, la chèvre, le cheval, le chien, etc. [82, 84].

L’utilisation du lait comme diluant pour la conservation de la semence bovine a été

décrit pour la première fois en 1940 par Phillips et Lardy [108]. Le lait joue le rôle de

tampon et d’agent protégeant contre les chocs dûs au froid [110-112]. Avant d’être

utilisé dans un diluant, le lait, écrémé ou non, doit être maintenu pendant 10 minutes à

une température de 95°C afin d’inactiver la lacténine, une substance qui est toxique

pour les spermatozoïdes [113]. Après avoir été chauffé, le lait est refroidi et ensuite

filtré afin d’enlever le coagulum formé sous l’action de la chaleur. Les diluants

protecteurs contenant du lait sont tout aussi efficaces que les diluant contenant du

jaune d’oeuf [114]. Cependant, les spermatozoïdes ayant étés dilués avec le diluant

contenant du lait sont moins bien visibles aux microscopes que ceux ayant étés dilués

avec le diluant contenant du jaune d’oeuf rendant difficile l’évaluation de la semence

au microscope [78, 91].
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Le glycérol fait partie des agents cryoprotecteurs perméants (qui pénètrent à

l’intérieur des cellules) et est l’agent cryoprotecteur le plus efficace et le plus utilisé

jusqu’à aujourd’hui. D’autres agents cryoprotecteurs perméants tels que le

diméthylsulfoxyde, l’éthylène glycol ou le 1,2 propanédiol ont été utilisés pour la

congélation des spermatozoïdes [79, 91, 115].

1.6.3. Composîtion des agents protecteurs

1.6.3.1. Le jaune d’oeuf

Le jaune d’oeuf est composé d’eau, de protéines, de lipides, de glucides

(jrincipalement du glucose), de minéraux et de vitamines [116].

Le constituant majeur du jaune d’oeuf est la fraction des lipoprotéines de faible

densité (LDf). Les LDF représentent environ 2/3 de la matière solide du jaune d’oeuf

de poule et sont localisées dans le plasma, la fraction soluble du jaune d’oeuf. La

densité des LDf du jaune d’oeuf est de 0,982 mg/ml. Les LDF du jaune d’oeuf sont des

molécules sphériques de 17-60 nm de diamètre composées de 83-89% de lipides et de

11-17% de protéines [117]. Les lipides retrouvés dans les LDF du jaune d’oeuf sont

les triglycérides (69%), les phospholipides (26%) et le cholestérol (5%) [117]. Les

triglycérides sont situés au centre de la molécule de LDf et sont entourés d’une

monocouche lipidique composée de cholestérol et des phospholipides (72% de

phosphatidyl-choline, 19% de phosphatidyl-éthanolamine et 9% de lysophosphatidyl

choline, de lysophosphatidyl-éthanolamine et sphingomyéline) [118]. Les protéines,

insérées dans la monocouche lipidique entourant les triglycérides, sont nommées
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apovitellinine I, II, III, W, V et VI [119]. L’apovitellinine I et II sont des

glycoprotéines qui proviennent du clivage de la vitellogénine synthétisée dans le foie

tandis que les apovitellinines ifi, W, V et VI proviennent du clivage de

l’apolipoprotéine B [119].

Le plasma du jaune d’oeuf qui est constitué d’eau, contient aussi d’autres

particules appelées granules. Les granules sont composés de protéines appelées

2+vitellines qui sont associees a des lipides et qui sont complexees avec des ions Ca et

Fe2 ainsi que des glycophosphoprotéines appelées phosvitines [119]. Le jaune d’oeuf

contient aussi des protéines solubles dans son plasma, les livetines ci, 3 et y, qui ne

sont pas associées à des lipides [119]. Ensemble, les granules et les livetines

composent 1/3 de la matière solide du jaune d’oeuf [119]. Le plasma du jaune d’oeuf

contient aussi des minéraux dont les principaux sont le P04, le C1, le K, le Na et le

Mg2 [116].

1.6.3.2. Le lait

Le lait entier est un fluide biologique complexe composé de cinq principaux

constituants: l’eau (90%), les lipides (3,7%), les protéines (3,2%), les glucides (4,6%,

principalement du lactose) et les minéraux (0,$%,) [120]. Le lait contient aussi

quelques constituants en quantité moins importante tels que des enzymes, des

vitamines, des gaz et des pigments. Le lait écrémé est composé des mêmes

constituants que le lait entier à l’exception des lipides. Plus précisément, le lait

écrémé contient 99,5% moins de lipides que le lait entier.
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La matière grasse du lait de vache est principalement composée de triglycérides

(98%), de phospholipides (1%) et de cholestérol (0.4%) [120]. Parmi les

phospholipides, on retrouve des phosphatidyl-choline (33%), des phosphatidyl

éthanolamine (33%), des phosphatidyl-sérine (0.3%), des phosphatidyl-inositol (0.5%)

et des shpingomyélines (25%). Ces lipides sont retrouvés dans le lait sous forme de

petites gouttelettes sphériques de 0,1 à 20 tm de diamètre [120]. Chacune de ces

gouttelettes est formée de triglycérides entourés d’une enveloppe de phospholipides et

de protéines [121]. La réduction du diamètre des gouttelettes par l’homogénéisation

prévient la séparation du gras du lait de la partie liquide du lait.

La concentration en protéines totales du lait est d’environ 30 mg/ml [120]. Les

protéines majeures du lait sont des phosphoprotéines appelées caséines et représentent

80% des protéines totales. Dans le lait, les caséines sont retrouvées sous forme de

grosses particules colloïdales appelées micelles. Ces agrégats de caséines sont gros

avec un diamètre variant de 90 à 150 nm et sont complexés avec du calcium et du

phosphate inorganique. Les quatre principales protéines composant les micelles sont

les caséines OEsi, as2, f3 et K et sont retrouvées dans les proportions respectives

suivantes: 4:1:3,6:1,4 [122]. Le modèle le plus accepté afin d’expliquer la structure

des micelles de caséines implique que les micelles soient formées de sous-micelles

reliées ensemble par des ponts phosphate de calcium. Quant à elles, les sous-micelles

sont formées d’un coeur hydrophobe de caséines u et f3 qui est majoritairement

recouvert de caséines K (revu dans [122]).
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Le lait contient une autre catégorie de protéines appelée protéines du sérum qui

représente environ 20% des protéines totales contenues dans le lait. Ces protéines sont

moins hydrophobes que les caséines et ne sont pas retrouvées sous forme de micelle.

Ces protéines sont l’u-lactalbumine, la -lactoglobuline, l’albumine sérique bovine, les

immunoglobulines et la lactoferrine [120]. De plus, le lait contient quelques enzymes

[120].

1.6.4. Mécanismes impliqués dans la protection des spermatozoïdes

1.6.4.1. La protection par le glycérol

Le mécanisme d’action du glycérol dans la protection des spermatozoïdes lors

de la congélation a été discuté par plusieurs auteurs [79, 84, 94]. Le glycérol est un

agent cryoprotecteur perméant. Il diffuse à l’intérieur de la cellule et diminue la

température de nucléation de l’eau intracellulaire, diminuant ainsi les chances de

formation de glace intracellulaire connue pour être létale pour les cellules. Il diminue

aussi la température à laquelle les membranes des spermatozoïdes subit son

changement de phase (passage de la phase liquide-cristalline à la phase gel) lors du

refroidissement. Ainsi, les membranes des spermatozoïdes demeurent fluide jusqu’à

des températures plus faibles que lorsqu’elle n’est pas en présence de glycérol,

diminuant ainsi les chances de cassures membranaires lors du refroidissement. De

plus, il atténue ]es changements de volume cellulaire subis par les spermatozoïdes sous

l’effet de la concentration croissante des solutés présents à l’extérieur des

spermatozoïdes lors de la congélation de l’eau extracellulaire [92].
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1.6.4.2. La protection par le jaune d’oeuf

Comme mentionné précédemment, le jaune d’oeuf protège les spermatozoïdes

contre les chocs dus au froid [123]. Il est un agent protecteur non-perméant qui reste à

l’extérieur de la cellule. Il prévient l’enroulement du flagelle du spermatozoïde et

protège la motilité [124]. Le constituant du jaune d’oeuf responsable de la protection

des spermatozoïdes pendant la cryopréservation est la fraction des LDF [125-127].

Les LDF isolés à partir du jaune d’oeuf sont plus efficaces [128] ou aussi efficaces [90,

126, 127] que le jaune d’oeuf entier afin de protéger les spermatozoïdes bovins pendant

le refroidissement et la congélation.

Malgré le fait que les LDf semblent être responsables de la protection offerte

par le jaune d’oeuf, le mécanisme reste inconnu. Une première hypothèse propose que

ce soit l’association très étroite des lipides des LDF avec la membrane des

spermatozoïdes qui stabiliserait la membrane et permettrait la protection des

spermatozoïdes. En effet, les LDf pourraient adhérer à la membrane des

spermatozoïdes pendant le processus de cryopréservation [90, 129]. Malgré qu’il y ait

des études démontrant la liaison des LDF du jaune d’oeuf sur les spermatozoïdes

pendant l’entreposage de la semence, on ne sait pas comment les LDF liés aux

spermatozoïdes protègent les spermatozoïdes. Cependant, il y a des résultats

contradictoires concernant la stabilité de la liaison des LDF aux spermatozoïdes [90,

130, 131].

Une deuxième hypothèse est à l’effet que les LDF offriraient une protection

aux spermatozoïdes via leurs phospholipides qui formeraient un film protecteur à la
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surface des spermatozoïdes [132] ou qui répareraient les dommages membranaires en

remplaçant les phospholipides perdus ou endommagés pendant le processus de

cryopréservation [129, 133]. Cependant, l’utilisation de liposomes composés de

phospholipides portant un groupement choline et de cholestérol ne mime pas l’effet

cryoprotecteur du jaune d’oeuf [123]. De plus, l’utilisation de diluants contenant des

phospholipides d’origine végétale portant un groupement choline en remplacement du

jaune d’oeuf, par exemple le diluant Biociphos® qui contient des extraits de fève de

soya, est moins efficace que les diluants contenant du jaune d’oeuf pour la

cryopréservation des spermatozoïdes bovins [134, 135]. Ainsi, le rôle protecteur des

LDf ne résiderait pas seulement au niveau du remplacement des phospholipides

portant un groupement choline perdus ou endommagés pendant la cryopréservation.

Une troisième hypothèse propose que le jaune d’oeuf entrerait en compétition

avec des agrégats de peptides cationiques (< 5 kDa) présents dans le PS et néfastes

pour les spermatozoïdes [136]. En présence de jaune d’oeuf, les sites de liaisons pour

des facteurs cationiques présents à la surface des spermatozoïdes seraient occupés par

des facteurs cationiques du jaune d’oeuf, empêchant ainsi les peptides cationiques du

PS connus pour inhiber la motilité de se lier aux spermatozoïdes [137].

1.6.4.3. La protection par le lait

Après le jaune d’oeuf, le lait est l’agent protecteur le plus utilisé pour la

congélation des spermatozoïdes. Il est à noter que le lait entier et le lait écrémé sont

aussi efficaces l’un que l’autre lorsque utilisés comme diluant lors de l’entreposage à

4°C ou la clyopréservation des spermatozoïdes [11 1, 112, 114]. Ce ne sont donc pas
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les lipides présents dans le lait entier qui sont responsables de la protection des

spermatozoïdes pendant l’entreposage de la semence. En effet, il semble que ce soient

les micelles de caséines présentes dans le lait qui protègent les spermatozoïdes contre

les chocs dus au froid [138, 1391. Cependant, les mécanismes par lesquels les micelles

de caséines protègent les spermatozoïdes ne sont pas connus et, contrairement au jaune

d’œuf aucune hypothèse n’a été émise quant à ces mécanismes.

1.6.5. Amélioration de l’efficacité des diluants protecteurs

Depuis la découverte du jaune d’oeuf’, du lait et du glycérol comme agents

protecteurs, plusieurs tentatives ont été faites dans le but d’améliorer l’efficacité des

diluants utilisés pour la cryopréservation. Cependant, ces tentatives ont été peu

fructueuses et résultent seulement en une faible amélioration du pourcentage de

spermatozoïdes motiles obtenus après congélation [79, 94].

Plusieurs polysaccharides (fructose, glucose, raffinose, galactose, etc.) ont été

utilisés comme agents cryoprotecteurs non-perméants pour la congélation des

spermatozoïdes (revue par [140]). Ils participent à l’équilibre osmotique du diluant et

stabiliseraient les membranes des spermatozoïdes [78]. En effet, l’ajout de lactose

(revue par [140]), de sucrose [141, 142], ou de tréhalose [142] dans le diluant

protecteur utilisé pour la congélation de la semence bovine augmente le pourcentage

de spermatozoïdes motiles obtenu après dégel de la semence. Cependant,

l’amélioration du pourcentage de spermatozoïdes motiles étant faible, l’utilisation de

polysaccliarides dans les diluants protecteurs n’est pas généralisée. Chez le bouc, le

jaune d’oeuf peut même être substitué par du tréhalose lors de la congélation des
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spermatozoïdes car il protège efficacement les spermatozoïdes en augmentant leur

fluidité membranaire [143]. De la même manière, le lactose [144] et le tréhalose [145]

ont été démontrés comme étant capables de protéger les spermatozoïdes épididyrnaires

de souris pendant la cryopréservation.

L’incubation des spermatozoïdes bovins avec de la méthyl-f3-cyclodextrine

chargée de cholestérol avant la cryopréservation améliore le pourcentage de

spermatozoïdes motiles obtenus après congélation [146]. Les cyclodextrines sont des

molécules hydrophiles ayant la capacité de transporter du cholestérol dans leur

structure. Lorsque des cellules sont mises en présence de cyclodextrines chargées de

cholestérol, du cholestérol est transféré à la membrane cellulaire. Tel que décrit à la

section 1.6.1.3, un niveau de cholestérol membranaire élevé augmente la résistance des

spermatozoïdes au choc dû au froid. Les spermatozoïdes ayant été incubés avec la

méthyl-3-cyclodextrine chargée de cholestérol sont donc plus résistants à la

congélation.

L’ajout de substances anti-oxydantes dans les diluants contenant du jaune

d’oeuf et du glycérol améliore la qualité des spermatozoïdes ayant été congelés. En

effet, l’ajout d’hydroxytoluène [147], de catalase [148], de vitamine E [149] et

d’ascorbate de sodium [149] dans le diluant améliore le pourcentage de

spermatozoïdes motiles obtenu après ciyopréservation. L’ajout de substances

antioxydantes dans le diluant protecteur empêcherait les ROS de causer des dommages

oxydatifs aux acides nucléiques et aux membranes spermatiques améliorant ainsi la

qualité de la semence cryopréservée. Cependant, l’ajout de substances antioxydantes
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dans des diluants à base de lait n’améliore pas la qualité de la semence après

clyopréservation [111, 148].

L’ajout d’acides aminés tels que la proline, la glutamine ou la bétaïne (un

dérivé triméthylé de l’acide aminé glycine et portant un groupement pseudocholine)

dans le diluant Tris-glycérol contenant du jaune d’oeuf, améliore le pourcentage de

spermatozoïdes motiles obtenus après cryopréservation [150, 151]. De plus, il a aussi

été démontré que lorsque des spermatozoïdes fraîchement éjaculés sont incubés dans

le diluant Tris-glycérol contenant du jaune d’oeuf à des températures variant de O à

20°C, l’ajout de bétaïne améliore le pourcentage de spermatozoïdes motiles [1521.

Cependant, le mécanisme d’action de ces acides aminés sur les spermatozoïdes est

inconnu.

Il a aussi été démontré que le tampon Tris peut être substitué par de l’eau

provenant de noix de coco lors de la congélation des spermatozoïdes de chien dans un

diluant Tris-glycérol jaune d’oeuf [153]. L’avantage à utiliser l’eau de coco comme

tampon réside dans le fait qu’elle est peu coûteuse et que contrairement au tampon

Tris, elle ne demande pas de préparation.

1.7. Problématique du projet de recherche

Depuis quelques années, il y a une demande grandissante pour l’utilisation de

diluants ciyoprotecteurs exempts de produits d’origine animale. En effet, l’utilisation

de jaune d’oeuf ou de lait dans la composition des diluants cryoprotecteurs utilisés pour

la congélation de la semence de taureaux représente un risque potentiel de
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contamination des doses d’insémination par des bactéries ou des mycoplasmes [154].

Les pays importateurs de semence se sentent donc concernés par le risque d’introduire

dans leur pays des maladies provenant de produits contenant du jaune d’oeuf et du lait

[155]. De plus, plusieurs autres désavantages sont associés à l’utilisation du jaune

d’oeuf ou du lait dans les diluants protecteurs. La production d’endotoxines qui est

causée par la contamination microbienne par le jaune d’oeuf est néfaste pour le pouvoir

fécondant des spermatozoïdes [154] et un facteur contenu dans le jaune d’oeuf inhibe

la respiration des spermatozoïdes [156]. De plus, la composition du jaune d’oeuf et du

lait est souvent variable, rendant difficile la comparaison des résultats obtenus dans

différentes études voulant tester l’efficacité des diluants protecteurs. Il y aurait donc

plusieurs avantages à trouver de nouveaux agents protecteurs dont la composition est

plus uniforme et qui sont exempts d’agents pathogènes et de substances d’origine

animale afin de les inclure dans les diluants utilisés pour la congélation de la semence.

Cependant, les mécanismes par lesquels le jaune d’oeuf et le lait protègent les

spermatozoïdes de mammifère sont encore inconnus. Il est donc difficile de leur

trouver des substances de remplacement. Des diluants contenant des phospholipides

d’origine végétale en remplacement du jaune d’oeuf ont été utilisés pour la

clyopréservation des spermatozoïde mais ne sont pas aussi efficaces que le diluant

Tris-glycérol jaune d’oeuf [134, 135, 154].

Le but de cette étude est de trouver par quel mécanisme le jaune d’oeuf protège

les spermatozoïdes pendant le processus de cryopréservation.
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1.7.1. Hypothèses

Des travaux de notre laboratoire ont démontré que les protéines BSP contenues

dans le PS stimulent un efflux du cholestérol et des phospholipides de la membrane

des spermatozoïdes épididymaires et que cet efflux lipidique est directement

proportionnel à la concentration des protéines BSP et à la durée de l’incubation des

spermatozoïdes en présence des protéines BSP. Nous avons donc proposé un nouveau

mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune d’oeuf. Notre hypothèse

était à l’effet qu’un contact continu entre le PS et les spermatozoïdes éjaculés peut être

néfaste pour ces derniers car il provoque un efflux continu des lipides de la

membranaires et que le jaune d’oeuf protègerait les spermatozoïdes grâce à des facteurs

qui peuvent lier les protéines BSP et ainsi les empêcher de se lier aux des

spermatozoïdes et de provoquer l’efflux des lipides membranaires.

1.7.2. Objectifs expérimentaux

Les objectifs expérimentaux de la présente étude étaient de:

1) Déterminer si des substances présentes dans le jaune d’oeuf peuvent lier les

protéines BSP.

2) Déterminer si le jaune d’oeuf protège les spermatozoïdes bovins en empêchant les

protéines BSP de se lier aux spermatozoïdes et de provoquer un efflux des lipides

membranaires.
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3) Déterminer si les mécanismes impliqués dans la protection des spermatozoïdes par

le jaune d’oeuf est le même chez les mammifères autres que le bovin.

Ces travaux permettront une meilleure compréhension des mécanismes

impliqués dans la protection des spermatozoïdes par le jaune d’oeuf pendant

l’entreposage de la semence. Par conséquent, il sera aussi plus facile de trouver des

agents protecteurs d’origine non animale afin de remplacer le jaune d’oeuf dans les

diluants protecteurs et il sera plus facile d’améliorer l’efficacité des diluants

protecteurs généralement utilisés pour la conservation des spermatozoïdes.
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Préambule:

Malgré l’utilisation depuis plus de 60 ans du jaune d’oeuf comme agent

protecteur dans les diluants utilisés pour la conservation des spermatozoïdes de

mammifères, le mécanisme par lequel le jaune d’oeuf protège les spermatozoïdes est

encore inconnu. Le jaune d’oeuf est composé majoritairement de LDF et il a été

démontré que ce sont ces LDF qui sont responsables de la protection apportée aux

spermatozoïdes par le jaune d’oeuf lors de l’entreposage de la semence. Les

principales protéines du PS bovin sont les protéines BSP (BSP-AÏ/A2, BSP-A3 et

BSP-3OkDa). Ces protéines représentent environ 65% des protéines totales du PS

bovin et stimulent un efflux des lipides membranaires qui peut être néfaste pour les

spermatozoïdes. Dans l’étude présentée dans cette section, nous avons démontré pour

la première fois que les protéines BSP lient les LDF du jaune d’oeuf. Cette liaison est

spécifique, saturable et stable pendant la congélation. Nous avons suggéré que la

liaison des protéines BSP avec les LDF est bénéfique pour les fonctions spermatiques.

Ces travaux étaient en cours lors de mon arrivée dans l’équipe du Dr.

Manjunath. Mes premiers travaux au sein du laboratoire ont démontré la spécificité de

l’interaction des LDF du jaune d’oeuf avec les protéines BSP ainsi que la saturabilité
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de la liaison des protéines BSP aux LDf du jaune d’oeuf. Ceci m’a permis de produire

les figures 2, 3 et 4 de l’article présenté dans cette section. J’ai aussi participé à

l’écriture de l’article ainsi qu’à l’interprétation des résultats. Nauc V. et Ménard M.

ont participé aux travaux ayant généré les figures 1, 5, 6 et 7 ainsi qu’à l’écriture de la

première ébauche de l’article.
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ABSTRACT

Over the past 60 years, egg yolk (EV) has been routinely used
in both liquid semen extenders and those used to cryopreserve
sperm. However, the mechanism by which EY protects sperm
during Iiquid storage or from freezing damage is unknown. Bo
vine seminal plasma contains a family of proteins designated
BSP-A1/-A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa (collectively called BSP
proteins). These proteins are secretory products of seminal ves
ides that are acquired by sperm at ejaculation, modifying the
sperm membrane by inducing cholesterol effiux. Because cho
lesterol efflux is time and concentration dependent, continuous
exposure to seminal plasma (SP) that contains BSP proteins may
be detrimental to the sperm membrane, which may adversely
affect the ability of sperm to be preserved. In this article, we
show that the BSP proteins bind to the Iow-density fraction
(LDF), a lipoprotein component of the EV extender. The binding
is rapid, specific, saturable, and stable even after freeze-thawing
of semen. Furthermore, l.DE has a very high capacity for BSP
protein binding. The binding of BSP proteins to LDF may prevent
their detrimental effect on sperm membrane, and this may be
crucial for sperm storage. Thus, we propose that the sequestra
tion of BSP proteins of SP by LDF may represent the major
mechanism of sperm protection by EV.

gamete biologC male rnproductive tract, seminal vesicles, spertn,
sperm maturation

INTRODUCTION

The cryopreservation ofbuli semen [1. 2j represents one
of the most important achievements in dairy farming after
the introduction of artificiai insemination. These two ap
proaches have enabled the worldwide distribution and use
of desired genetic unes at a reasonable cost. Over the past
60 years, the cryoprotective media for sperm storage have
been continuously revised, but the basic ingredients of the
media remain unchanged. The egg yolk (EY) and glycerol
represent the indispensable cornpounds of practically ail
media used fer buli sperm preservation in hquid or frozen
states. k is aiso clear that the interaction between the sperrn
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and surrounding medium is a crncial factor affecting the
preservation of spemi integrity and fertilizing ability.

The role of glyccroi in cryopreservatien is that it con
tributes to spenn integrity conservation [3. 4]; hewever, the
protection afforded by EY is more complex. Ihe EY has
been shewn te increase the spenri fertilizing abihty when
present in extenders for sernen storage at ambient temper
ature [5—8] and appears te prevent spenn ccii damage at
cooling and freezing t9—1 1]. Varieus components cf EY
have been investigated to identify the mest active compo
nent(s) respensible for the pretective effect [li—19]. Evi
dence indicates that the Iow-density lipoprotein fraction
(LDF), characterized biochemicaliy by Banaszac et al. [20]
and Kuksis [21], shows the highest protective ability; how
ever, the rnechanism by which this protection is provided
te sperm remains elusive. It is specctlated that the LOF
associates with sperm membranes and provides protection
against membrane damage, but there is centradictory evi
dence cencenling the stabiiiW of this association [12, 22—
24]. Vishwanath et al. [25] suggest that EY lipoproteins
compete with detrimentai serninal plasma (SP) cationic
peptides (<5 kDa) in binding te the sperm membrane and
thus protect the spertn.

Serninal plasma, which facïlitates the transport of sperm
in the female genitai tract, aise centains facters that influ
ence spenri motility [26] and fertility [27, 28]. In addition,
SP aise appears te be detrimentat for sperm storage [29—
31]. Our sflidies indicate that the major protein fraction
(50—70% or 35—50 mg/rnl) of bovine seminal plasma is
represented by a family efreiated preteins, designated BSP
Ai, BSP-A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa (ceiiectively caileci
DSP preteins) [32—34]. The biochemicai characteristics of
BSP preteins have been weti described [34, 35]. They bind
te sperm membrane chohne phospholipids at ejaculation
[36, 37]. They aise bind te capacitation facters such as
high-density hpopretein (HDL) and heparin [34, 38, 39],
and the DSP preteins potentiate sperrn capacitatien induced
by IIDL and heparin [40, 41]. Thus, BSP preteins are ben
eficial fer sperm fonction. In contrast, eur recent studies
aiso show that the DSP proteins induce changes in spenn
plasma membrane by stirnulating cholesterol and phespho
iipid efflux [42, 43]. This hpid efflux by BSP proteins is
time and concentration dependent. Centinueus exposure of
sperm te SP that centains BSP preteins is detrimentai te
the spenn membrane, and this may render the membrane
very sensitive to sperm storage in liquid or frozen states
(cryopreservation). Therefere, BSP proteins in SP have the
petential te act as beth beneficiai and detrimental factors te
spenn depending on the concentration of SP and exposure
tinte.

In the present study, we show that the BSP preteins, the
major preteins of SP, interact with the LDE the major com
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ponent of EY extender. We discuss how this interaction
could protect sperrn and influence sperrn storage.

MATERIALS AND METHODS

Materials

BSA (fraction V), myoglobin, and lactoperoxidase were from Sigma
(St. Louis. MO). N&25t was bought Rom Ameraham (Oakville, ON. Can
ada). Anti-rahbit gamma giohulin (goat anti-RGG) svas from Medicorp
Inc. (Montréal, PQ, Canada). Scphadcx G-25, Sepharose CL-4B, lysozyme
(egg white), and the low moiecular weight (LMW) electrophoresis caTi
bration kit were Rom Phamiacia Biotech Inc. (Baie d’Urfé, PQ, Canada).
Acrylamide, bisacrylarnide. 505. ancl other clectrophoresis products were
obtained from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). Polyethyiene glycol
(PEG) was from 1CN Biornedicals, Inc. (Cleveland, OH). Centriflo CF-25
cones and PM-l0 and YM-3 ultrafiltration membranes were from Miili
porc (Bedford. MA). ihe immobilon-P membrane and enhanced clierni
luminescence (CCL) reagcnt kit werc purchased from Mandel Scientific
(Boston, MA). Tween-20 (enzyme grade) and EDTA were Rom Fisher
Scientific (Nepean, ON, Canada). AIl other chemicals used were of ana
iyticai grade and werc obtaincd from commercial soppliers.

Buil semen collected with an artificial vagina, EY Tris-glycerol
(EYTG) extender (20% EY, 6% giycerol, 200 mM Tris, pH 6.7), and
aemen cryoprescrved in EYTG extender were obtained Rom the Centre
d’insémination Artificielle du Quéhcc Inc. (St. Hyacinthe, PQ, Canada).
Crude semmai plasma proteins (cBSI’) were prepared hy ethanol precipi
talion ot’ bovine aeminal plasma foIlowed by lyophilization. This prepa
ration consista of 50—70% BSP proteins. The purification of tIse BSP-Al/
-A2. -A3, and -30-kDa vas donc as described previously [33], and thcir
purity was assessed by SDS-PAGE [44].

Prepara lIon of BSP Protein-Depleted Serninal Plasma
To prepare the BSP protein-depleted bovine seminal plasma, 100 mg

ot’cBSP svas dissoived in 5 ml of 50 mM pliosphate-buffered saline (PBS)
and loaded onto a gelatin-agarose column (2.5 X 27 cm). TIse column was
washcd with the same buffer, and the tinbound material (designated dBSP),
consisting ot’ ail scminai plasma proteins but depieted with the 3SP pro
teins, svas dialyzcd against ammonium bicarbonate and vas lyophiiized.
This fraction generaily contains icss than 1% of tise BSP proteins. The
geiatin-agarose adsorbed protcins (dcsignated GA-BSP) wcre ciutcd with
7 M urea, dialyzcd against amnsoniuni bicarbonate, and lyophilized. ‘Ibis
fraction consists of a mixture of the BSP-Ai/-A2, -A3, and -30-kDa pro-
teins in tise proportion (—8:1:1) that is generaliy present in the SP

Preparation of Seminal Plasma
Fresh semen was diluted with nine volumes of 50 mM PBS, pH 7.4,

and centriftiged in a microccistrifuge (Eppendorf, model 5415C) at tow
speed (5000 X g. 5 mm). Tise supematants were transferrcd into Eppen
dort tubes, recentriftiged (10000 X g, 10 miii) tu eliminate the remainiisg
celis, and storcd ai 20°C uniii furthcr analysis of SP proteins.

Isolation of Eg Yolk Lipoprotein
Egg yoik suas separated from egg white and any adhering aibunsin ss’aa

removed by biotting on fiiter paper. Tise yoik membrane was broken and
tise hquid yoik vas coiiccted. Tise liquid yolk was diluted iO-foid with 10
mM Tris-HC1 (pH 7.4), fric density was raised to 1.21 glmi by adding
soiid potassium bromide, and tise substance transfcrred into il .5-ml Quick
Seai tubes (Mandel Scicntific Co.. Gtieipls, ON, Canada). Tise tubes were
centrifuged (Sorvali Ultracentrifuge; Rotor T-865) for 20 h at 60000 rpm
at 20°C. After centrifugation, the lipoproteins (designated Iow-density frac
tion. LOF) concctitrated attise top of tise tube werc retricved. The fraction
was extensively dialyzed against 10 mM Tris-HC’i (pH 7.4) and preserved
at 4°C. The LOF \vas aiso isoiated from IOX diiutcd (in lB mM Tris-HC1
buffer pH 7.4) EYTG extender used routinely for cryopreservation ofbuii
sperm by tise sanie ultracentrifugation procedtire. The protein concentra
tion in LOF vas detennined by tIse modificd Lowry procedure [15].

Aga rose- Gel EleCtrophoresis
‘Flic interaction betwcen LDF and BSP prote ss tsr oiher proteins was

snidied using tise Paragon eleciropisoresis kit (Beckman instruments, Fui
lerton, CA). Lipo gels (0.5% agarose) and SPE (scmm protein electropho

resis) gels (1% agarose) were used for lipoprotein and protein analysis,
rcspectiveiy. LDf svas incubated in the presence or absence of cBSP or
purified BSP proteins or other control proteins (BSA, nsyogiobin. lyso
zyme, heat-deisatured BSP-Ai/-A2. dBSP). After 3 mm, 3—4 (Ii of incu
bation mixture were applicd to cach tempiate siot. Agarose gels wcrc stib
jected to eiectrophorcsis for 30 min at 100 V, thcn imnscrsed in fixative
solution and dried. Tise LOF was visuahzed by hpid staining in Sudan
Black B solution. Tise protcin bands were revcaled by staining ils Paragon
Bitte solution.

Gel Filtration Chroma tography
Gel filtration chromatographv vas carried out on a Scpisarose CL-4E

coiumn (70 X 2.5 cissl equiiibrated with PBS at s 110w rate of $0 mi/h.
After a 30-min wait, fractions of 3 ml were coliected and tise absorbance
was detemsincd at 280 nm. Elution profiles of SP proteins. purified BSP
Ai/-A2. and dBSP were anaiyzed beflarc and after ineubatiois witis LDE
i’he colurnn svas calibrated using blue dextran (Mr 2 X 10°). tlsyrogiobulin
(lt4 6690001, BSA (AL 660001, and soy bean trypsin inlsihutor (:il,
20000).

Immunoblot Ana lysis of 8SP Proteins
‘i’Ise clsromatographv fractioiss under eiution profile eorresponchng to

peaks a, b, and e (Fig. 5) werc pooied separately and conceistrated using
Ccntrifio CF-25, PM-l0, and YÎvI-3 mensbraises, respectively. Aliquots of
each concentrated fraction were delipidated using n-butaisoiidi-isopropyl
ether (15:85 v/’) soivent. Tise proteins wcre scparated on SDS polyseryl
amide gels and were transferred onto Insmobilon-P nsensbrane according
to tise nsetlsod of Towbin et ai. [46]. immunodetection svas dune with
specific polyclonai antiboclies against each BSP protein as describeci pre
viousiy [35, 47] by using ais ECL reageist kit.

Radioimmunoassay of BSP Proteins
‘l’ise total content of each BSI’ protein in peaks a. h, and e (Fig. 5)

were detemsined hy radioinsmunoassay (RIA) as dcscribed recentiy [47].
Ail reagents for RIA were diiuted in tise immunoassay buffer (50 mM
plsosplsate buffei pH 7.4, containitsg 5 mM EDY’A, 0.45% NaCi, 0.25 mg!
nil sodium azide, 0.5 mi/i Tweets-20, and 0.1% BSA). The primary anti
bodies were used in tIse foIiowing diititioiss: 1:1001) for anti-BSP—A I!—A2
aisd anti-BSP-30-kDa and 1:11) 000 for anti-BSP-A3. After overnight (20-
h) incubation, 50 p.i of sccondary antibodies (I 0°’o) wcre addcd, foilowed
by aisother incubation for 12—16 h. Attise end of tise second inctibatiots,
500 ii tif 10% PEG-8000 were added to each tube (except total counts)
and vortcxed. atid tubes were centrifuged al 2200 X g for 15 min. Tlie
supernatant svas aspirated aisd tise radioactivity associated witis tise peiict
svas detemiiised in a gamma counter (1272 C’iiniGamnsa, Pisarnsacia \Vai
lac, Finisnd).

Isolation of LDF-BSP Complex
from Cryopreserved Semen

Cryopreserved semeis ris straws was stibjccted tcs a thawing procedure
(40°C watcr bath, I nsin). TIse SP along witls cryoprotective cxtendcr werc
separated from spenn by ceistriftigatiois at 3000 X g for 10 miss and were
tiscis recentrifuged at 10000 X g for 10 min b rcmovc any remaining ccli
dcbhs. Tise stipcrnatant was subjected to ultracentriftigatiots as clescribed
previousiy to separate LDF-BSP protein conspiex (top 2 ml, yeilow frac
tion) and tIse bottom opalescent fraction (—9---10 mi). Soisie white prccip
itaics settied sit tise bottoiss of tise tube were also recovered as a separate
fraction. Flse sanse batels of EYTG extender (coistrol) was also ceistrifuged
to separate top (LDf) and bottom fractions. Ail fractions werc exteissively
diaiyzed against 10 mM Tris-MCI (pH 7.4) and were dehpidated usiisg u
butanoi/di—isopropyi ctlser (15:85 v/v) suivent. The protein concentration
ivas determiised in each dehpidatcd fraction by the modificd Lowry pro
cedtire [45] aisd adjusted to I rng/inl for protein separsiiots by SDS-PAGE.

RESUL.TS

Isolation and Characterization of the LDF

The LDF from the EYTG extender and the EY were
obtained as described in Mcuei-iatr and Methods. Two frac
tions were obtained from both sources. The top yellow frac
tion contained the LDE The bottom fraction ‘vas slightly
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cBSP (mg)
FIG. 1. Interaction between LDF and cBSP proteins. Increasing amounts
of cBSP wcre addcd to 10 mg CDF pr cii. The mixtures were transferred
into quick-seal tubes and subjected tu ultracentrifugation as described
under Materials and Methods. Afler ultracentrifugation, the top rraction,
i.e.. CDF-protein complex )•) and the bottom fraction (V) were separated,
dialvzed, and analyzed for total proten content by the modified Cowry
procedure [45). The data shown are representative et tWC) expcriments
performed separately.

opalescent and corresponded probably to the water-soluble
fraction described earlier [12, 48]. The LDF isolated either
from the EYTG extender or EY had neutral surface charge
as evaluated by agarose-gel electrophoresis (sec later). The
size-exciusion chromatography separated the LDF into two
peaks: a minor peak, a (LDF-I), and a major peak, b (LDf
li: sec later).

Interaction of cBSP Proteins with LDF

f irst, we investigated the interaction of cBSP proteins
with the LDE A constant amount of LDf vas incubated
(15 mm) with increasing concentrations of cBSP and the
IDf was reisolated along with the associated proteins. The
addition ofcBSP to LDF increased the total protein content
of the reisolated fraction. Ten milligrams of LDf bound
‘-35 mg (70%) of proteins present in 50 mg of cBSP (Fig.
1). When 150 and 250 mg of cBSP was added to the same
amount of LDF —65 mg (43%) and —-75 mg (30%) of
cBSP proteins were associated with reisolated LDE

Interaction of BSP Proteins with LDF

The binding ofpurifled BSP-A1/-A2, -A3, and -30-kDa
proteins to LDF was examined by electrophoresis. The LDF
alone, when subjected to agarose-gel electrophoresis, re
mained at the point of application (Fig. 2A, lane 2), thus
indicating a neutral surface charge. 1iowever when LDF
vas mixed with either cBSP (Fig. 2A, lane 3) or each of
the purified BSP proteins (Fig. 2A, lanes 4—9) and then
sLlbjected to the agarose-gel electrophoresis. a significant
increase in migration of LDF particles xvas observed, in
dicating association of BSP proteins with IDE The migra
tion of the LDF-BSP protein complex was dependent on
the ratio of LDF and BSP proteins. The complex migrated
faster at a 1:4 LDF:BSP protein ratio than at a 1:1 ratio
(lane 4 vs. 5, 6 vs. 7, and $ vs. 9).

Specificity of Interaction of BSP Proteins with LDF

In order to establish the specificity of the interaction be
tween the BSP proteins and LDF we swdied the migration

B

1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10
FIG. 2. Specificity of interaction of BSP proteins with CDI. A) Interaction
of CDI with BSP proteins. CDI 15.6 p-g) and cBSP (22.4 p-g) or purified
BSP proteins (5.6 and 22.4 p-g) were incubated in 15 p-I oflris-HCI buffer,
and 4 p-i of each sample was appiied to the lipo gel siots. The electro
phoresis and Iipid staining were pc.rformed as described under /vtaterials
and Methods. Canes 1 ancI 10: hurnan serum (2 p-I); lane 2: CDI (1.5 p.g);
lane 3: CDI (1.5 p.g) + cBSP [6 p-g); lanes 4 and 5: CDI [1.5 p-g) ± BSP
A1/-A2 [1.5 and 6 p-g. respectiveiy); lanes 6 anc[ 7: CDI (1.5 p-g) + BSP
A3 [1.5 and 6 p-g, respectiveiy); lanes 8 and 9: CDI (1.5 p-g) + BSP-30-
kDa [1.5 and 6 p-g, respective[y). The amount of each protein in a 4-pi
sampie is shown in parentheses. B) Interaction of CDI with control pru
teins. CDI [4 p-g) and conlrol proteins [16—48 p.g) were incubated in 16
pi of Tris-HC1 buffer, and 4 p-l et each sample were applied te SPE gel
slots. lite electrophoresis and protein staining were performed as de
scribed under Materials and Methods. Cane 1: CDF li cg); (anes 2—4: CDI
(1 p-g) with myoglohin (6 p-g), lysozyrne 16 p-g), and BSA [6 p-g), respec
tiveIy; lane 5: CDF (1 p-g) + heat denatured BSP-At/-A2 (4 p-g); [ane 6:
heat denatured BSP-A1/-A2 (4 p-g); lane 7: CDI [1 p-g) + GA-BSP (4 p-g);
lane 8: GA-BSP [4 p-g); (ane 9: CDI 11 p-g) + dBSP [12 p-g); lane 10: dBSP
(12 p-g). BSP-A1/-A2 proteins were denatured by holding the tube con
taining protein solution 12 rng/m) in barbitai buffer, pH 8.6) n boiling
water for 20 min. The arrowheacls indicate the point O) sampie applica
tion.

pattem of LDF with several control proteins (myoglobin,
lysozyme, and 3SA). heat denatured BSP-A1/-A2, d3SP
(BSP depleted SP), and GA-BSP (gelatin-agarose adsorbed
fraction, i.e., mixture of ai] BSP proteins). Incubation wtth
control proteins did flot change the surface charge of LDF
particles, and the LDF band remained at the point of ap
plication (Fig. 23, lanes l—4). Ail control proteins migrated
away from IDE The heat denaturation ofBSP-A1/-A2 in
hibited its LDF-binding ability; thus, the denatured protein
and LDf migrated separately (lane 5). The dBSP also did
not interact with LDF (lane 9), whereas LDF with GA-BSP
(lane 7) migrated as a single hand and showed an increased
migration compared with the GA-BSP aJonc (lane 8), in
dicating the formation of a complex between GA-BSP and
LDE

The specificity of binding of BSP protelns to LDF was
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Elution Volume (ml)
FIG. 3. Gel-filtration analysis of [DF interaction with BSP-A1/-A2 and
dBSP. A) Interaction of [DE with BSP-A1/-A2. Solutions of 1.1 mg [DE
protein, 1 1 mg BSP-A1 /-A2, and a mixture of [DE (1.1 mg) and BSP-A1 /
-A2 (2.2 mg) in a final volume of 1 ml were prepared and subjected ta
chromatography on a Sepharose C[-4B column. B) Interaction of [DE
with dBSP. Solutions of 1.1 mg [DE protein, 1.1 mg dBSP proteins, and
a mixture ut [DE (1.1 mg) and UBSP proteins )2.2 mg) in a final volume
of 1 ml were prepared and subjected to chromalography on a Sepharose
CC-4B colurnn. Chromatography was perforrned as described under Ma
tenais and Methods. The data shown are representative of five experi
ments perforrned separately.

further established by size-èxclusion chromatography. The
LDf was resolved into two lipoprotein peaks (fig. 3; peak
a, or LDf-I, 100—130 ml; and peak b, or LDF-I1, 131—250
ml). BSP-A1/-A2 alone was eluted as a single peak (270—
340 ml, designated peak c). When the mixture of LDF and
B SP-A I /-A2 was subjected to size-exciusion chromatog
raphy, peak c corresponding to the BSP-At/-A2 alone dis
appeared, whereas the absorbance under peaks a and b of
the LDF showed a considerable increase, indicating an in
teraction between BSP-A1/-A2 proteins and LDF In con
trast, when the mixture of LDf and dBSP proteins was
analyzed by size-exciusion chromatography (Fig. 3H), the
elution profile did not ditier from that of LDf alone in the
area under peaks a and b, whereas peak c (270—340 ml),
corresponding to the UBSP, vas also present, indicating that
the UBSP did not bind to IDE

Saturation of the Binding of BSP Proteins to LDF
In order to establish tise saturation of the binditig sites

on LDF we incubated a constant amount ofLDF with vary

2345678

FIG. 4. Saturation of the hinding of OSE protens tC) [DE. LOF 14 p.g) and
BSP-Al/-A2 proteins (10—60 ig) were incubated in 12 l ofTris-HCI ljuff
er and 3 il of each sample svas applied to SPE-gel slots. Electrophoreso
and prntein staining were performed as described under A4ateriais and
Methocis. [ane 1: [DEll p.gi; lanes 2—7: [DE (1 ‘g) + BSP-At/-A2 protein
(2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, and 15 g respectively); lane 8: BSP-A1/-A2 (10
l’g). The amount cf each protein present in 3-iiI sample is shown in pa
rentheses. The arrowhead indicates the point of sample application.

ing concentrations of BSP-A1/-A2 (fig. 4) and analyzed
their migration on agatose gel. At LDF and BSP-Al/-A2
ratios of 1:2.5 and 1:5, only the bands colTesponding to
LDf-BSP-A1/-A2 complex were visualized (lanes 2 and 3).
further increases in protein ratio (1:7.5, 1:10, 1:12.5, and
1:15) resulted in the appearance of the BSP-A1/-A2 band
(lanes 4—7), whereas aIl LDF particles migrated with the
complex. We chose BSP-A1/-A2 for this and the previous
(Fig. 3A) experiments because it represents almost 80% of
total BSP proteins [471. Moreovet; BSP-A1/-A2, BSP-A3,
and BSP-30-kDa exhihit similar binding properties and bi
ological activity.

interaction of SP Proteins with tise LDF

To verify whether the LDF and BSP proteins in SP form
stable complexes. the LDF was incubated with SP and suh
jected to size-exctusion chromatography (Fig. 5). The chro
matography of SP alone showed a minor peak (volume
100—130 ml, designated peak a) and a major peak (280—
360 ml, designated peak c). The chromatography of the
mixture of LDF and S? resulted in a considerable decrease
in the area under the major protein peak of the S? (peak
c) and a considerable increase in the area under peak a and
b of the LDF indicating association of large amounts of S?
proteins with LDE

identification and Quantification of BSP Proteins
in the Chromatoraphy Fractions

In order to confirm the specific interaction of BSP pro-
teins with LDF, fractions under peaks a, b, and c (Fig. 5)
were pooled, concentrated, and subjected to immunoblot
ting using the specific antibodies against the BSP-A1/-A2
(Fig. 6A), BS?-A3 (Fig. 63), and BSP-30-kDa (Fig. 6C).
The results indicated the presence of BSP-A 1/-A2. DSP
A3, and BSP-30-kDa in peaks a and b derived from the
LDF-SP mixture. Because the polyclonal antibodies against
BSP-Al/-A2, -A3, and -30-kDa are specific [47], the hands
shown with the anows in lane 5 of Figure 6 correspond to
the degradation product of the respective BSP proteins.

DSP-A l/-A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa protein content
in pooled fractions under peaks a, b, and c of respective
chromatography (SP, LDF and SP+LDF) were further
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FIG. 5. Interaction of SP proleins with
(DE. Solutions of 1.1 mg (DE protein, 2.2
mg total protein of Sl and mixture of CDF
(1.1 mg) and SP 12.2 mg) in a final volume
of I ml were prepared anci sub1ected to
chromatograpliy On a Sepharose CC-4B
colurnn. 16e elution position ot BD (blue
dexttan), 1G tthyroglobulin), BSA (bovine
serum albumin), and 5611 (soy bean tryp
5m inhibitor) are indicatecl. The data
showe are representative o) Ove experi
ments perforrned separately.
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Elution Volume (ml)

FIG. 6. Immunoblot analysis of chromatography peaks. Aliquots (200 ng
total protein) corresponding to each pooled peak (Fig. 51 were reduceci,
denaturated, and then subjected 10 SDS-PAGE. The separated proteins
were transferred b Immobilon-P and probed wïth antibodies direclcd
against BSP proteins. Al Anti-BSP-A1/-À2. BI Anti-BSP-A3. C) Anti-BSP-30
kDa. Canes 1—3: Correspond to peaks a—c derived from SP; limes 4—6:
correspond ta peaks a—c derived from CDF and SP mixture; lanes 7—9:

C
correspond to peaks a—c derivecJ trom (DE. The arrowheads in A, B, and
C indicate the position of BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa, respec.
tively. Arrows in A, B, and C correspond to degraded fragments of BSP
proteins.

Stability of LDF-ESP Protein Coirtplex Following
Freeze-Thaw of the Extendeci Sernen

An experirnent vas carried ont to venfy whether the
interaction between the BSP proteins and EY-LDF was sta
ble during semen freezing and thawing. We isolated the
LDf from frozen!thawed sernen and analyzed the protein
pattern by SDS-PAGE. figure 7 shows the presence ofthe
BSP proteins in the LDF (lane 5). The bottom fraction (lane
6) and the precipitates (lane 7) contained very insignificant
amounts of BSP proteins. These resuits indicate that the

16e distribution o) BSP proleins in pooled fractions ipeaks s,
obtained by gel filtration chromatograpby o) S [DE, and

BSP-A1/-A2 BSP-A3 BSP-30-kDa
Sample Peak (%) (%( (‘Y0)

SP a 0.8 5.t) 1.3
b 18.0 12.5 16.4
e 81.2 82.5 82.3

SP + [DE a 6.7 5.9 4.6
b 89.3 93.1 87.0
c 4.0 (1.9 8.4

CDF s — —

b — — —

e — — —

0,20

0,16

n
00 V,

j 0,08

0,04

0,00
100 200 300 400

2 3 4 5 6 7 $ 9 quantified by specific RIA and expressed in percent distri
bution in each peak. The resuits (Table 1) show that —80%
of BSP proteins were present in peak e when SP alone vas
chrornatographed, whereas —90% of these proteins were
found in peak b upon SP preincubation with LDF and tbl
Iowed by chromatographic separation of the mixture.

A

B

-

C

w

1,\BCE 1.
b, and e)
SP ÷ CDF.”

BSP-A1/-A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa content in pooled fractions peaks
a, h, ancl c of respective chromatography ISP, [DE, and SP+CDFI were
delermined hy specific RIA and expresscd n percent distribution in each
peak. Data are means of three inclependent experiments performed in
duplicate.
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( EY-LDf-BSP proteiti complex remains stable during the
freeze/thaw procedures.

DISCUSSION

In the cmi-ent study, we have shown for the first time
that the LDF isolated from EY interacts with the BSP pro
teins, factors in SP which are detrimental to sperni. The
binding of BSP proteins to LDf is rapid, specific, and sat
urable and the complexes fomied (IDF-3SP proteins) are
stable. This interaction may be critical for sperrn protection
and storage in the tiquid or frozen state.

The isolated EY-LDF showed sirnilarities with those re
ported by earlier workers [48—50]. The chrornatographic
separation of the isolated LDF resulted in two lipoprotein
fractions (LDf-I and LDf-II; figs. 3 and 5). Fouikes [12]
reported the separation of LDF into three lipoprotein frac
tions, the second ti-action (lipoprotein II) eluting as the
shoulder in front of the third lipoprotein fraction (lipopro
tein III). The lipoprotein fractions I, II, and III differed by
their iipid:protein ratio (11.7, 6.6, and 2.8, respectively),
and lipoprotein III was responsible for protecting bovine
sperrn against damage during freezing and thawing [12]. It
is possible that our separation procedure did not resolve the
lipoproteins II and I[l anci that both these lipoproteins ap
peared in peak b (LDf-II; figs. 3 and 5). In addition, dif
ferences were also noted from batch to batch in the pro
portion of LDf-I and LDF-il (figs. 3 and 5). These differ
ences may be attributed to LDF isolation techniques used
or the EV sources.

We investigated flrst the interaction between the isoiated
LDF and cBSP proteins. Our results (fig. 1) show a dose
dependent binding of cBSP proteins to LDE At a LDF:
cBSP ratio of 1:5, —70% ofcBSP proteins associated with
reisolated LDf. Because -—70% of cBSP proteins cone
spond to BSP proteins, it is togical to assume that ail the
protein bound to LDF may be BSP proteins. Indeed, the
SDS-PAGE indicated the presence of large amounts of the
BSP proteins in the reisolated fraction (data not shown).

The specific binding of the BSP proteins to LDF was
estabÎished by using purifled BSP-Al/-A2, -A3, and -30-
kDa proteins. The LDf-BSP protein complex was analyzed
by agarose-gei electrophoresis and gel filtration chromatog
raphy. Agarose-gel electrophoresis (Fig. 2A) showed an in
creased electrophoretic mobility after LDF incubation with
each purified BSP protein. This is due to the binding ofthe
negatively charged BSP proteins [32, 34, 35] to the surface
of LDE In contrast, the control proteins (myoglobin, lyso
zyme, BSA) migrated either to cathode or anode, depending
on their charge, and the LDF remained at the point of ap
plication (Fig. 23). Sirnilarly, the heat-denatured BSP-Al/
-A2 or the dBSP (BSP protein-depleted fraction of seminal
plasma) did not change the mobility of LDF indicating no
association of these proteins with the LDf (Fig. 23). In
addition, during gel filtration, the BSP-A1/-A2, but not
dBSP, proteins eluted at the LDF region w’hen coincubated
(Fig. 3). The specificity of interaction between LDF and the
BSP proteins was further conflrmed by revealing the pres
ence ofthe BSP proteins in peaks a and b derived from the
LDF and SP chromatography (Fig. 6). The evaluation of
BSP proteins and their percentages in each chromatograph
ic peak (Table 1) of SP aione and LDF along with SP in
dicate that peak b of the LDF fraction bound most of the
BSP proteins.

A higher mobility of particles noted in the presence of
BSP-A1/-A2 may indicate a higher negative charge asso
ciated with BSP-Ai/-A2 than with either BSP-A3 or BSP

1 2 3 4 5 6 7 $
FIG. 7. Analysis of proteins in LOF isolated [rom frozen-thawed EYTG
extencled semen. Fractions obtained trom EYTG extender tcontrol) and
rom frozen/thawed extended semen by ultracentrifugation were clialyzed

and delipidated. 16e proteins in these fractions were separaled b’ SOS
PAGE and stained with Coomassie Blue. Cane 1: CMW standard; lane 2:
whole EY proteins; Pane 3: LOF tram EYIG; Pane 4. bottom fraction [rom
EYTG; Panes 5 and 6, respectively: top (LOF) and bottom tractions [rom
frozen/thawed semen; Pane 7: precipitates [rom frozen/Lhawed semen;
lane 8: cBSP proteins. a, b, and c indicate the positions of BSP-30-kDa,
BSP-A1 /-A2. and BSP-A3, respectively.

30-kDa (Fig. 2A). Furtherrnore, the LDF-BSP protein com
plex had a higher negative charge than the purified BSP
protein alone (Fig. 4, lane 8). This suggests changes in
conformation of BSP proteins upon binding to LDE

Our previous studies show that the BSP proteins bind
specificaliy to choline phospholipid hposornes [36] and this
binding occurs in less than a second [51]. In the current
swdy, agarose-oet electrophoresis and gel filtration analysis
were performed immediately after mixing BSP proteins
with LDF’, and in ail instances, complex was observed.
Therefore, it is reasonabie to conclude that the LDF asso
ciation with BSP proteins is rapid. Because the LDf-BSP
complex is stable during ultracentrifugation, electrophore
sis, and gel filtration, it is likely that the binding constant
is in the p.M range (high affinity binding).

The binditig ofthe BSP proteins to the LDF is saturable.
Based on the data shown in Figure 1, at saturation, 10 mg
of LDF appeared to bind —-70 mg of cBSP proteins. The
saturation of the BSP proteins binding to the LDF was also
demonstratecl by anaiyzing the complex at various ratios of
LDF:BSP-Al/-A2 protein (Fig. 4). The saturation of LDf
binding sites occuned behveen LDF:BSP-AI/-A2 at ratio
of 1:5 and 1:7.5. This value is similar to that established
by ultracentrifugation (i.e., 1:7 ratio).

The binding capacity of the LDF appears to be very
high. LDf-I and LDf-1I have an average Mr of 1.4 X 106
Da and 0.6 X 106 Da, respectively, as determined by gel
filtration (calibrated with proteins of known molecular
weight). BSPAI/A2 (Mr 16500 Da), -A3 (Mr 15500 Da),
and -30-kDa (AIr 2% 000 Da) proteins are present in an ap
proximate ratio of 8:1:1 in SP [33, 47]. Assurning an av
erage Air of BSP proteins in SP to be 18000, at saturation
(1:7 ratio), neariy 555 and 243 moles of the BSP proteins
can bind to a mole of LDF-I and LDF-II. respectively. The
high capacity binding of LDF is important for sequestration
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. FIG. 8. The proposed mechanism of
sperm protection by EY-LDF.
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of large amaunts of BSP proteins present in semen. The
average concentration of BSP proteins in semen is 3 5—50
mg!mI [47] and of LDF in 20% egg yolk s 10—15 mg/mI
(current study). Sernen is nornially diluted 10 tirnes and
higher with 20% EY-containing medium (EYTG extender)
prior to cryopreservation. At this dilution, most of the BSP
proteins may be associated with LDE

In the artificial insemination industry, semen is diluted
with EYTG extender within tninutes after collection, cooled
ta 4CC, packed in straws, frozen, and stored in liquid nitro
gen. The LDF isotated from frozen-thawed sernen also con
tained DSP proteins (Fig. 7). This indicates that the LOF
BSP protein complex remains stable even after semen cool
ing, freezing. and preservation in liquid nitrogen and after
thawing.

In view of our discovery that the BSP proteins specifi
cally bind ta LOF and form a stable camplex, we suggest
a novel mechanism of sperrn protection by EY lipoproteins
(Fig. 8). Our previous swdies have shown that the BSP
proteins are added to sperm at ejaculatian [34]. The BSP
proteins coat the sperm membrane [36, 37] and induce cho
lesterol [42] and phospholipid efflux [43]. The lipid efflux
is tirne and concentration dependent [42, 43]. At higher
concentrations of the BSP proteins (i.e., SP) andlor at lan
ger expasure (as in nondiluted semen), t;are cholesterol
and phospholipids are removed. The rernoval of lipids, par
ticularly chalesterol, results in sperm membrane destabili
zatian. Evidence shows that the decrease in chalesterol con
tent in plasma membrane also appears ta decrease sperm
resistance ta cold shack and freezing [52, 53]. Therefore,
pralonged expasure af sperni ta SP that contains BSP pro-
teins is deleterious ta sperm. Because ejaculates are diluted
with EY extenders within minutes after collection, the li
paproteins (LDF) inay sequester most of the BSP proteins
present in semen. This may resuit in a minimum modifi
cation af the sperm plasma membrane and allow better

( sperm storage. Thus. EY lipaprateins may affer protection
ta sperm by reducing the deleterious effect of S? proteins
on sperm membranes. During natural mating, a mechanism

may also exist ta eliminate the detrimental effect of DSP
prateins on spemi. Afler being ejaculated into the vagina,
spenn swim thraugh cervical mucus and enter the utems
within minutes. Cervical mucus acts as a harrier far SP. In
the artificial inseminatian industry, the DSP proteins (i.e.,
SP prateins) are not rernoved from semen, but their effect
is eliminated probably by the rapid formation af a stable
complex with egg yalk lipoprateins.

Our model can pravide an explanatian for the various
effects af SP. Far instance, it is reported that sperm become
more sensitive ta cald shock and freeze-thaw following cx
posure ta SP [7, 54, 55]. A recent repart atso indicates that
the exposure of sperm ta accessory sex gland fluid (AGF)
is taxic and that rapid removal of sperm fram SP or AGF
is critical for maximal viability [56]. These deleteriaus ef
fects on sperm cauld be essentially due ta DSP proteins
that madify the sperrn membrane extensively by removing
cholesterol. In ejaculates, the activity of DSP proteins an
spenn membrane continues, whereas in extended semen, it
is likely inhibited by EY-LDE Consequently, extended
sperm couIc! better resist cold shock and/or freeze-thaw ef
fects, as observed with epididymal sperni that are nat cx
pased ta SP [54].

The taxic effect of SP or AGF on sperm is concentration
and tirne dependent [55, 56]. Studies have also suggested
that the toxic effect is immediate and persists even after
washing sperrn [57]. Furthermore, the amount of EY te
quired in semen extenders ta pravide protection against SP
is proportianal ta the amount of SP in diluted semen [58].
The toxic effects of SP cauld be minimized by dilution with
EY extenders within minutes af semen collection [9, 13].
Ail these effects can be explained with aur model (Fig. 8).
The modification of sperm surface (removal af chalesterol
from sperm membrane or toxic effect) by BSP prateins is
a concentration- and time-dependent phenomenon [42, 43].
Because of the magnitude of the DSP pratein concentration
(40—60 mg/ml) and the prateins’ affinity ta sperm mem
brane, the toxic effect couIc! be caused within minutes and
prolang even after washing the sperm. DSP proteins form
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a complex with LDF rapidly, and therefore their toxic effect
on spen could be minimized or inhibited within minutes.
Because the LDf binding sites can be saWrated by BSP
proteins, the protection provided by the EY is proportionat
to its capacity to bind the BSP proteins.

The effect of egg yolk on the success of sperrn storage
and the mechanisms involved have been studied extensive
iy [12, 22—25]. It is suggested that the EY lipoproteins as
sociate with sperm membranes and shield against the toxic
effect of SE This hypothesis simply cannot expiain ail the
effects of SP and why it requires large amounts of EY to
protect sperrn altbough a very smali fraction of it may bind
to sperrn membrane. In fact. the specific binding of EY
lipoproteins to the sperm membrane itself is controversial
[22—25]. The current study suggests that the beneficial role
of semen dilution with extenders containing EY is not lim
ited to the direct binding of EY lipoproteins to the sperm
plasma membrane but may involve interplay among BSP
proteins (SP), EY-LDF and the sperm membrane (i.e., how
LDF and BSP association could effect the sperm tnembrane
lipid composition). In this context, it is interesting to note
that the extended wasbed sperni (unpublished data) and ex
tended frozen-thawed washed sperm contain 80—85% less
35? proteins than washed ejaculatect sperm [47]. This may
result in less damage to sperm in extended semen than in
unextended semen.

Our recent studies show that the BSP—like proteins pre—
sent in stallion [59, 60], boar [60], ram, water buffalo, and
human semen also bïnd to LDf (unpublished), suggesting
that the mechanism of sperm protection by EY is similar
in ail these species. furthermore, milk extender is also used
for sperm storage, and it also contains lipoproteins and
pbospholipids. These milk components also interact with
the BSP proteins (will be reported elsewhere), suggesting
that the mechanism of sperm protection by milk is similar
to that proposed for EY-LDE

In summary, we have shown for the first time that the
LDf isolated from EY and EYTG extenders interacts with
the BSP proteins. By using a number of biochemical ap
proaches, we conclude that this binding is rapid, specific,
and saturable. In addition, LDf bas a very high capacity
for BS? proteins and the complex formed is stable even
after freeze-thaw. BSP proteins destabilize the sperm mem
brane by rernoving cholesterol and phospholipids. 1-Iowever,
it may be possible that this effect is abolished or minimized
by the association of 35? proteins with EY lipoproteins,
the major component of extenders used in sperm storage.
Therefore, we suggest that the scavenging of the BS? pro-
teins by EY lipoproteins may represent the major mecha
nisms of spenn protection by EY. Further studies on how
LDf-BSP protein interaction affects a) BSP proteins bind
ing to sperm membrane, b) sperm membrane lipid coin-
position (cholesterol and phospholipid), and c) sperm func
tions (motility, viability, acrosoma] integrity) will claris’
the beneficial effects of LDF and BSP protein interaction
on sperm storage. These studies may also aid in improving
cunent protocols for sperm processing and developing bet
ter extenders for commercial application. In addition, the
current discovery should aid in devetoping novel extenders
tbr preservation of semen (liquid or frozen) from several
farm animaIs, domestic animaIs, wild animaIs, and endan
gered species for which protocols do not exist presently.
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2.2 Low-density lipoprotein fraction from hen’s egg yolk decreases the

binding of the major proteins of bovine seminal plasma to sperm and

prevents lîpid efflux from the sperm membrane. Bergeron A., Crête M-H,

Brindie Y. et Manjunath P. BioÏogy ofReproduction, 70:708-7 17, 2004.

Préambule:

Dans l’article précédent, nous avons démontré que les protéines B$P lient les

LDF (le constituant majeur du jaune d’oeuf) et suggéré que cette liaison est bénéfique

pour les fonctions spermatiques. Dans l’article présenté ici, nous avons voulu vérifier

si la liaison des protéines BSP aux LDF avait un effet sur: 1) la liaison des protéines

BSP aux spermatozoïdes, 2) la composition lipidique des membranes des

spermatozoïdes et 3) les fonctions spermatiques (motilité, viabilité, réaction de

l’acrosome). Nous avons démontré que les LDf empêchent les protéines BSP de se

lier aux spermatozoïdes et de stimuler un efflux des lipides membranaires permettant

ainsi de maintenir les fonctions spermatiques pendant l’entreposage de la semence.

J’ai planifié toutes les expériences et réalisé tous les travaux qui ont mené à la

rédaction de cet article. J’ai fait l’interprétation des résultats et rédigé l’article

présenté dans cette section. Crête M-H a aidé à la préparation des échantillons de

semence bovine. Brindle Y. nous a fourni les échantillons de semence bovine.
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Low-Density Lipoprotein Fraction from Hen’s Egg Yolk Decreases the Binding
of the Major Proteins of Bovine Seminal Plasma to Sperm and Prevents Lipid
Efflux from the Sperm Membranel
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ABSTRACT

For sperm preservation, semen is generally diluted with cx-
tender containing egg yolk (EY), but the mechanisms of sperm
protection by EY are unclear. The major proteins of buli seminal
plasma (BSP proteins: BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa)
bind to sperm surface at ejaculation and stimulate cholesterol
and phospholipid efflux from the sperm membrane. Since EY
low-density lipoprotein fraction (IDF) interacts spedfically with
BSP proteins, it is proposed that the sequestration of BSP pro-
teins in seminal plasma by EY-LDF represents the major mech
anism of sperm protection by EY. In order b gain further insight
mb this mechanism, we investigated the effect of seminal plas
ma, EY and [Y-LDf on the binding of BSP proteins to sperm and
the lipid efflux from the sperm membrane. As shown by immu
nodetection, radioimmunoassays, and lipid analysis, when se
men was incubated undiluted or diluted with control extender
(without EY or EY-LDF), BSP proteins bound 10 sperm in a time
dependent manner, and there k a continuous cholesterol and
phospholipid efflux from the sperm membrane. In contrast,
when semen was diluted with extender containing EY or EY-LDF,
there was 50%—80% fewer BSP proteins associated with sperm
and a significant amount of lipid added b sperm membrane
during incubation. In addition, sperm function analysk showed
that the presence of EY or [YJDF in the extender preserved
sperm motility. These results show that LDF is the constituent of
EY that prevents binding of the BSP proteins to sperm and Iipid
efflux from the sperm membrane and is beneficial to sperm
functions during sperm preservation.

assisted reproductive technolog’v gamete bioIogy male repro
ductive tract, seminai vesicies, sperrn

INTRODUCTION

Seminal plasma, which is mixed with epididyrnal sperm
at ejacutation, serves as the carrier of sperm to the female
genital tract and has beeti described as both beneficial and
detrirnental for sperm. More precisely, several workers bave
described seminal plasma factors that support sperm func
tions. such as motility [1] and viability and fertility [2, 3],
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and that facilitate capacitation [4]. However, seminal plas
ma is also known to contain factors that are detrimental for
sperrn fertilizing ability [5], such as decapacitation factor
[6—8] and motility inhibiting factor [9]. In addition, seminal
plasma is detrimental to sperm storage [10] because it con-
tains factors that negatively affect sperrn viability [11—13].

The major protein fraction of bovine seminal plasma is
represented by a family of closely related proteins desig
nated BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa (coÏlectively
calted BSP proteins) [14, 15]. The BSP proteins represent
—65% of seminal plasma total protein, and their biochem
ical characteristics have been extensively described (for a
review, see [16]). BSP proteins bind to sperm membrane
choline pbospholipids at sperm ejaculation and potentiate
spem capacitation induced by high-density lipoprotein and
heparin [17, 1$] by stimulating cholesterol and phospholip
id efflux from the sperm membrane. Therefore, 35? pro-
teins are beneficial to sperrn. In contrast, the sarne BSP
proteins may be deleterious foi- the sperm membrane in
vitro. The lipid efflux stimLilated by BSP proteins is time
and concentration dependent [19, 20], and therefore a con
tinuous exposure of sperm to seminal plasma that contains
BSP proteins may damage the sperm membrane [16].

JIen’s egg yolk (EY) is the most effective agent to pro
tect sperni against cold shock and bas been shown to im
prove sperm functions and preserve sperm fertility after
storage in liquid [21—24] or frozen state [25—28]. Despite
the use of extender containing EY for more then 60 yr, the
mechanisms involved in sperm protection by EY against
storage, cooling, and freezing damages remain uncleaL The
low-density lipoprotein fraction (LDf) of EY appears to be
the constituent responsible for sperni protection against
cold shock and freezing damages [29—32]. Several mech
anisms of sperrn protection by EY-LDf have been pro
posed. It is suggested that EY-LDF provides protection by
associating with sperm membrane [28, 30, 31, 33, 34]. An
other hypothesis is that EY-LDf prevents the loss of mem
brane phospholipids. thus increasing the sperrn tolerance 10
the cold shock [35], and previous studies that indicate that
EY phospholipids protect sperm from cold shock support
this speculation [31, 36]. Swdies from our taboratory in
dicate that the EY-LDF interacts specifically witb the BSP
proteins [37]. The binding cf the BSP proteins to LDF is
rapid and saturable, and the binding capacity ofthe LOF is
very high. Furtbermore, Ibis interaction is stable even after
freeze-thawing. In view of this, we have proposed that the
scavenging of the BSP proteins by EY lipoproteins on di
lution of semen with extender containing EY protects
spemi from deleterious effects of BSP proteins present in
seminal plasma.
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In order to gain fuher insigbt into the mechanisms of
sperm protection by EY, it is essential to study further the
lnterp]ay arnong BSP proteins. extender constiWents, and
sperm. In the present study, it is hypothesized that dilution
of sernen with EY containing extender prevents the binding
of BSP proteins to sperm and prevents a lipid efflux from
spenn membrane. First, we investigated the effect ofsemen
dilution in EY Tris-glycerol (EY-TG) extender on I) the
binding of BSP proteins to the sperni membrane, 2) cho
lesterol and phospholipid efflux from the sperm membrane.
and 3) spemi functions (motility, viability, acrosomal in
tegrity). The second objective of this study vas to test the
hypothesis that the EY-LDF is the extender constituent te
sponsible for preventing BSP proteins from binding to
sperm and stimulating sperm lipid gain during storage.

MATERIALS AND METHODS

Materials

BSA (fraction V), lactopcroxidase, leupeptin, crythrosin B, and flavi
anic acid (naplithol) vere froin Sigma (St. Louis, MO). Anti-Rabbit im
munoglobulin G (H + L), acrylarnide, bisacrylamide, SDS, and other elec
trophoresis products were obtaincd from Bio-Rad (Mississauga, ON, Can
ada). Low-molecular-wcight (LMW) clcctrophoresis calibration kit was
from Pharmacia Biotech Inc. (Baie d’Urfé, PQ, Canada). Polyethylcnc
glycol (PEG) was obtaincd froru ICN Biorncdicals Inc. (Clcveland, OH).
Immobilon-P membrane sud enhanced chemilurninescence (CCL) reijgcnt
kit werc purchased from ManUel Scientific (Boston, MA). ‘‘SI vas pur
chased from Pcrkin-Elmcr Lifc Science (Boston. MA). Goat anti-rabbit
gamnia globulin (RGG) vas from Medicoq Inc. (Montréal, PQ, Canada).
Ail othcr chemicals uscd werc analytical grade and obtained from com
mercial suppliers.

freshly ejaculated semen was collected with an artificial vagins from
bulla at the Centre d’insémination Artificielle dtL Québec (St-Hyacinthe,
PQ, Canada). Bulla wcrc handlcd hy qualified technicians according to the
Guide for the Care and Use of Agricultural Animais estahlialied b>’ the
Ministry of Agriculture and Fishcrics, Québec. EY-TG cxtcndcr (200 mM
Tris, pH 6.7: 20% EY, 5.6% glycerol) was added to the semen, The cx-
tender was prcpared by adding fresli egg yolk to Tds-glycerol base.

Isolation of EY-LDF Lipoprotein Fraction

EY used 10 isolate EY-LI)F was from the saine batch uscd 10 prepare
20% EY extendcr. EY was diluted thrcc timcs with 10 mM Tris-HCI (pH
7.4), and the dcnsity was raised 10 1.21 mglml by adding solid potassium
bromide and ccntrifugcd for 20 h at 366 257 X g at 20CC as described
prcviously [37]. Thc floating lipoprotcina (dcsignated low-density fraction
[LOF]) wcrc retrieved and cxtensivcly dialyzed against 10 mM Tris-HCI
(pH 7.4). The volume of dialyzed LDF was adjusted with 10 mM Tris
HC1 to original volume (EY uscd for isolation).

Preparation of Semen Samples

The saine four bulla were tiscd to conduct this study. In each experi
ment, thrcc scparate ejaculates from four diffcrcnt htdls wcre uscd. In tise
first experiment, one ejaculate from each buil was undiluted or immedi
ately diluted afler collection with TG (200 mM Tris, 5.6% glycerol, pH
6.7) or EY-TG (TG, 20% EY) cxtender 10 reach a spcrm concentration of
80 X l06/ml as routinely donc in tise anificial inseminalion center and
incubated at 37CC for 24 h. After dilution, final concentration of seminal
plasma in diitited ejaculates avas between 4.2% and 9.8% (v/v). In tue
second experirnent, one ejaculate from each buli was diluled right aftcr
collection with TG, EY-TG, or LDF-TG extender to reach a speon con
centration of 80 X l06/mi and were incobatcd at 4CC to mimic tise cooling
proccdurc in tise artificial insemination ccntcr. After dilution, final concen
tration of seminal plasma in diluted ejaculates \vas bct’,veen 4.7% and
10,0%

Final pH of tise extenders was 6.7, and extenders were kept at 37CC
prior 10 scmcn dilution. At 0, t, 2,4, 6, 8, and 24h of incubation, samples
of semen were taken of which one aliquot was used to assess spenn func
tions sud two aliquots were used for spemi protein and lipid analysis.
Time “zero” is tise tusse al which tise sensen was mixed with EYiG or
LDf or TG extender, and an aliquot svas reinoved immediately and diluted
with plsosplsate-buffered saline (PliS) for sperm washing. Ail sansples

were treated in tIse same manner at lime zero in hotls experiment I and
cxpcriment 2. When thc sample vas undiiutcd, tise timc zero is coissidcred
10 be the start of tise tiscubation, wisicis s usuaIiv witisin 5—6 issin (urne
nornnully elapsed beforc rnixiisg with extender) of aemen collection. For
prolcin and iipid analysis. scrnen sampies werc diluted (1:20) wiIh 50 mM
PBS in 15-ml plastic tubes ausd ccntrifuged at 1840 X g for 10 min. ibis
waslsing proccdtire vas rcpeatcd five times to rcmovc cxtcndcr or scnsinal
plasma from sperm. Thcn tise peliels were resuspendcd in 900 il PBS,
transferred into 1.5-ml tubes, and ceistrifuged at 15800 X g for 10 nsin.
Tise supematanls were discardcd. and the spenn pelleta werc stored at
_2OCC until uscd for protein solubilization or lipid extraction,

Preparation of Protein Extracts from Sperm Membrane
Tise protein extracts fr0151 sperm membrane were prepared as described

previousiy [3$] aisd were stored al _2OCC until used for sperm proteius
aisalysis. Tise protcin contents of semunal plasma or speno extracis werc
dctcnssined by tise modified Lowry procedure [39].

SDS-PAGE and Immunohiot Analyses of BSP Proteins

Seminal plasma proteina or sperm mcmbrause proteins were reduccd,
dcnattired, and separatcd in 15% poiyacryiamide gels. For immunoblot
ting, tise protcins us tise gel as’erc transfèrred on 10 lmmobilon-P membrane
as described by Towbin et al. [40], and tise immunodctcction was clone
with spccific poiyclonal antibodics against cacis BSP protein as describcd
previously [38, 41].

Quantification of BSP Proteins on Sperm
by Radioimmunoassa)/s

lodinatiois of tise BSP proteins was pcrfonied h>’ the lactoperoxidase
metbod as described previously [42]. Radioiussmunoassays (RIAs) thr eacls
DSP protein were perfon-ncd on spems protein sampies as described n
Nauc and Manjunatis [38]. Briefiy, the assay tubes containing tise
Iabeied and uniabeled antigels, tise primary antibodies (aisti-BSP-Al/A2,
anti-BSP-A3, or anti-BSP-30-kDa), sud normai rabbit sernm (1.5% v/v)
were incuhatcd. ACer 20 h, 50 .i.l of 10% goal anti-RGG wcrc added, anti
assay tubes were incuhatcd for 16 h. Tiseis 500 il of 10% polycthylene
glycol wcre added, tise antibody-antigcn complex vas scparatcd by cen
trifugation (2200 X g. 20 mi, and the radioactivity associated with tise
pellet was dctermincd in a gamma counter (1272 CiiniGamma, Pharmiicia
Wallac, finiaisd).

Sperm Cholesterol and Choline
Phospholipid Determination

Sperm lipids were extracted from pelleta kept at 20CC using chlo
roform/methanoi as describcd previousiy [19]. After solveist evaporatious
uusdcr N2. tise iipids were resuspcndcd in isopropanol. Tise amount ofclso
lesterol ausd cisoline pisospholipids was dctennined followiusg tise protocol
described us tise clsolesteroi detenninatious kit (eataiog no. 139 05t), iloels—
riusger Manniseim, Rocise Applied Scieusce, indianapolis, IN) and tise ciso
une phosplsolipid determination kit (catslog no. 691 844, Boehringer
Manislseim), respectively.

Sperm Fonction Ana lysis

Spcrm motiiity in eacls sample vas asscssed suhjcctiveiy in duplicate
by estimating tise percentage of motile sperni in a drop of Tris-citrate
buffer (200 mM Tris, 73 mM citric acid) on a warm slide using light
ussicroscopy. Tisree fieids per drop were exarnined under 1001 magnifi
catious. Tise viability was assessed by staiising of sperm according tu tise
protocol of Dott and fostcr [43]. Acrosomai integrity vas assessed by
detenssiniusg tise perceustage of sperm acrosome-iustact ois air-dried sperrn
smears staiused according to s napistisol yellow-erylhrosin B-staining pro
ecdure [44]. For viability and acrosomai integritv, Ovo samples by treat
nseists and 200 spems by sample wcre assayed.

Statistical Analysis

Tise data for spenn hrnctions, RiAs data, and speruss cisoicsterol anti
phosplsolipid ioss or gaius were ausaiyzed for significant differeusce hy AN
OVA. Tise significant differeisces amousg treatments were detemsincd with
tise protected Fisiser leust significaust ditïereisce (LSD) test within eacis
incubation lime. A value of P < 0.05 was coussidered statisticaiiy signif
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FIG. 1. SDS-PÀGE pattern of sperrn proteins from sernen incubted un
diluted or diluted with TG or EY-IG extender and incuhated t 37C.

O
Aliquots of sperm proteins (15 p.g) from semen incubated for O to 24 h
were reduced, denatured, and separated on 1 S’Y0 polyacrylarn)de gel and
staincd with Coomassie B)ue R-250 dye. A) Sperm ptoteins from undi)ued
sernen. B) Sperrn proteins from sernen diluted with 1G extender. C) Sperni
proteins from sernen di)uted with EY-TG extender. In A—C, lane I cotre-

SDS-PAGE analyses were performed to verify whether
modifications occurred in the sperrn protein pattern during
incubation ofsemen. In undiluted semen and semen diluted
with TG extender and incubated at 3 7°C, etectrophoresis of
sperrn protein samples corresponding to each incubation
time (0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h) revealed changes in protein
pattern (Fig. 1, A and B, respectively; lanes 2—8). The in
tensity of l5—16.5-kDa and 2$-kDa hands (corresponding
to BSP proteins) increased during incubation of sperm to
reach a maximal intensity at 24 h incubation (lane 8). In
contrast, in sperm protein extracts from semen diluted with
EY-TG extender (Fig. IC), intensity of the hands corre
sponding to BSP proteins decreased significantly.

In a similar manner, in the second experiment, electro
phoresis of sperrn protein extracts from semen diluted with
TG extender and incubated at 4°C revealed that the inten
sity of 15—16.5-kDa and 28-kDa bands (corresponding to
BSP proteins) increased during the incubation to reach a
maximal intensity at 24 h incubation (Fig. 2A, lanes 2—8).
In sperm protein extracts from semen diluted with EY-TG
or LDf-TG extender (fig. 2, 5 and C, respectively), the
intensity of the bands corresponding to BSP proteins de
creased significantty.

Immunoblot Ana lysis of BSP Proteins in Sperrn
Protein Extract

In order to confim SDS-PAGE results, we subjecteci
sperrn protein extracts from each incubation time (t), 1, 2,
4, 6. 8, and 24 h) b immunoblotting using antibodies
against BSP-Al/A2-, BSP-A3-, and BSP-30-kDa proteins.
In the first experiment, in semen incubated undiltited or
diluted with TG extender, intensity of the hands corre
sponding to BSP-Al/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa (fig.
3, A—C, respectively) at each incubation tirne (0, 1, 2, 4, 6,
8, and 24 h) increased in a time-dependent manner to reach
maximal intensity at 24 h of incubation. In contrast, when
the semen was diluted with EY-TG extender and subjected
to immunoblotting, it revealed that the intensity of the
bands colTesponding to BSP-A1/A2 and BSP-A3 proteins
at each incLibation time remaineci the sarne, and the inten
sity of the hands colTesponding to BSP-30-kDa increased
slightly (fig. 3C, lanes 6 and 7).

In a similar manner in the second experiment, intensity
of the hands corresponding to 3SP-AIIA2. BSP-A3, and
BSP-30-kDa (Fig. 4. A—C, respectively) at each incubation
time (0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h) increased in a time-depen
dent manner to reach maximal intensity at 24 h of incu
bation in semen diluted with TG extender and incubated at

e 4°C. Moreover, when the semen was diluted with EY-TG
or LDF-TG extender and subjected to immunobiotting, it
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icant. The data for sperm fonction analysis were transfonised as n
centage of motility, viabi1i. or acrosornal integrity at tirne O h (timc O h
being 100V0) before analysis.

RESUITS

SDS-PAGE Patterns of Sperm Protein

- b, c

- b, c

-a

-a

sponds tu CM’sAJ standard )phosphorylase b, 94 kDa; BSA, 67 kDa; oval
burnin, 43 kDa; carbonic anhydrase, 30 kDa; soybean Lrypsin inhibitor,
20.1 kDa; and o-Iactalburnin, 14.4 kDa) and lanes 2—8 correspond to
samples at 0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h of incubation at 37CC. a, b, and c
indicate the position of BSP-30-kDa, BSP-A1/A2, and BSP-A3, respective
y. The expetirnent was per(ormed on four ejaculates, and n representative
experiment is shown.
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revealed that the intensity of the hands corresponding to
BSP-AI/A2 and BSP-A3 proteins at each incubation time
seemed to be the sarne or slightly decreased. Immunoblot
ting using antibodies against BSP-30-kDa revealed that the
intensity of the bauds corresponding to each incubation
tirne increased slightly (fig. 4C).

Amount of BSP Proteins Associa ted with Sperm During
Incubation of Semen

To conflrm the immunoblot resuits, the concentration of
BSP proteins in sperm protein extracts was assessed by
RIAs. In the first experirnent, during the incubation, the
quantity of BSP-AI/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa asso
ciated with sperm increased in a time-dependent manner in
undiluted semen or semen diluted with TG extender and
rernained the sanie in semen diluted with EY-TG extender
(Fig. 5, A—C, respectively). Furthemiore, in setnen incu
bated undiluted or diluted with 1G extender, there is no
significant difference between the arnounts of each BSP
protein associated with sperrn. However, at the start of the
incubation, a decrease in the quantity of BSP proteins as
sociated with sperm vas evident in semen diluted with EY
1G extender as compared to undiluted semen or sernen di
]uted with TG extender, and it represented au average of
79% for BSP-A1/A2 and BSP-A3 and 55% for BSP-30-
kDa. In the presence of EY, the average amount of BSP
A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa associated with spemi
at the start of the incubation was 29.4 ± 7.3, 8.7 ± 3.0,
and 47.1 ± 7.5 ng/106 sperm, respectivety.

In the second experirnent, the quantity of BSP-A1/A2,
BSP-A3, and BSP-30-kDa associated with spemi increased
in a tirne-dependent manner during the incubation ofsemen
diluted with TG extender and rernained the sarne during the
incubation of sernen diluted with EY-TG or LDf-TG cx-
tender (Fig. 6, A—C, respectively). Moreovei there is no

significant difference in the amount of BSP proteins asso
ciated with sperrn in sernen diluted with EY-TG or LDF
TG extender. Furtherniore, at the start of the incubation,
70% Iess BSP-Al/A2 and 50% ]ess BSP-A3 and BSP-30-
kDa was bound to sperm in sernen dituted with EY-TG or
LDF-TG extender as compared to sperrn incubated in 1G
extender. In sernen diluted with TG extetider, the average
arnount of BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa associ
ated with sperm at the start of incubation was 102.5 ± 10.2,
11.9 ± 1.0, and 36.7 ± 4.1 ng/106 sperrn, respectively.

Sperm Cholesterol and Choline Phospholipid Analysis

Lipid analyses were used to verify if there is a contin
uous cholesterol and choline phospholipid efflux from the
sperm membrane caused by BSP proteins present in semi
na! plasma during incubation of undiluted semen or sernen
diluted with 1G extender and if the presence of EY in the
extender protects sperrn against chotesterol and choline
phospholipid loss. In the first experimetit, the average
arnount of cholesterol and choline phospholipid associated
with sperm at the start ofthe incubation was 213.1 ± 10.4
ig/109 sperm and 8 16.2 ± 27.8 p.g/109 spenn, respectively.
Right after dilution of sernen with EY-TG extendeu no dif
ferences were observed in the arnount of cholesterol and
cho!ine phospholipids associated with spemi as compared
to undiluteci semen or sernen diluted with 1G extender As
shown in Figure 7, a gradua! loss of sperrn cholesterol and
choline phospholipids vas observed during incubation of
undiluted semen and sernen diluted with 1G extender. After
24 h of incubation, spemi from semen incubated undi]uted
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FIG. 2. SDS-PAGE patlem o) sperm proteins (rom sernen di)uted wilh
1G, EY-IG, or [DE-1G extender and incubated at 4CC. Aliquots of sperm
proteins (15 pg) (rom semen ncubated [or O tu 24 h were reduced, de
natured, and separated on 15% polyacrvlamide gel and stained with
Coomassie Blue R-250 dye. A) Sperm proteins [rom semen diluted with
1G extender. B) Sperm proleins from semen diluted with EY-TG extender.
C) Sperm proteins from sernen diluted with CDF-TG extender. In A—C,
lane 1 corresponds to LMW standard )see Fig. 1). Canes 2—8 correspond
to samples aI 0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h of incubation, respective)y. a, b,
and c inclicate the positions o) BSP-30-kDa, BSP-A1/A2, and BSP-A3, te
spectively. Ihe experirnent was perfornied on tout ejacu)ates, and a rep
resentative experiment is shown.
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FIG. 3. Immunoblot analysis of BSP proteins associated with sperrn cluring incubation at 37°C o) sernen undiluted or diluted with TG or EY-TG
extender. Aliquots o) sperrn protein samples 1100 ng) corresponding to each incubation Orne (0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h) in undiluted semen or semen
diluted with TG or EY-TG extender were separated hy SDS-PAGE. Ihe separated proteins were transferred to Irnmohilon-P and probed with purified
antibodies directed against BSP proteins. AI Anti-BSP-A1/A2. B) Anti-BSPA3. C) Anti-BSP-30-kDa. Canes 1—7 correspond to 0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h
o) incubation at 37°C. The arrowheads in A—C correspond to the position o) BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa, respectively. Arrows in C correspond
to BSP-30-kDa Immunoreactive proteins. The experiment was performcd on tour ejaculates, ancl a representative experirnent is shown.

or diluted with TG extender tost 51.0% ± 2.1% and 35.l%
± 7.5% of their choiesterol, respectively (P < 0.001; Fig.
7A), and 42.2% ± 4.0% anci 40.2% ± 7.1% of their choline
phospholipids, respectiveiy (P < 0.001; fig. 7B). However.
after 24 h of incubation, sperm diluted with EY-TG ex
tender gained 47.9% ± 10.3% of cholesterol (P < 0.001;
Fig. 7A) and 61.1% ± 9.7% of choline phospholipids (P
< 0.001; fig. 7B).

in the second experiment, the amount of cholesterol and
choline phospholipids associated with spenn at the start of
incubation was 185.9 z 11.6 p.g/109 sperrn and 733.9 ±
60.7 p.g/109 sperrn, respectively. No significant differences
were observed in the average amount of cholesterol and
choline phospholipids associated with sperm in sernen di
luted with EY-TG or LDf-TG extender as compared to
semen diluted with TG extender (control). As shown in
figure 8, a graduai loss of sperm cholesterol and chohne
phospholipids was observed over 8 h of incubation, and
then it reached a plateau in semen diiuted with TG extender.
After 24 h of incubation, sperm from sernen diluted witb

TG

TG extender lost 15.6% ± 4.2% of’ their cholesterol (P <
0.0 1; Fig. 8A) and 12.4°) ± 3.5% of their chohne phos
pholipids (P < 0.001; fig. 8B). Ilowever, during incubation
of semen diluted with EY-TG or LDf-TG, a graduai gain

ofcholesterol and chohne phosphohpids was observed dur
ing 8 h, and then it reached a plateau. After 24 h of incu
bation, sperrn diluted with EY-TG or LDf-TG extender
gained 35.7% ± 17.1% or 2 1.6% ± 6.1% of cholesterol
respectively (P < 0.01; Fig. 8A), and 48.1% ± 17.8% and
33.6% z 2.6% of chohne phospholipids. respectively (P <
0.01; Fig. 8B).

Seminal Plasma and EY Effect on Sperm Fonctions

The sperm function analyses were perforrned in order to
determine the deleterious effects of serninal plasma in un
diluted semen or semen diluted with 1G extender and the
protective effect of the presence of EY or EY-LDf in the
extender on sperrn viability, rnotility, and acrosomal integ
rity during sernen incubation. Table 1 shows that during the

[Y-1G LDF-TG

Ç— —*

.raØ - .-. - — - -

FIG. 4. Immunoblot arialysis of BSP proteins associated with sperrn during incubation aL 4°C o) sernen clituted with TG, EY.TG or LDF.TG extender.

c, Aliquots o) sperrn protein samples (100 ng) corresponding to each incubation tirne (0, 1, 2, 4, 6, 8, and 24 h) in sernen diluted with 1G, EY.TG, and
LDF-TG extencler were separated hy SDS-PAGE. The separated proteins were transferred to Irnrnobilon-P and prohed with puritied antibodies directed
against BSP proteins. A) Anti-BSP-A1/A2. B) Anti-BSPA3. C) Anti-BSP-30.kDa. Canes 1—7 correspond te 0, 1, 2, 4, 6, 8, ancl 24 ho) incubation al 4°C.
The arrowheads in A—C correspond to the position of BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa, respectively. Arrows in C correspond to BSP-30-kD
immunoreactive proteins. The experirnent was performed on four ejaculates, and a representative experiment is shown.
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lime (h)
EtG. 5. Amount of BSP proteins associated with sperm during incubation
at 37CC of semcn undiluted or diluted with TG or EY-IG extender. Each
BSP protein was quantiticd ty RIAS in sperm protein extracts [rom semen
incubated 24 h at 37CC undiluted (circles) or diluted with TG (squares) or
EY-IG extender (triangles). A) BSP-A1/A2. B) BSP-A3. C) BSP-30-kDa. Re
sults represent the mean ± SEM ut four ejaculates perforrned in tripl(catc.
Significantdifterences vs. control (Oh): * P< 0.01; ** P< 0.001. Within
each incubation time, arnount of BSP proteins associated with sperm in
undiluted semen ancl Senien diluted with TG extencler is significantly dit
terent as cornpared to semen diluted with EY-TG extender according to
the protected (east significant ditference ([SD) test (P < 0.05).

24 h of incubation at 37°C, sperrn in undiiuted semen and
semen diluted with TG or EY-TG extender underwent a
tirne-related decrease of viability as compared to control (0
h) (P < 0.0 1). After 24 h of incubation, more sperrn were
alive in semen diluted with EY-TG extender as compared
to undiluted semen or sernen diiuted with TG extender (P
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FIG. 6. Amount of BSP proleins associaied with sperm during incubation
at 4C of sernen diluted with 1G, EY-TG or LDF-TG extender. Each BSP
protein svas quantified by RIAs in sperm protein extracts from semen in
cubated 24 h at 4C diluted wiih TG (solid triangles), EY-TG (solid circlesi,
or [DE-1G (solid squares) extender. Al BSP-A1/A. BI BSP-A3. CI ISP-30-
kDa. Resuits represent the mean ± SEM of four ejaculates performed in
cluplicate. Significant differences vs. control (0 h): * P < 0.0 t; P <

0.001. Amount of BSP proteins associated with sperm diluted with 1G
extender is significantly different as compared to semen diluted with EY
1G and [DE-1G extender within each incubation tirne accorcling to the
protected least signiticant difference ([SD) test (P < 0.05).

< 0.01). Flowever, after 24 h of incubation, sperm from
undiluted semen and sernen diluted with TG or EY-TG cx-
tender were immotile. A graduai decrease in sperm motility
was observed during the first $ h of incubation ofundiluted
semen and semen diluted with TG or EY-TG extenders
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FIG. 7. Sperrn cholesterol and choline phospholipids loss or gain in un
diluted sernen or semen diluted withTG or EY-TG extender and incuhated
at 37°C. Fresh semen samples were collected and incubated undiluted
(circles) or diluted with TG (squares) or EY-TG (triangles) extender. At 0,
1, 2, 4, 6, 8, and 24 h of incubation at 37°C, semen samples were taken,
and the cholesterol and choline phospholipid amounts associated with
sperm were determined as described in Materials and Methods and cx
pressed as the Ioss or gain in sperm cho)esterol and choline phospholip
ids. A) Cholesterol. 8) Choline phospholipids. Results represent the mean
± SEM of four ejaculates performed in duplicate. Significant differences
vs. control (0 h): * P < 0.05; P < 0.01; P < 0.001. Different chers
svithin each incubation time denote signilicant differences between treat
nients according to the protected least significant difference (CSD) test
(P < 0.05).

(data flot shown). The acrosornal integrity remained the
same during 24 h of incubation in undiluted sernen or in
semen dituted with TG or EY-TG extender.

Effect of the Presence of LDF or EY in the Extender
on Sperm Functions During Incubation at 4°C

In the second experirnent (Table 2), percentage of live
sperrn remained the same, and sperrn acrosorne rernained
intact during incubation of semen in the absence or pres
ence of EY or LDF in the extender. Howevet; there was a
graduaI decrease in motility during the first 8 h of incu
bation, reaching a plateau during 24 h when semen was
diluted with TG or EY-TG extender (data flot shown), while
rnotility in sernen dilutecl with LDf-TG extender remained
the sarne. After 24 h of incubation, percentage motility was
better in sernen diluted with LDF-TG extender as compared
to sernen diluted with EY-TG extender which was better
than semen diluted with TG extender (f < 0.05).
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FIG. 8. Sperrn cholesterol and cho)ine phospholipids )oss or gain in se-
mcii diluted with 1G, EY-TG, or LDF-IG extender and incubated at 4°C.
Fresh semen samp)es were collected and diluted with 1G tsolid triangles),
EY-TG )solid circlcs), or CDF-IG )solid squares) extencler. At 0, 1, 2, 4, 6,
8, and 24 h of incubation at 4°C, semen samples were taken, and the
cholesterol and choline phospho)ipid amounts associated with sperrn
were determined as clescribed n Iviaterials and Methods and expressed
as the loss or gain of sperm cho)esterol and choline phospholipids. A)
Cho)esterol. B) Choline phospholipids. Resuits represent the mean ± SEM
of four ejaculates performed in duplicate. Significant ditferences vs. con
trol )0 h): * p < 0.05; ** P < 0.01; P < t).001. Different )etters within
each incubation tirne denote significant differences between treatrnents
according to the protected Ieast significant difference )CSD) test
(P < 0.05).

DISCUSSION

For sperrn preservation, the semen of several species is
generalïy diluted with extender containing EY and on di
lution, sperm have fewer interactions with seminal plasma
and more interactions with the surrouncting extender. A pre
vious swdy shows that EY-LDf binds BSP proteins, the
major proteins of seminal plasma (35—50 rng/rnI), and it is
suggested that this interaction plays a key role in sperrn
protection by EY lipoproteins [37]. At ejaculation, the BSP
proteins bind to sperrn and stirnulate cholesterol and cho
une phospholipid efflux from the sperm membrane. The
lipid effiux is time and concentration dependent. If the ejac
ulate is undiluted, sperrn are exposed to a high concentra
tion of serninal plasma (BSP proteins), and there is a con
tinuous lipid efflux that could be detrirnental to sperm
membrane. Since ejaculates are diluted with extender con
taining EY for sperm preservation, the EY-LDF may se
questrate BSP proteins and prevent them from binding to
sperm and cause extensive modifications to the sperm
membrane. The current swdy is focused on gaining more
insight into this proposed rnechanism of sperm protection
by EY.

BSP proteins bind to choline phospholipids ofthe sperrn
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Vlablllty* Motility* Acrosomal Integrity
t%) (¾) (¾)

Treatments O h 21 h 0 h 24 h 0 h 24 h

Undiluted 61.7 ± 8.9 0.0 65.0 ± 5.8 0.0 ± O.O 94.2 ± 1.5 90.0 ± 2.2
TG 73.8 ± 6.8 7.8 6.5 62.5 6.3 0.0 ± 0.O 91.9 ± 3.0 87.9 ± 3.3
EY-TG 79.2 ± 0.5 56.9 9•6b 62.0 ± 5.0 0.0 0.0’ 95.1 ± 1.3 90.7 ± 3.3

Mean ± SEM o) fout ejaculates that included two samples pet experiment ancl 200 sperm assayed Pet sample.
P < 0.01 as compared with value at time O h.

Different letters within incuhation lime denote significant differences accotciing to 111e protected Ieast significant ciifference (LSD) test (P < 0.05).

membrane right afier ejaculation [45, 46], but the current
data show that there is a time-related increase in the DSP
protein binding to spemt during the incubation ofundiluted
semen (figs. 1, 3, and 5) or semen diluted (>10 tirnes)
with TG extender (figs. 1—6). Thus, during a continuous
contact ofsperm with seminal plasma (diluted or flot), there
is a continuous binding of DSP proteins to sperm. In con
trast, the presence of EY in the extender prevented the in
creased binding of BSP proteins to sperrn during the in
cubation of sernen (Fig. 5). and it is EY-LDF that is re
sponsiNe for this effect (Fig. 6). In addition, on dilution of
semen with EY-TG or LDF-TG extenders, there is 50°,1—
80% less DSP proteins bound to tIse sperm surface (Figs.
5 and 6). In a previotis sttidy, il vas shown that sperm
diluted with EY-TG extender and frozen-thawed contained
alrnost 80% fewer DSP proteins than spemi from fresh ejac
ulates [38]. EY-LDF is the only component of EY that
binds speciflcally the BSP proteins [37]. Thus. EY-LDF is
responsible for preventing the binding of DSP proteins to
spenri on dilution in extender containing EY. Since the
polyclonal antibodies against BSP-A1/A2, BSP-A3, and
BSP-30-kDa are specific [38], the arrows in Figures 3C and
4C may correspond to the proteolytic fragments of BSP
30-kDa. Altemative[y, it is also possible that the 12—14-
kDa immunoreactive bands detected in the present study
(f igs. 3C and 4C) may correspond to a novel BSP-30-kDa-
like protein reported recently [47].

DSP proteins are the factors in seminal plasma that stim
ulate Iipid efflux from epidydimal sperm membrane [19,
20]. The present study shows that a continuous contact of
ejaculated spen; with seminal plasma that contains BSP
proteins stimulates a continuous efflux ofsperm cholesterol
and choline phospholipids (Fig. 7, undiluted semen). This
effect was observed even after dilution of the semen 10
times with TEl extender. Thus, the dilution of semen did
not prevent the effect ofseminal plasma on the sperm mem
brane. Ibis result corroborates a study by Parks showing
that in the absence ofEY in the extendet; there is a decrease
in sperm cholesterol and phospholipid content during in
cubation [48]. Tnterestingly, the presence of EY in the ex
tender stimulated n sperrn lipid gain during incubation, and

k is EY-LDF that is responsible for this lipid gain (Fig. 8).
At each incubation tirne, no significant differences were
observed between lipid gain in semen diluted with EY-TG
and LDF-TG extenders. Therefore, cholesterol and choline
phospholipids from LDF are added to sperm, or whole mol
ecu]es of LDF bound to sperm during incubation of semen
diluted with EY-TG or LDF-TG extender. Sorne swdies
suggest that EY-LDF binding occurs when semen is stored
in EY extendei; and this binding is important for sperm
protection [30, 49].

In the presence of EY in the extendet sperrn cholesterol
and choline phospholipids gain were two tirnes less in se
tuen incubated at 4°C (Fig. 8) tItan in sernen incubated at
37°C (Fig. 7). This can be explained by the phase transition
that occurs in biological membranes during cooling. During
cooling. biological membranes become less fluid and are
less susceptible for exchange of tipids. It is possible that
the change in the lipid phase of the sperm membrane and
the phospholipid film of LDF molecule during cooling pre
vents partially the exchange of lipid from LDF to spern
membrane or the binding of LDf to sperm. In a similar
mannet; in semen diluted with TG extender, the lipid loss
from sperm membrane vas twa ta three times Iess in semen
icubated at 4°C (Fig. 8) than semen incubated at 37°C
(Fig. 7).

The presence of EY or LDF in the extender maintained
sperm motility during 24 h of incubation at 4°C (Table 2).
it bas been shown that sperm motility could be maintained
more than 8 days when semen is diluted with EY-TG cx-
tender and cooled [50] and that EY is the extender con
stiflient that is responsible for maintaining motility [25, 48,
51]. Furthemiore, after 24 h of incubation, motility vas
better in semen diluted with extender containing LDF than
whole EY. This can be explained by the fact that EY is
known ta protect sperrn, but it is also known to contain
factors that inhibit spenu respiration [52] and decrease ma
tility [29], and it may be possible that those factors are not
present in the LDE Whether semen was diluted with TG
or EY-TG extender, sperm viability and motility were bettèr
at 4°C (Table 2) than at 37°C (Table 1). When the semen
is stored at 4°C, the metabolic rate of sperm is ]owered,

TABLE 2. Effect o) 1G, EV-TG, and LDF-TG extenders on sperm functions during 24 h o) incubation at 4CC.

Viability’ Moti I itv Acrosomal integrity*
1%) (¾) t%)

Extender O h 24 h O h 24 h O h 24 h

1G 74.8 ± 4.4 74.8 ± 3.3 67.5 z 2.5 30.3 ± J5, 957 ± 0.7 91.1 z 0.7
EV-1G 77.8 ± 2.0 74.4 ± 3.4 60.0 ± 5.0 47.5 ± 5.O 95.7 ± 0.2 90.2 ± 1.6
LDF-TG 71,6 ± 4.9 75.8 ± 3.3 66.3 ± 4.8 62.5 ± 4.8e 95.3 ± 1.3 94.3 ± 0.9

* Mean ± SEM o) four ejaculates thai included twa samples per experiment and 200 sperm assayed per sample.
P < 0.001 as compared wilh value at lime O h.

Diffetent lettets within incubation time denote signiuicant differences according ta the protected leasi significant difference )LSD) test (P < 0.05).

TABLE 1. Effect of serninal plasma, 1G, anti EV-1G exienders on sperm functions during 24-h o) incubation al 37*C.
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and this could contribute to the extension ofsperm survivat.
‘ Seminal plasma lias been shown (o be deleterious to sperm

functions by several workers, and the present study sup
ports this notion.

Extensive modification of the lipid content of the sperm
membrane, such as removing cholesterol and phospholip
ids. can compromise the sperrn ability to fertilize an oocyte.
In the present study, seminat plasma stirnulates continuous
cholesterol and choline phospholipid efflux in undiluted se
men (Fig. 7) or in sernen diluted with extender containing
neither EY nor LDF (Figs. 7 and 8). I-Iowevei; a continuous
exposure of spenn w seminal plasma did flot stimulate ac
rosorne reaction (Tables I and 2). Furthermore, neither the
cooling procedure (second experiment) nor lipid efflux
from spemi membrane affected sperm acrosomal integrity
during incubation of semen. Seminal plasma contains fac-
tors that prevent premature capacitation, such as decapaci
tation factor and acrosome stabilizing factor [5, 8]. Those
factors may contribute to maintaining acrosomal integrity
during incubation of undiltited or semen diluted with TG
extender. 1-Iowevet; some studies indicate that premature ca
pacitation of spemi occurs when extended sernen is cooled
and incubated at 4°C [53, 54]. In the current study, the
capacitation status of sperni was not investigated.

In summary, the current swdies revealed that sperm con
tact with seminal plasma results in graduaI loss of choline
phospholipids and cholesterol from the sperm plasma mem
brane. This effect was persistent even when semen xvas di
luted 10 times. Interestingly, when sernen was diluted with
EY, the opposite effect was observed with sperm (choIes
terol and phospholipid gain and decreased association of
BSP proteins to the sperm surface). Since the same effect
was mimicked by the LDF, it is obvious that it is the LDF
that is responsible for this effect. Moreover the prevention
of BSP binding to spemi and lipid efflux from sperm mem
brane resulted in the increase in semen quality (motility).
In view of the present sWdy, we suggest that the EY in
extender protects spenii in two ways. First, the association
of LDF with BSP proteins protects spemi by preventing
BSP proteins in seminal plasma to bind to sperm and in
trinsically damage sperm membrane by removing lipid.
Second, the lipid from LDF or the whole molecule of LDF
could associate with the sperm membrane and preserve the
integrity of the plasma membrane during sperm preserva
tion.
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secretory proteins. Boisvert M*, Bergeron A*, Lazure C., Majunath P.

Biology ofReproduction, 70:656-661, 2004.

*Bergeron A. et Boisvert M. ont contribué de façon équivalente à ces travaux.

Préambule:

Dans les travaux précédents, nous avons démontré que les LDF du jaune d’oeuf

protègent les spermatozoïdes bovins en séquestrant les protéines BSP présentes dans le

plasma séminal lors de la dilution de la semence avec le diluant protecteur. Nous

avons voulu vérifier si le mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune

d’oeuf était le même chez les autres espèces de mammifères importantes pour

l’agriculture. Pour ce faire, nous avons vérifié si le plasma séminal de ces espèces

contenait des protéines homologues aux protéines BSP et si ces homologues avaient la

capacité de lier les LDF du jaune d’oeuf. Dans la présente étude, nous avons isolé des

protéines homologues aux protéines BSP à partir des sécrétions de vésicules séminales

de bison et confirmé leur capacité à lier les LDF du jaune d’oeuf.

Boisvert M. a fait un stage dans le laboratoire du Dr. Manjunath au cours de

l’été 2003. J’ai supervisé Boisvert M. au cours de son stage. Boisvert M. et moi avons

contribué également à la réalisation des travaux qui ont mené à la rédaction de cet

article à l’exception du séquençage des protéines qui a été réalisé par Lazure C.

Boisvert M. a écrit la première ébauche de l’article selon mon interprétation des
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résultats. J’ai révisé son manuscrit et complété la rédaction de l’article afin de le

soumettre pour publication dans BioÏogy ofReproduction.
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ABSTRACT

Bovine seminal plasma (BSP) contains a family of major pro-
teins designated BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-3OkDa (collec
tively called BSP proteins) that bind to sperm at ejaculation and
potentiate sperm capacitation. Homologous proteins have been
identified in stallion, boar, goat, and ram seminal plasma. We
report here the isolation and characterization of homologous
proteins from bison seminal vesicle secretions. Seminal vesicle
secretory proteins were precipitated by adding cold ethanol and
recovered by centrifugation. The precipitates were resuspended
in ammonium bicarbonate, dialyzed, and Iyophilized. Lyophi
lized proteins were dissolved in 0.05 M phosphate buffer (P13)
and loaded onto a gelatin-agarose column. The unadsorbed pro-
teins and adsorbed proteins were eluted with PB and 5 M urea
in P13, respectively. The gelatin-adsorbed fraction was analyzed
by SDS-PAGE and revealed the presence of four major proteins
designated BiSV-1 6kDa, BiSV-1 7kDa, BiSV-1 BkDa, and BiSV
28kDa (BiSV: bison seminal vesicle proteins). Hepariri-Sephar
ose chromatography allowed the separation of BiSV-l6kDa,
which did not bind heparin from other BiSV proteins, which
bound heparin. Immunoblotting revealed that B1SV-l6kDa
cross-reacted with BSP-A3 antibodies, BiSV-1 7kDa and BiSV
l8kDa cross-reacted with BSP-A7/-A2 antibodies, and BiSV
28kDa cross-reacted with BSP-3OkDa antibodies. Radioimmu
noassays indicated that —25% of bison seminal vesicle total pro-
teins are related to BSP proteins. The amino-terminal sequencing
indicated that BiSV proteins share almost 100% sequence iden
tity with BSP proteins. In addition, BiSV proteins bind to Iow
density lipoproteins isolated from hen’s egg yolk. These results
confirm that BSP protein homologs are present in mammalian
seminal plasma and they may share the same biological role.

male rnproductive tract, sperm, spetm capacitation, sperm mat
uration

INTRODUCTION

Bovine seminaÏ vesicles secrete a family of acidic pro-
teins desinated BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3, and BSP
3OkDa (colleetively called bovine seminal plasma [3SP]
proteins). BSP-A1, -A2, and -A3 have apparent molecular
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masses ranging from 15 to 17 kDa and the BSP-3OkDa
protein has a molecular mass of 28 to 30 kDa [l—6]. BSP
Al and -A2, also designated PDC-109 [7] or BSP-Al/-A2,
have an identical amino acid sequence but their difference
resides in their degree ofglycosylation. BSP-3OkDa is also
a glycoprotein, whereas BSP-A3 does not contain any car
bohydrate [4]. The structure of each BSP protein contains
two tandemly ananged homologous domains that are sim
ilar to the type II structures present in the collagen-binding
dornain of fibronectin [3, 7—10]. This structural property
allows DSP protein to bind gelatin, heparin [Il], high-den
sity lipoprotein (IIDL), choline phospholipids, and low
density lipoprotein fraction (LDf) from hen’s egg yolk [12—
15].

Serninal plasma contains BSP-homologous proteins in a
variety ofmamrnalian species; such as boar (pBl [16—18]),
stallion (1-ISP-1, 1-ISP-2, ami FISP-l2kDa [16, 19, 20]), and
goat (GSP-l4kDa, GSP-l5kDa, GSP-2OkDa. and GSP
22kDa [21]). BSP-like antigens are also present in rat,
mouse, hamster, and human seminal plasma [22]. The bi
ologicat properties of DSP proteins have been extensively
studied [23]. They play a role in fertilization, more specif
ically in sperm capacitation [13, 14, 24, 25]. A recent report
demonstrated that BSP-A1/-A2 (PDC-109) protein enable
spenri to bind the oviductal epithelium and plays a major
role in the formation of the oviductal sperm reservoir [26].

The general mechanism of capacitation proposed by our
laboratory includes modification of the sperm membrane
by DSP proteins [23]. At ejaculation, sperm are exposed to
serninal plasma, which contains BSP proteins. BSP proteins
bind to sperm membrane choline phospholipids [12] and
stimutate cholesterol efflux from the spenn membrane (first
cholesterol efflux) [24]. When sperm reach the oviduct,
HDL present in oviductal andlor follicular fluid interact
with the spem-1 membrane, which results in further removal
of cholesterol (second cholesterol efflux). This cholesterol
efflux destabilizes the spenn membrane, increases perme
ability to certain ions such as Ca2, changes internat pH.
ami increases membrane fiuidity and metabolism, leading
to the capacitation state [27—29]. Moreover, heparin-like
glycosaminoglycans (GAGs) in the female genital tract
could also play a rote in this capacitation mechanism be
cause GAGs also interact with DSP proteins [25. 30].

Converse to this positive role in fertility, DSP proteins
rnay also have negative effects on sperm in Oie context of
sperrn stol-age. Because lipid effiux induced by DSP pro-
teins is time and concentration dependant, continuous ex
posure of sperm to seminal plasma that contains DSP pro-
teins can be detrimental tu the spenn membrane and renders
the membrane very sensitive to storage in liquid or frozen
states [15]. Recent results indicate that BSP proteins form
stable complexes with LDF from hen’s egg yoÏk used in
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spenn preservation media [15]. This interaction appears to
play a key i-ole in protecting sperni against the deleterious
effect of BSP proteins, thereby permitting sperrn preser
vation in ii liquid or frozen state.

The growth ofthe bison industry over the past 10 yr has
created the urgent need of novel reproductive technologies
to optimize the quality and rapidity of bison production.
However to date, bison reproductive rnechanisms are not
well understood. In the present study, we took advantage
of the affinity of BSP proteins for gelatin to isolate BSP
like homologs from bison seminal vesicte secretions. We
also tested their binding ability to heparin and LDF from
hen’s egg yolk as well as their cross-reactivity with anti
BSP antibodies to confinn their structure-function relation
ship to BSP proteins. We quantified the amount cf BSP
related proteins in bison seminal vesicle secretions using
radioimmunoassays. In addition, N-terminal sequences of
bison seminal vesicle (BiSV) were deterrnined to establish
the structural relationship with BSP proteins.

MATERIAIS AND METHODS

A’la tenais

Gelatin was purchased fmm Eastman Kodak Cornpany (Rochester,
NY). Affi-Gcl 15, SDS, and other clectrophoresis products were from Bio-
Rad (Mississauga, ON, Canada). Sephadex G-50 (super fine) and heparin
Sepharose CL-6B were from Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, QC,
Canada). Acrylamide and bisacrylarnide were pttrchased front ICN (Mis
sissauga, ON, Canada). lmrnobilon-P polyvinylidene bonde (PVDf)
membranes were purchascd from Millipore (Nepean, ON, Canada). HPLC
grade trifluoroacetic acid (TfA) vas from Fisher Scientific (St-Laurent,
PQ. Canada). Ail other chemicals used were of ultrapure grade and were
obtamed from local suppiiers, mostly Fisher Scientific sud Sigrna-Aldrich
(Oakville, ON, Canada).

l3ovine seminal plasma was ohtained from the Centre d’insémination
Artificielle du Québec (St-Hyacinthe, PQ, Canada). Crude bovine seminal
plasma (cBSP) proteins were prepared by ethanol precipitation of bovine
seminal plasma followed by dialysis of the precipitates against 50 mM
ammonium bicarbonate and lyophilization. This prcparation consisted of
60—70% BSP proteins. Bison seminal vesicles were provided by Abattoir
Lefaivre (Lefaivre, ON, Canada) and Abattoir Louis Lafrance & Fils Ltée,
(St-Séverin de Proulxville, PQ, Canada).

isolation of Bison Seminal Vesicle Secretory Proteins
Bison seminal vesicle secretioris werc obtained by gently squeezing

serninal vesicle tissues and collecting fiuid in u plastic tube. Approxirnately
I ml o) seminal vesicle secretions wcre collected. diluted in 4 ml of 0.05
M phosphate buffer (PB), and centrifuged (10000 X g. 10 min)to remove
cellular debris. Nine volumes of cold (—20°C) ethanol were added and
let) with constant stirning for 90 min ai 4°C tu precipitate the proteins.
Proteins were then recovered by centrifugation ut 10000 X g for 10 min.
The precipitates were washed three tirnes with cold ethanol. The precipi
tates werc then sohibilized sud dialyzcd against 50 mM ammonium bi
carbonate and lyophilized. Approximately 225 mg of dried powdet, des
ignated cntde bison seminal vesicle secretory proteins (starting matenial),
wus recovered and stored at 4°C until fttrther purification.

Gelatin-Agarose Affinity Chroma tography
Gelatin was eoupled tu Affi-Gel 15 as described previously [3]. AIl

purification steps were eondticted ut 4°C. Que hundred milligrams of y
ophilized cuide bison seminal vesicle secretory proteins were dissolved in
3 ml P8 and loaded on a gelatin-agarose column at a fiow rate of 30 mIl
h, which was previously equilibratcd with the same buffer. Once the sam
pie entcrcd the column, the fiow was stupped for 30 min tu allow proteins
to intersct with the gel. After unudsorbed proteins were washed out with
PB, the hotrnd prutein fraction svas eluted witlt 5 M urea in PB. Four
milliliter fractions wcre collected with u fraction cullector (fRAC- 100)
and their absorbance 51 280 nus svas measured. IÏien the fractions corne
sponding to each peak were pooled. Fraction A \vas dialyzcd against am
monium bicarbonate 50 mM and lyophilized. Haif of fraction B s’as di
alyzed agulnst 50 mM ammonium bicarbonate and lyophilized whereas

the other bal)’ of fraction B was dialyzed against P8 and used in the next
step.

Heparin-Sepha rose Affinity Chromatography
Ail steps were conducted ut 4°C at a fiow rate of 20 mlfis. lhe gelalin

agarose-adsorbcd proteins (fraction B) dialyzed against P8 were conccn
trated tu 2 ml und loaded on u hepanin-Sepharose CL-68 colunut, which
vas previously equilibrated with tbe same buffer. Once the sample entered
the colttmn, tise fiow was stoppcd fur 30 min tu alluw pruteins to intcract
with the gel. The column vas then washed witlt PB tu remove unadsorbed
proteins and the bound proteins were clittcd with I M NaCI in P8. Four
milliliter fractions were collccted and thcir absorbancc ai 280 nm svas
measured. Fractions corresponding tu each protein peak were pooied, di
alyzed against 50 mitI ammomum bicarbonate, and lyophtlized.

SDS-PAGE and Immunodetection of BSP-Related Pnoteins
Slarting malerial, gelatin-agarose, atid hepanits-Sepharose fractions

werc denatured and separated in 15% polvacrylamide gel. The apparent
molecular mass was estimated usittg the Low Molecular Weight Calibra
tion Kit from Arnersham Biosciences. l’noteins in the gel were either
stained with Coomassie Bitte or transferred electroplionctically tu inimo
bilots-P PVDF niembranes, as descnibed previuusly [31], using Trans-Blot
Ccli appararus from Bio-Rad. Transferred proteitis were stained with
Coomassie Bitte for N-terminal sequence analysis or uscd for imtnunud
etection using specific antibodies aguinst each BSP protein (BSP-Al/A2.
13SP-A3, and I3SP-30kDu) as descrihed previously [6].

Quantification of BSP-Related Pnoteins
b)’ Radioimmcinoassays

lodination of each I3SP prutein was perfornsed by the lactoperoxidase
methud as descnibed previously [32]. Thc quantity of BSP-related proteins
present in startitsg matenial, gelatin, and heparin-unadsorbed and -adsorbed
peaks A, B, BI, and 82 were detemsined by RIAs as descnibed recently
[33]. TIse assay tubes cotitaining tise 251-labeled and unlabeled antigels
(BSP-Al/A2, BSP-A3, atsd BSP-3OkDa) or bison seminal vesicle proteins,
the pnimary atitibodies (anti-BSP-A1/A2, anti-BSP-A3, sud anti-BSP
3OkDa), and normal rabbit serons (1.5%, vlv) were incubated fur 20 h at
37°C. Aber incuhatiuti, 500 l uf 10% polyetluylene glycol was added. tise
antibudy-antigen compiex wss separated by centrifugation )2200 X g, 20
mm) und tIse radiuaetivitv assucisted with tlt pellet was determined in a
gamma counter (1272 CliniGamma; l’harmacia, Waiiae, Finiand).

RP-HPLC

Reverse phasc-high pcrformatsce liquid chrumatography (RP-HPLC)
wss perfonmed on bison semitial vesicle secretory proteins as descrihed
prcviously [21]. Dialyzcd and lyophiiized starting matenial, gelatin-aga
rose-unadsorbed sud -adsorbed fractions, and heparin-Sepharuse-unadsor
bed and -adsorbed fractions were dissolved un 0.1% TF.A, and loaded ois
tise column and eluted using u gradient ofacetunitrtie in 0.1% TFA. Frac
tions cf I ml were collected at s bow rate o)’ I ml/min. ‘lite eluting proteins
were nsutsutored ai 235 nm atsd dnted under vacuum.

Sequencing
Foilowitig transfen of tIse proteins tu Immobilon-P membrane, Oie

Coomassie Biue-stuined protein banda were eut und pluced in the sequen
ator reactor. Sequencing wus carded out accurding to tise manufacturcr’s
protocol using an Applied Biosystetiis Procise seqtiencer (model 494; Fus-
ter Citv, CA).

Interaction of 815V Proteins with Hens
Egg Yolk Lipoproteins

lise binding of heparin-sdsorbed fractions tu LDf isulated frum liens
egg yuik vas studied tising u Parugon electruphoresis kit (Beckman Coul
tet Fuiientun, CA). LDF from hett’s egg yuik was isolatcd as descnibed
prevuousiy [151. Fraction BI contuining BuSV-I6kDu, fraction 82 contaun
ing BiSV-I7kDa, BiSV-I8kDa, and BiSV-2$kDa, and cBSP proteins were
incubated witls LDF in Tnis-HCI butTer in s total volume of 8 Iii fur 15
min. Four niicnoliters cf each saussple were loaded on the lipogel (f).5%
Agarose gel) und subjecued to electrophoresis. Tise eleetrophoresis was nuis
ut 100 V for 30 miii, theis tise gel vas dipped in fixative sohttion uisd
dnied. Tise lipid bauds were subsequently stuined with Sudan black B.
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FIG. 1. Isolation of bison seminal plasma proteins. A) Gelatin-agarose
aftinity chromatography elulion profile of crude bison seminal vesicle se
cretory proteins. B) Heparin-Sepharose affinity chrornatography paaern o)
gelatin-adsorbecl proteins (traction B).

RESULTS

Isolation and Purification of Gelatin-Binding Proteins

figure I A shows the gelatin-agarose chmmatography
pattem of ci-ode bison seminal vesicl es secretory proteins
(starting material). Fraction A represented the unadsorbed
proteins and was eluted with P8. The adsorbed proteins
were eluted with 5 M urea in PB and correspond to fraction
B. The total weight of proteins recovered from the gelatin
agarose colurnn was approxirnately 85% of that of starting
material and the adsorbed proteins constituted approxi
mately 28% of the recovered proteins. Fraction B was an
alyzed by SDS-PAGE (Fig. 2), which revealed the presence
of four different proteins of apparent mo]ecular masses of
16, 17, 18, and 28 kDa. We designated these proteins bison
seminal vesicle secretory proteins, or BiSV proteins (BiSV
I 6lcDa, BiSV- I 7kDa, BiSV- 1 $kDa, anci BiSV-28kDa). Fur
thermore. the SDS-PAGE showed that fraction A contained
a small arnount ofproteins having a molecular mass similar

Q to BiSV-l6kDa that did flot bind gelatin-agarose.
Gelatin-adsorbed proteins (fraction B) were loaded onto

a heparin-Sepharose affinity column. Unadsorbed proteins
were eluted with PB (fig. 18, fraction BI) and proteins

.
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FIG. 2. SDS-PAGE pi[tern ni gelatin-igiri se- jnd hipirin-Sepharose
eluted frac ions. Tss cnty nii ograms of c ruile bison sommaI vesicle se—
cretory proteins (stsrmimg material) and t O g of gelatmn-garose— and hep
arin—Sepharose-adsorbed (B and B2) coU -unmkorherl (A moI 131) fractions
were reduced, denatured, and subjoc ied to dcc trophortis. Proteins were
stained with Coomassie brilliant Bloc R-2 50. T ho elmotruphomesis pattern
of cBSP proteins was used for uUrnpmtison.

bound to the column were eluted with buffer containing I
M NaCI in PB (fraction B2). Approximately 72% of total
proteins were recovered in fraction B after this chrornatog
raphy step, of which fractions BI and 82 represented 22%
and 78%, respectively. The SDS-PAGE pattem (fig. 2)
showed that BiSV-I6kDa did flot bind heparin (unadsorbed
fraction, BI) while BiSV-l7kDa, BiSV-ISkDa, and BiSV
28kDa proteins bound heparin because they were contained
in fraction 82.

RP-HPL C

figure 3 A, B, and C, shows the HPLC pattern of frac
tions B, BI, and 82, respectively. The elution pattem of
fraction B showed the presence of two peaks. Peak I cor
responded to BiSV-l7kDa, BiSV-I8kDa, and BiSV-28kDa.
Peak II corresponded to BiSV-I6kDa. The elution of frac
tion Bi (Fig. 3B, peak II) generated one peak, which cor
responded to BiSV-I6kDa. Proteins in fraction 82 did not
separate and the elution pattern showed only one peak
(peak I) containing BiSV-i7kDa, BiSV-J8kDa, and BiSV
28kDa (f ig. 3C). The identity ofeach peak was determined
by SDS-PAGE analysis (data flot shown).

Comparison ofAmino-terminal Sequences of the BiSV
Proteins and BSP Proteins

The N-terminal sequence of the first few residues (fig.
4) of protein hands in fractions Bi and B2 (Fig. 2) showed
that the sequences ofBiSV-l7kDa and -I8kDa are identical
to BSP-A1/A2 except for a reported glutamine at position
4 [7]. The sequence of B1SV-l6kDa was identical to BSP
A3 sequence [9] and the N-terminal sequence of BiSV
2$kDa was identical to 3SP-3OkDa deduced by cDNA
cloning [34].

Cross-Reactivity of B1SV Proteins m.vith BSP Antibodies

The presence of BSP-related proteins in starting material
and gelatin-agarose and heparin-Sepharose fractions were
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FIG. 3. RP-HPCC pattcrn of Gelatin-agarose- and Heparin-Sepharose
e(uted tractions. Approximately 100 g o) proteins were dissolved in 1
ml of 0.1% (v/v) TEA in water and injectcd into a Vydac C18 colurnn.
Proteiiis were eluted using a 0.1% tv/v) TEA in water tsolvent A) ancl 0.1 %
(vlv) TFA in acetonitrile (solvent B) buffer system. Elution was isocratic at
30% B for Ihe first 5 mm, rolIoved by a 90-min gradient of 30—45% B.
The eluting proteins were monitoreci at 235 nrn. A) Gelatin-agarose-ad.
sorbed fraction; (B) heparin-Sepharose-unadsorbed fraction; (C) heparin
Sepharose-adsorbcd fraction. Poak I was identified as BiSV-1 7kDa/1 BkDa
and BiSV-3OkDa, and peak Il as BiSV-l6kDa.

detected by probing with purified antibodies raised against
each ofthe BSP proteins (BSP-Al/A2, BSP-A3, and BSP
3OkDa) (fig. 5 A, B, and C, respectively). Alt three anti
bodies (anti-BSP-AI/A2, -A3, and -3OkDa) showed cross
reacting proteins in starting material and the gelatin-ad
sorbed fraction (fraction B). In the gelatin-unadsorbed frac
tion (fraction A), an immunoreactive band tvas detected
when probed with anti-BSP-A3. In addition, immunoreac
tive bands having the same molecular mass as BiSV-17/
I 8kDa and BiS V-28kDa proteins were detected in the hep
arin-adsorbed fraction (fraction 82) when probed with anti
BSP-AI/A2 and anti-BSP-3OkDa antibodies, respectively,
while an immunoreactive band having the same motecular
mass as BiSV- 1 6kDa was detected in fraction B 1 when
probed with anti-BSP-A3. Anti-BSP-3OkDa antibodies
cross-reacted with three different pmteins (Fig. 5C): hand
1 (strong reaction), conesponding to the 2$-kDa protein
present in starting material; fractions B and 82, hand 2
(weak reaction), with a molecutar mass around 27 kDa
found in fraction B; and hand 3 (weak reaction), with a

molecular mass around 16 kDa present in fraction B and
Bi.

Quantification of 815V Proteins

The cross-reactivity between anti-BSP antibodies with
BiSV proteins aiiowed determination of the quantity of
BSP-related proteins present in starting material (crude bi
son seminal vesicle secretory proteins), fractions A, B, Bi,
and B2 by radioimmunoassays (data not shown). The re
suits showed that BiSV proteins represented approximately
25% of the crude bison seminat vesicle secretion proteins.
BiSV-t7kDa and BiSV-l8kDa were the major BSP-reiated
proteins and represented —16% of the total crude bison
seminal vesicle secretory proteins while BiSV-l6kDa and
B1SV-2$kDa represented -—7% and —-2.5%, respectively.
I-Ieparin-unadsorbed proteins contained >95% of Bi 5V-
l6kDa and heparin-adsorbed proteins contained —82% of
BiSV-17/i8kDa and —-8% ofBiSV-28kDa.

Interaction of 815V Proteins with LDF

The geÏatin-adsorbed fraction from bison serninal vesicle
secretory proteins was used to test the binding of these
proteins to LDf isoiated from hen’s egg yolk. As shown in
figure 6, LDf incubated with heparin-unadsorbed and
-adsorbed fractions migrated to the anode (lanes 3—6), as
did the positive control containing cBSP proteins (lane 7).
This indicated the formation of a compiex between BiSV
proteins and hen’s egg yolk, changing the overail charge of
the motecule. LDF alune (tane 2) had a neutral charge and
remained at the point of application.

DISCUSSION

In the present study, BSP protein homologs from crude
bison seminal vesicle secretory proteins were isolated using
gelatin-agarose column foilowed by a heparin-Sepharose
column. This method allowed the identification of four
BiSV proteins that we named BiSV-i6kDa, BiSV-l7kDa,
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BiSV-l7kDa DQDKG VSTEP TQDGP

BiSV-l$kDa DQDKG VSTEP TQDGP

BSP-A1A2: DQDEG VSTEP TQDGP AELPE

BiSV-l6kDa DQQLS EDNVI LPKEK

BSP-A3: DQQLS EDNVI LPKEK KDPAS

B1SV-28kDa GDTPD PGSKP TPPGM -

BSP-30 kDa: GDWD PGSKP TPPGM ADELP
FIG. 4. The N-terminal sequence comparison between BiSV proteins
and BSP proteins. Residuc numhering is indicated for BiSV-l6kDa,
-1 7kDa, -1 8kDa, and -28kDa and the other sequences were aligned to
show the homology. The “... indicates continuation of the protein se
quence at C-terminal. The different amine acids are presented in bolU and
underlined.
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FIG. 5. Cross-reactivity of B1SV proteins with BSP antibodies. Proteins
t—50 ng) (rom crude bison seminal vesicle secretory proteins (starting
material), gelatin-agarose- and heparin-Sepharose-adsorbed (B and B2,
respectivelyt and -unadsorbed (A and Bi, respectively) Fractions obtained
were separated bv SOS-PAGE, irsnsb)olled tC) immobiion PVOF-P mem
brane, and probed witb antihodies directed against BSP proteins. A) Anti
BSP-A1/A2: band 1, BiSV-18kDa; band 2, BiSV-l7kDa; (B) anti-BSP-A3:
hand 1, BiSV-1 6kDa; and (C) anti-BSP-3OkDa; band 1, BiSV-28kDa; hand
2, BiSV-27kDa; band 3, BiSV-l6kDa.

BiSV-I8kDa, and BiSV-28kDa according to their apparent
molecuiar mass.

The capacity ofBSP proteins to bind gelatin, a denatured
coilagen, was used to isolate BSP hornologous proteins
from bison seminai vesicie secretion. The ability to bind
gelatin is conferred by the presence of two fibronectin type
II dornains [3, 7—10]. We can deduce that BiSV proteins,
by their gelatin-binding property, are aiso constituted of
similar type 11 structures. in view oftheir moiecular masses,
we also suggest that they contain two type II domains. The
compiete arnino acid sequence, along with disulfide bridge
assignment, shoutd confirrn their structural sirnilarity.

BSP proteins and their homo]ogs can bind GAGs, such
as heparin, and play a role in sperrn capacitation [13, 30].
The heparin-binding regions are characterized by clusters
of basic amino acids [11] of high positive-charge density
that electrostaticai[y interact with the acictic groups of
GAGs such as heparin. The present study shows that ail
BiSV proteins except BiS V-l6kDa bind to heparin. Another
important property exhibited by BSP proteins is that they
forni stable complexes with LDF [15]. The present study
revealed that BiSV proteins also share this property.

BiSV-l7kDa and BiSV-l8kDa could be identical pro-
teins that may differ principally by their degree of glyco
sylation. as in BSP-Al and BSP-A2. Ibis would expiain
the fact that these two proteins rnigrated as doublets on
SDS-PAGE (Fig. 2) as in the case ofBSP-Al/A2 [3]. Fur
thermore, BSP antibodies cross-reacted with BiSV proteins
as weli as with BSP proteins. Thus, BiSV proteins are ho
mologs of BSP proteins. The gelatin-unadsorbed fraction
contained a srnall arnount of anti-BSP-A3 cross-reacting
protein with a molecular mass similar to BSP-A3-related

1234567
FIG. 6. E)ectrophoretic ana)ysis of ihe interaction o) BiSV proteins with
LOF. Four microliters o) each sampie )except the human serum useci as s
positive contro) of the migration) were applied on the hpoge). Cane 1,
human serum (3 d); )ane 2, LOF (1.5 ‘g); ianes 3 and 4, LOF (1.5 p.g)
+ fraction Bi containing BiSV-l6kDa (6 p.g and 12 g, rcspectively);
anes 5 and 6, LOF (1.5 ‘g) + fraction B2 containing BiSV-i 7kDa, BiSV

1 BkDa, and BiSV-28kDa (6 ‘g and 12 g, respectively); lane 7, LDF (1.5
t’g) + cBSP proteins (6 i.g) as a positive control.

protein. This protein may be a new protein contained in
bison seminai vesicle secretion with a high affinity for BSP
A3 antibodies or it could be the sarne BiSV-l6kDa protein
associated with choline phospholipids thus incapable of
binding to the column. As shown in figure 5C, anti-BSP
3OkDa cross-reacted with three proteins. Band I corre
sponds to BiSV-2SkDa, as determined by N-terminal se
quencing. It may be possible that band 2 correspond to a
BiSV-28kDa degradation fragment [34] or to a novel ho
molog of BSP-3OkDa [35]. On the other hand, band 3 could
indicate a weak cross-reaction of BiS V-l6kDa with anti
BSP-3OkDa.

The high cross-reaction between anti-BSP antibodies and
BiSV proteins allowed the quantification ofeach BiSV pro
tein in seminal vesicle secretions by radioimmunoassay. Ai
most 25% of the total protein in bison seminal vesicle se
cretions represent BSP-related proteins. BiSV-17/l8kDa,
BiSV-l6kDa, and BiSV-2$kDa were present in 7:3:1 ratio,
respectively. In buil seminal plasma, BSP proteins represent
approximately 45% of total seminal plasma proteins and
BSP-Al/A2, BSP-A3, ancl BSP-3OkDa are present in the
ratio of 11:1:1, respectively [33]. Given the strong sequence
homology between BiSV and BSP proteins, it is probable
that BiSV proteins play a similar physiological rote in bison
sperm capacitation. 35F protein homologs have previously
been found in boar (pBl [16—1$]), stallion (11SP-1, lISP-
2, and HSP-l2kDa [16, 20]), and goat seminal plasma
(GSP-l4kDa, GSP-l5kDa, GSP-2OkDa, and GSP-22kDa
[21]). Flowever, BiSV proteins are the only proteins that
share complete sequence identity at the amino terminus
with BSP proteins. The N-tenninal sequence of BSP pro-
teins shows no identity with the N-terminai sequence of
boat; goat, and stallion homologs. Flowevei; BSP proteins
and their homologs show identity in the type II domains.

In conclusion. x’e have shown that bison seminal vesicle
secretions contain a group of four major proteins that are
stmcturally related to the BSP family of proteins found in
bull, boat; stallion, and goat seminal plasma. The bison ho
mologs have the same properties as 3SF proteins. They
bound to gelatin and heparin and fomied complexes with
LDf from hen’s egg yolk. Moreover, antibodies against
BSP proteins cross-reacted with BiSV proteins with htgh

/ . :
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affinity and the amino-tenriinal sequence showed almost
100% identity with BSP proteins. These resuits clearly
dernonstrate that proteins of the BSP farnily are ubiquitous
in mammals and are meant to play the sarne biological role.
Moreovet; as with BSP proteins, BiSV proteins formed
complexes with LDf from hen’s egg yolk. Thus, hen’s egg
yolk could be used for bison semen preservation in liquid
or frozen state for use in artificial insemination. further
investigations on the effect of BiSV proteins on bison
sperm capacitation wilI help to understand the molecular
basis of bison sperrn capacitation.
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2.4. Isolation and characterizatïon of major proteins of ram semïnal plasma.

Bergeron A., Villemure M., Lazure C. and Manjunath P. Soumis pour

publication dans MoÏecular Reproduction and Development, janvier, 2005.

Préambule:

Le mouton est une autre espèce importante en agriculture. Afin d’être conservée,

la semence de bélier doit être diluée avec un diluant contenant du jaune d’oeuf. Nous

avons donc voulu vérifier si le plasma séminal de bélier contenait des protéines

homologues aux protéines BSP et si ces homologues avaient la capacité de lier les

LDF du jaune d’oeuf. Dans la présente étude, nous avons isolé des protéines

homologues aux protéines B$P à partir du plasma séminal de bélier et démontré leur

capacité à lier les LDf du jaune d’oeuf. Ces travaux supportent notre hypothèse

voulant que le mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune d’oeuf soit le

même chez les autres espèces de mammifères utilisés en agriculture. De plus, dans

cette étude, nous avons isolé la protéine majeure du plasma séminal de bélier (-40%

des protéines totales) qui est une protéine faisant partie de la famille des

spermadhésines.

J’ai réalisé tous les travaux qui ont mené à la rédaction de cet article à

l’exception du séquençage des protéines qui a été réalisé par Lazure C. Villemure M.

a réalisé des travaux préliminaires concernant la purification des protéines du plasma

séminal de bélier. J’ai fait l’interprétation des résultats et rédigé l’article.
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ABSTRACT

Mammalian seminal plasma contains, among others, two major families of

proteins, namely spermadhesins and those proteins that contain fibronectin type II

domains. Spermadhesins are the major proteins of boar and stallion seminal plasma

and homologous proteins have been identified in the buil. These proteins appear to be

involved in capacitation and sperm-egg interaction. In bovine seminal plasma,

proteins containing fibronectin type II domains are the major proteins and are

designated BSP proteins. These proteins play a role in sperm capacitation. Both

families dispÏay heparin-binding activities and bind to the sperm membrane at

ejaculation. In this study, we present the isolation and characterization of the major

proteins of ram seminal plasma. Precipitated proteins from Suffolk ram seminal

plasma were loaded onto a gelatin-Agarose column. The unadsorbed (fraction A) and

retarded proteins (fraction B) were removed by washing the column with phosphate

buffered-saline and the adsorbed proteins (fraction C) were eluted with 5 M urea.

SDS-PAGE of fraction B indicated the presence of a 15.5 kDa protein, which is the

major protein of ram seminal plasma (—45% of total protein by weight) and was

identified as a spermadhesin by N-terminal sequencing. SDS-PAGE analysis of

fraction C revealed the presence of four proteins, which represented —20% of total ram

seminal plasma proteins by weight, and were identified as proteins of the BSP family

and named RSP proteins. These RSP proteins were designated RSP-l5kDa, RSP

l6kDa, RSP-22kDa and RSP-24kDa. Only RSP-l5kDa and -l6kDa proteins cross

reacted with antibodies against BSP proteins. Ram spermadhesin and RSP proteins
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interact with heparin but only RSP proteins bind to hen’s egg yolk low-density

lipoprotein. In conclusion, spermadhesin is the major protein of ram seminal plasma

and other major proteins belong to the BSP protein family. These proteins possibly

play a role in sperm-egg interaction or capacitation.
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C INTRODUCTION

The major proteins of mammalian seminal plasma are members of two main

families of proteins namely spermadhesins, which are the major proteins of boar and

stallion seminal plasma and those proteins that contain fibronectin type II domains,

which are the major proteins ofbull seminal plasma.

Six spennadhesins have been identified in boar seminal plasma (AWN-1,

AWN-2, AQN-1, AQN-3, PSP-I and PSP-li [1, 2]) representing up to 30% of total

seminal plasma proteins by weight. In stallion seminal plasma, only one spermadhesin

has been identified (HSP-7) [3]. Homologous proteins of spermadhesin have also

been identified in bovine seminal plasma (aSFP [4] and Z13 [5]). Spermadhesins are

secretory products of the seminal vesicles with the exception of AWN-1 which is

present on epididymal sperm and also synthesized by the rete testis and tubuli recti

(reviewed in [6]). Members of the spermadhesin family are closely related proteins of

12-16 kDa which contain a single CUB domain named afier three proteins where it

was first identified (Cir, Uegf and Bmpl) [7]. HSP-7, AQN-1, Z13 and aSFP proteins

are not glycosylated. PSP-I and PSP-ll are glycosylated whereas AQN-3 and AWN

spermadhesins are found as both non- and glycosylated forms (reviewed in [Ï]).

Porcine and equine spermadhesins display carbohydrate-binding activity [Ï].

With the exception of PSP-I, they also show interaction with heparin and zona

pellucida glycoconjugates, and bind to the sperm surface upon ejaculation. However,

each spermadhesin exhibits a different set of affinities depending on their
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glycosylation and aggregation state [8]. $permadhesins adhere to sperm by binding to

phosphatidyl ethanolamine present in the sperm membrane [Ï]. Members of the

spermadhesin family share 60-98% sequence identity but they are flot functionally

equivalent. Since they bind to the sperm surface at ejaculation and can bind to the

zona pellucida, sperm-bound spermadhesins may serve as receptors for sperm-egg

recognition [6]. Porcine spermadhesin AWN-1 and its equine homolog (HSP-7) are

thought to play a role in gamete recognition and sperm-egg binding at fertilization [6].

Since spermadhesins can also bind heparin and are released from the sperm membrane

during capacitation, a role for spermadhesins in sperm capacitation is suggested [Ï].

However, PSP-I and PSP-ll do not seem to play a role in sperm capacitation or binding

to the oocyte. In fact, the PSP-JIPSP-ll heterodimer displays a proinflammatory effect

and may modulate immune responses in the porcine uterine environment [9]. Despite

the fact that bovine spermadhesins present a very high sequence similarity with

porcine spermadhesins, they do flot bind to the sperm surface nor do they display

carbohydrate, heparin or zona pellucida binding activity [4]. This suggests that these

proteins play different roles in varfous steps which Iead to fertilization.

Proteins that contain fibronectin type II domains have been found first in

bovine seminal plasma and designated B$P-A1, BSP-A2, BSP-A3 and BSP-30 kDa

(collectively called BSP proteins) [10, 11]. They are secretory products ofthe seminal

vesicles. BSP-A1, A-2 and -A3 have molecular masses between 15 and 17 kDa while

BSP-30 kDa has a molecular mass of 28-30 kDa. BSP-A3 is flot glycosylated,

whereas BSP-A1, -A2 and -30 kDa are glycosylated. BSP-A1 and -A2 are considered
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to be glycoforms of the same protein named BSP-A1/-A2 [10] and also known as

PDC-109 [12]. Homologs ofthese BSP proteins have been found in boar (pBl; [13,

14]), stallion (HSP-1, HSP-2 and HSP-12 kDa; [14-16]), goat (GSP-14 kDa, GSP-15

kDa, GSP-20 kDa and GSP-22 kDa; [17]) and bison (BiSV-l6kDa, BiSV-l7kDa,

BiSV-l8kDa and BiSV-28kDa; [18]) seminal plasma. BSP-like antigens are also

present in rat, mouse, hamster, and human seminal vesicle fluid or seminal plasma

[19].

BSP proteins have the property to interact with choline phospholipids on the

sperm membrane, with high- and low-density lipoproteins (HDL and LDL), and with

heparin (reviewed in [20]). These binding properties confer upon BSP proteins their

biological role in sperm membrane stabilization (decapacitation) and destabilization

(capacitation) during the fertilization process. Briefly, BSP proteins are mixed with

sperm upon ejaculation, and induce a cholesterol efflux from the sperm membrane,

which resuits in reorganization of its components. BSP proteins also bind to the

choline phospholipids of the sperm membrane, which may sterically hinder

phospholipid movements and thereby stabilize the membrane. As sperm reach the

oviduct they encounter follicular and oviductal fluids which contain HDL and heparin

like glycosaminoglycans, the physiological capacitation factors. HDL could interact

with sperm-bound BSP proteins and induce capacitation that does flot involve protein

tyrosine phosphorylation [21-23]. Altematively, glycosaminoglycans could interact

with sperm-bound BSP proteins and promote capacitation, which involves protein

tyrosine phosphoiylation [21, 22, 24, 25]. The exact transduction mechanism of these
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( two pathways is under investigation. A recent report demonstrates that the BSP-A1/-

A2 (PDC-109) proteins enable sperm to bind the oviductal epithelium and play a

major role in the formation of the oviductal sperm reservoir [26]. Therefore, BSP

proteins appear to be multifirnctional.

Conversely to this positive role in fertility, BSP proteins may be detrimental in

the context of sperm storage [27]. It has been shown that the cholesterol and choline

phospholipid efflux induced by BSP proteins is time and concentration dependent [20,

21, 23], thus long exposure of sperm to these proteins or exposure to large

concentrations of them could be deleterious to the sperm membrane. We have shown

that BSP proteins form stable complexes with the low-density lipoprotein fraction

(LDf) of hen’s egg-yolk, which is present in extenders used for sperm preservation

[28]. Consequently, the scavenging of BSP proteins by LDF protects sperm by

preventing lipid loss (cholesterol and choline phospholipid) from the sperm membrane

[29].

In ram seminal plasma, certain proteins bind to the sperm membrane and

increase the resistance of ceils to cold-shock or restore the live celi properties when

added to washed sperm afier cold-shock treatment [30-33]. However, these proteins

have neyer been characterized and in fact, none of the proteins in ram seminal plasma

has been characterized. The objective of this study was to isolate and characterize the

major proteins of ram seminal plasma. Their structure-function relationship to

spermadhesin and the BSP protein family was also investigated by N-terminal

sequencing and by binding experiments with heparin and with LDF from egg-yolk.
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C MATERIALS

Materials

Gelatin was purchased from Eastman Kodak Company (Rochester, New-York,

USA). Heparin-Sepharose CL-6B was from Amersham Biosciences (Baie d’Urfé, QC,

Canada). Acrylamide and bisacrylamide were purchased from ICN (Mississauga, ON,

Canada). Affi-Gel 15, Sodium dodecyl sulfate (SDS) and other electrophoresis

products were from Bio-Rad (Mississauga, ON, Canada). Immobiion-P (PVDF)

membranes were purchased from Millipore (Nepean, ON, Canada). HPLC grade

trifluoroacetic acid (TFA) was from fisher Scientific (St-Laurent, QC, Canada). Ail

other chemicals used were of ultra pure grade and obtained from local suppliers,

mostly fisher Scientific and Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada).

Bovine seminal plasma was obtained from the Centre d’Insémination

Artificielle du Québec (St-Hyacinthe, QC, Canada). Crude bovine seminal plasma

(cBSP) proteins were prepared by ethanol precipitation of bovine seminal plasma

followed by dialysis of the precipitates against 50 mM ammonium bicarbonate and

lyophilization [34]. This preparation resulted in 60-70% BSP proteins. Suffolk ram

semen was provided by the Centre d’Insémination Ovine du Quebec (LaPocatière, QC,

Canada). Bulis and rams were handled by quaiified technicians, according to the

Guide for the Care and Use of Agricultural Animais established by the Quebec

Ministry of Agriculture and fisheries.

Alcohol preciitation ofthe ram seminal plasma proteins
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Eighty ml ofpooÏed frozen ram semen (-80°C) was thawed and centrifuged at 1

000 X g for 10 min to remove sperm. The supematant was further centrifuged at 10

000 X g for 10 min to obtain clear seminal plasma. Nine volumes of cold ethanol

were added to the seminal plasma and left with stirring for 90 min at 4°C to precipitate

the proteins which were then recovered by centrifugation at 10 000 X g for 10 min.

After three subsequent ethanol washes, the precipitates were solubilized in 50 mM

ammonium bicarbonate and lyophilized. Approximately 900 mg of dried powder was

recovered.

Gelatin-Agarose affinity chrornatography

Gelatin was previously coupled to Affi-Gel 15 as described earlier [11]. Ah

purification steps were conducted at 4°C at a flow rate of 30 ml/h. Lyophilized

proteins (130 mg) were dissolved in phosphate buffered-saline (PBS) and Ioaded onto

a gelatin-Agarose column (1.5 X 28 cm), which was previously equilibrated with the

same buffer. Once the sample entered the column, the flow was stopped for 15 min to

allow proteins to bind. Following this step, the cohumn was washed with PB$ to

eliminate unadsorbed and retarded proteins, the bound proteins were eluted with PB$

containing 5 M urea. Four ml fractions were collected and their absorbance at 260 nm

was measured. Fractions conesponding to each protein peak were pooled, dialyzed

against 50 mM ammonium-bicarbonate and lyophilized.

Heparin-Sepharose affinity chrornatography
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The following steps were conducted at 4°C at a flow rate of 30 ml/h. The

gelatin-retarded or adsorbed proteins (5 mg) were dissolved in 1 ml phosphate buffer

(PB) and loaded onto a heparin-Sepharose CL-6B column (1 X 12.5 cm), which was

previously equilibrated with the same buffer. Once the sample entered the column, the

flow was stopped for 15 min to allow proteins to bind. The column was washed

extensively with PB and the bound proteins were eluted with 1 M NaC1 in PB.

Fractions of 0.5 ml were collected and their absorbance at 280 nm was measured.

Fractions corresponding to each protein peak were pooled, dialyzed against 50 mM

ammonium bicarbonate and lyophilized.

$DS-FAGE and blotting

SDS-PAGE was performed on 15% polyacrylamide gels according to Laemmli

[351, using the Mini protean ifi apparatus from Bio-Rad. Molecular mass was

estimated by comparison with the Low Molecular Weight Calibration Kit ftom

Amersham Biosciences. Proteins from the SDS-PAGE were then either stained with

Coomassie Blue or transferred electrophoretically to PVDf membranes as described

previously [36], using a Trans-Blot apparatus from Bio-Rad. Transferred proteins

were also stained with Coomassie Blue for N-terminal sequence analysis or used for

immunodetection using specific antibodies against each BSP protein (BSP-A1/A2,

BSP-A3 and BSP 30 kDa) as described previously [37].

RF-HFL C
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Reversed phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC) was

perfonned as described previously [17] with the exception of using a Vydac diphenyl

colunm (250 X 4.6 mm, 5 m, 300 À; Mandel Scientific, Guelph, ON, Canada).

Lyophilized proteins (100 jig) from the gelatin-Agarose and heparin-Sepharose

chromatography steps were dissolved in 0.1% TFA or 0.1% TFA containing 6 M

guanidine-HCI in the case of heparin-Sepharose fraction C3. Protein solutions were

then loaded onto the column and eluted using a gradient of 0.1% TFA in acetonitrile.

Fractions of 0.5 ml were collected at a flow rate of 1 ml/min. The eluted proteins were

monitored at 235 nm and dried under vacuum for SDS-PAGE and sequence analysis.

Sequencing

Following the transfer of those proteins that were separated by SDS-PAGE to

an Immobilon-P membrane, the Coomassie Blue stained protein bands were cut and

placed in the sequenator reactor. Sequencing was carried out according to the

manufacmrer’s protocol using an Applied Biosystems Procise sequencer (model 494).

Interaction ofram seminaÏ plasma proteins with hen ‘s egg yolk lzpoproteins

The binding of RSP proteins to LDF was studied using the Paragon

electrophoresis kit from Beckman. Hen’s egg yolk LDF isolated on a KBr solution

(1.21 g/ml) as described previously [2$], was incubated with gelatin-Agarose

chromatography fractions (fraction B and C), heparin-Sepharose chromatography

fractions (fraction Cl and C3) or cB$P proteins in a total volume of 15 tl of 10 mM

Tris-HC1 buffer (pH 7.4). Afier a 15 min incubation, 4 d ofeach sample were applied
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to Lipogel (0.5% Agarose gel) and subjected to electrophoresis. The electrophoresis

was run at 100 V for 30 mm, the gel was dipped in fixative solution and dried. The

lipid hands were subsequently stained with Sudan black B.

Frotein determination

The protein content of each purification step was measured by a modified

Lowry method [381 or by weighing on a Cahn microbalance (Model C-31, fisher

Scientific, St-Laurent, QC, Canada).



81

RESULTS

Isolation ofram seminal plasma proteins by gelatin-Agarose chromatography

The solubiiized a]cohol-precipitated proteins from ram seminal plasma were

chromatographed on a gelatin-Agarose affinity column (Fig. lA). The proteins were

eiuted in three peaks: unadsorbed (fraction A), retarded (fraction B) and adsorbed

(fraction C). The proportion of proteins found in fractions A, B and C was

approximately, 30:50:20 respectiveiy. The recovery of the total proteins was about

85% of the starting material following gelatin-Agarose chromatography. SDS-PAGE

analysis of alcohol-precipitated ram seminal proteins indicated the presence of about

25 proteins with molecular masses from 14 kDa to 120 kDa (Fig. lB). A group of

proteins with a moiecular mass of 15-16 kDa and 22-24 kDa was more predominant.

Fraction A contained ail ram seminal proteins but was depleted of the group of

proteins of molecular mass 15-16 kDa and 22-24 kDa (lane 3). The fraction B

contained one major protein (15.5 kDa) and severai minor proteins (lane 4), which

were also found in fraction A. This was expected since peak A and B, overlap

slightly. In fraction C we observed the presence of four protein hands of molecular

mass 15, 16, 22 and 24 kDa (iane 5), that were named RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, RSP

22kDa and RSP-24kDa, respectively.

Characterization ofthe 15.5 kDa protein (gelatin-retardedprotein)

The 15.5 kDa protein in fraction B was further purified by HPLC (Fig. 2) and

the first 25 amino acids at the N-terminal end were identified. A sequence search in
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protein data bank indicated a significant sequence identity to the one of spermadhesin

AQN-1 purified from boar seminal plasma (Fig. 3). furthermore, heparin-Sepharose

chrornatography of fraction B showed that the 15.5 kfla ram spermadhesin binds to

heparin (data flot shown).

Characterization ofgelatin-boundproteins

The gelatin-bound proteins (fraction C) were loaded onto a heparin-Sepharose

affinity column (fig. 4A). Ail proteins were either retarded or adsorbed on the

column. The first peak (fraction Cl) was eluted after more than two bed volumes of

PB were passed through the column. The second peak (fraction C2) was eluted

foilowing extensive washing (-8 bed volumes) of the coiumn with PB. The third peak

(fraction C3) was eiuted with 1 M NaCI in PB. SDS-PAGE analysis of proteins in

these peaks (Fig. 4B) showed that RSP-l5kDa and RSP-l6kDa proteins were present

in fraction Cl (lane 3), whereas fraction C2 (lane 4) contained mostly RSP-24kDa and

smali amounts of RSP-l5kDa and RSP-l6kDa proteins. Fraction C3 (lane 5)

contained RSP-22kDa and RSP-24kDa proteins.

The RP-HPLC elution pattem of geiatin-adsorbed proteins (fraction C) is

shown in Figure 5A. Proteins were separated into four peaks designated I to W. Peak

I contained RSP-22kDa and RSP-24kDa (Fig. SA) and by analyzing each HPLC

fraction from peak I on SDS-PAGE, it was found that they were actually eÏuted in

decreasing order of molecular weight respectiveiy (data flot shown). The heparin

Sepharose fraction Cl upon HPLC showed peaks II, ifi and W (Fig. 5B). Peak II

corresponds to RSP- 1 6kDa protein; Peak ifi and W correspond to RSP- 1 5kDa protein
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(see later). Peak I obtained by running the heparin-Sepharose fraction C2 on HPLC

contained RSP-24kDa protein (fig. 5C), whereas peak I obtained by running heparin

Sepharose fraction C3 contained RSP-22kDa and RSP-24kDa (fig. 5D).

N-terminal sequencing of the 24 kDa protein obtained by HPLC and SDS

PAGE of fraction C2 or C3 (Fig. 5C and D) showed that both bands have an identical

N-terminal sequence indicating that they are one and the same protein (RSP-24kDa).

The comparison of the N-terminal sequence of RSP-22kDa and RSP-24kDa indicated

that they share a high degree of similarity with each other (f ig. 6). In addition,

comparison of the RSP-22kDa and RSP-24kDa with GSP-2OkDa and GSP-22kDA

proteins of goat seminal plasma indicated that they also share a high degree of

similarity with each other. The single protein contained in peak ifi and W (fig. 5B)

has a molecular mass of 15 kDa (RSP-l5kDa) and the sequence of amino acids 1-32 of

either peak III or peak W were identical. The single protein in peak II with molecular

mass of 16 kDa (Fig. 5B; RSP-l6kDa) differed from that in peak 1111W (RSP-l5kDa)

in one amino acid (position 12). These two proteins also exhibited a high degree of

similarity with the N-terminal sequence of GSP-l4kDa and GSP-l5kDa of goat

seminal plasma.

Cross-reactivity oJRSFproteins with 3SF antibodies

The RSP proteins present in starting material, gelatin-Agarose adsorbed peak

(fraction C) and heparin-Sepharose fractions (peak Cl, C2 and C3) were probed with

purified antibodies raised against each of the BSP proteins (BSP-Al/A2, BSP-A3 and

BSP-3OkDa) (Fig. 7A, B and C respectively). Anti-BSPAY!A2 and anti-BSP-A3
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( antibodies showed cross-reacting proteins (Mr 15-16 kDa) in the starting material as

well as in fractions C and Cl. However, the quantity of RSP proteins required to

observe similar intensities of immunoreactive bands was 10-20 times higher than that

of BSP proteins. Anti-BSP-30kD antibodies on the other hand showed no cross

reaction with any ofthe RSP proteins.

Interaction oJmajorproteins ofram seminal plasma with LDf

In the present smdy, we tested whether or flot ram 15.5 kDa spermadhesin and

RSP proteins bind to LDF (Fig. 8). LDF preincubated with fraction C (containing

RSP-l5kDa, -l6kDa, -22kDa and —24kDa), fraction Cl (containing RSP-l5kDa and —

Ï6kDa) or fraction C3 (containing RSP-22kDa and -24kDa), and submitted to Agarose

gel electrophoresis migrated towards the anode (lanes 4-6), as did the positive control

containing cBSP proteins (lane 7). LDF alone has no charge and remained at the point

of application (lane 2). These resuits indicate the formation of a complex between

RSP proteins and LDF, changing the overali charge ofthe LDf molecule and hence its

electrophoretic mobility. LDF preincubated with the ram spermadhesin of 15.5 kDa

(lane 3) remained at the point of application indicating that there is no interaction

between LDF and the spermadhesin.
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DISCUSSION

The major proteins of most mammalian seminal plasmas appear to belong to

two families of proteins: spermadhesins, which are the major proteins of boar and

stallion seminal plasma and BSP proteins which are the major proteins ofbull seminal

plasma [1, 6, 20]. In the present study, we isolated and characterized the major

proteins of ram seminal plasma. The major protein of ram seminal plasma is a

spermadhesin of 15.5 kDa which represents —45% of the total seminal plasma

proteins. The other major proteins of ram seminal plasma belong to the B$P protein

family (RSP-l5kDa, RSP-Ï6kDa, RSP-22kDa and RSP-24kDa) and they represent

-—20% ofram seminal plasma total proteins.

The spermadhesin AQN-1 binds to the acrosomal region of sperm at

ejaculation and most of the sperm bound AQN-l is released during in vitro

capacitation suggesting a role of AQN-1 in boar sperm capacitation [6]. In addition,

AQN-l can bind to the zona pellucida suggesting that sperm-egg binding might be

mediated by this spermadhesin [6]. The 15.5 kDa spermadhesin that we have isolated

from ram seminal plasma shares sequence identity with boar spermadhesin AQN-l

(Figure 3). furthermore, as described for the spermadhesin AQN-1, the 15.5 kDa ram

spermadhesin showed heparin-binding activity. This result suggests that the 15.5 kDa

ram spermadhesin may play a similar role in ram sperm capacitation or binding to the

zona pellucida.
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As found for other members of the spermadhesin family, the new member

(15.5 kDa) isolated from in ram seminal plasma has a molecular mass between 12 and

16 kDa. Moreover, the ram 15.5 kDa spermadhesin is expected to contain a single

CUB domain because this structure is highly conserved in ail members of the

spermadhesin family [6]. further structural analysis of ram spermadhesin should

confirm this.

Proteins in seminal plasma containing a type-II domain are phospholipid

binding proteins and play an important role in sperm capacitation [21-25]. Since these

proteins were originaily characterized in bovine, they are generally designated as the

BSP family of proteins [20]. They exist in several molecular forms and glycoforms.

In this study, we showed the presence of homologous proteins in ram seminal plasma.

We used their gelatin-binding property to isolate them by affinity chromatography.

Four proteins were discovered that were named according to their molecular masses:

RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, RSP-22kDa and R$P-24kDa.

The gelatin-binding property of BSP proteins is due to the presence of two type

II domains in their structure [11, 12, 39-41]. It bas been shown that BSP proteins and

their homologs in boar, stallion, goat and bison ail bind gelatin [11, 16-18, 42], thus

gelatin-affinity chromatography represents a good strategy for the isolation of

homologs in other species. Since these RSP proteins also bind to gelatin, it indicates

that they also contain type II domains.

BSP proteins are also known to bind heparin [43]. The binding is made through

stretches of basic amino acids within the protein sequence with the acidic groups on
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heparin-like glycosaminoglycans [44]. This interaction is thought to be important for

the sperm capacitation process [24]. In the goat, oniy GSP-20 and GSP-22 kDa bound

strongly to a heparin-affinity column, whereas GSP- 14 and GSP- 15 kDa interacted

weakly [17]. In bison, ail BiSV proteins bind to heparin except BiSV-16 kDa [1$]. In

the present study, ail four RSP proteins bound to the heparin coiumn but with different

affinities. RSP-22kDa and RSP-24kDa appear to have higher affinity for heparin

compared to the RSP-l5kDa and RSP-l6kDa proteins.

N-terminal sequencing of gelatin-binding proteins indicated that RSP proteins

share sequence identity with BSP proteins (f ig. 6). In this figure, X represents likeÏy

haif-cystine residues whose PTH-derivatives are flot stable enough to be detected.

RSP-l5kDa and RSP-l6kDa differ only by one residue (position 12). GSP-14 kDa

and GSP-15 kDa proteins, which are goat homologs also differ in a few residues at the

N-terminal end and show a high degree of sequence similarity with RSP- 1 5kDa and

RSP-l6kDa proteins. RSP-22kDa and RSP-24kDa proteins showed several

differences aiong the N-terminal sequence but they show a high degree of structural

relatedness between them as weil as with GSP-2OkDa and GSP-22kDa proteins ofgoat

homologs [17]. In ram seminal plasma, BSP homologs are more closely related to

goat than to bovine or bison. BSP protein homologs present in bison seminal plasma

showed almost 100% sequence identity with BSP proteins and complete

immunoreactivity with antibodies raised against each BSP protein [18].

Immunoreactive hands having a moiecular weight of 15-16 kDa were detected when

probed with antibodies raised against BSP-A1/A2 and BSP-A3 proteins. However,
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cross-reactivity of anti-BSP antibodies was higher with homologs found in bison

seminal plasma than homologs found in ram seminal plasma. No immunoreactive

bands having a molecular weight of 22-24 kDa were detected among ram seminal

plasma proteins when probed with antibodies directed against each BSP protein

(Figure 7). This corroborates our resuits obtained when goat seminal plasma proteins

were probed with anti-BSP protein antibodies. GSP-2OkDa and GSP-22kDa that share

significant degree of similarity with RSP-22kDa and RSP-24kDa (figure 6), do not

cross-react with antibodies directed against each BSP protein (unpublished data). No

immunoractive bands were detected in ram seminal plasma proteins when probed with

antibodies directed against BSP-3OkDa suggesting the absence of a BSP-3OkDa

protein homolog in ram seminal plasma. Conversely, it may be possible that RSP

22kDa and RSP-24kDa are homologs of BSP-3OkDa but lack antibody binding sites.

In this context, it should be noted that despite the fact that BSP-proteins show 50-70%

structural identity, the antibodies directed against each of the proteins are specific and

they do flot cross-react with other antigens present in bovine seminal plasma. Further

structural analysis should resolve this issue.

The N-terminal sequence of RSP- 1 5kDa and RSP- 1 6kDa proteins contains the

characteristic motif, which constitute the type II domain (Fig. 4, bold letters). In the

BSP proteins and homologs present in boar and stallion, this motif contained a

CVFPfXY(R/K)X(RIK)(R/K)(H/Y)f sequence (where X represents a variable amino

acid) [42]. This motif is also present in GSP-20 and GSP-22 kDa proteins from goat

seminal plasma [17], except that the FPf segment was changed to an FAF segment. In
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two attempts, we were unable to obtain the N-terminal sequence of R$P-22 and RSP

24kDa proteins longer than 23 and 35 amino acids respectively. The specific motif

(CVFPF) may be present further down the sequence since both of these proteins

exhibit ail of the binding characteristics shown by the BSP proteins. In view of their

gelatin-binding property, we can deduce that RSP proteins are also constituted of a

similar type II structure.

RSP-l5kDa and RSP-l6kDa proteins appeared as distinct hands when low

amounts of protein were loaded onto the gel, however when large amounts (>5 fig)

were ioaded (Figure 4, lane 3) they appeared as smears or diffuse hands of 14.5-16.5

kDa. Furthermore, using RP-HPLC to separate proteins contained in fraction Cl

(Figure 5B), we obtained 3 cleariy defined peaks (peak II, III and W). However, N-

terminai sequencing showed that these 3 peaks contained only 2 different proteins.

Peak li contained RSP- 1 6kDa while peak ifi and W contained RSP- 1 5kDa. The fact

that RSP-l5kDa is found in two peaks during HPLC may suggest that two differentiy

glycosylated forms of this protein are present in ram seminal piasma. Various

glycoforms of a protein can display different retention times during HPLC [34].

SimilarÏy, RSP-24kDa is present in the retarded heparin-Sepharose fraction C2 and

also present in the heparin-adsorbed fraction C3 (Figure 4, lane 4 and 5). Following

$DS-PAGE, RSP-22kDa and RSP-24kDa also appeared as 22-25 kDa hands (Figure 4,

lane 5) and both RSP-24kDa found in fraction C2 and C3 have the same N-terminal

sequence. This would also suggest the existence of different giycoforms of RSP

24kDa in ram seminal plasma.
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Proteins present in fraction C3 (RSP-22kDa and RSP-24kDa) appeared to

interact with each other, because the aggregation of these proteins in this sample was

observed during storage. This aggregation was time-dependent and the sample C3

(RSP-22kDa and RSP-24kDa) was insoluble in buffer A (0.1% TfA). However,

addition of guanidine HCI (6 M) solubilized the proteins which facilitated HPLC

analysis. No aggregation was noticed in fraction C2, which contained only RSP

24kDa. Thus, RSP-22kDa and RSP-24kDa appear to bind to each other leading to a

decreased solubility. The aggregation ofBSP proteins has been reported previously [1,

34].

Egg-yolk is widely used in preservation media employed for storage of semen

from domestic, farm and zoo animals including endangered species. The mechanism

by which egg yolk protects sperm during storage in the liquid or frozen state is flot

known. Our previous studies showed that exposure of sperm to seminal plasma which

contains BSP proteins is detrimental to sperm [29]. Interestingly, LDF isolated from

egg-yolk binds to BSP proteins [28] and this interaction protects sperm by preventing

lipid loss (cholesterol and choline phospholipid) from the sperm membrane during

storage [29]. In view of this, it was of interest to study whether or flot RSP proteins

bind to LDF. The binding of BSP proteins to LDf can be demonstrated by Agarose

gel electrophoresis [28]. LDF alone does flot migrate from the point of application;

however, when h binds BSP proteins, the complex migrates towards the anode and the

migration distance of the complex depends on the charge of the BSP proteins and

relative concentration of LDF and BSP proteins [28]. Similar to BSP proteins [28],
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R$P proteins also bind to LDF (Figure 8). Up to the present, it has not been

established whether or flot RSP proteins are detrimental to sperm, but it is important to

note that these proteins are present in high concentration (15-20 mg/ml) in ram

seminal fluid and that they interact with LDF. This information may be useful in

developing appropriate preservation media for ram sperm. The 15.5 kDa

spermadhcsin found in ram seminal plasma does not bind to LDF. This resuit was

expected since previous studies have shown that LDf bind specifically proteins of the

B$P family and do not bind other proteins present in bovine seminal plasma [281.

The present study indicates that ram seminal plasma contains proteins that are

strucmrally related to proteins of the spermadhesin and the BSP family. These

proteins can be isolated by gelatin-affinity chromatography, since the 15.5 kDa

spermadhesin has less affinity for gelatin than RSP proteins. This study confirms that

the spermadhesins and the BSP protein family are ubiquitous among mammals and are

probably meant to play the same biological role(s). Further investigation of these

proteins would aid in our understanding of capacitation, sperm-egg binding and cold

shock reversion process in ram sperm. Furthermore, the understanding of how the

interaction of LDf and RSP proteins would affect sperm function would aid in the

development of new extenders for ram semen storage.
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( FIGURE LEGENDS

fIG. 1. Isolation and characterization of ram seminal plasma proteins. A) Elution

profile of alcohol precipitated ram seminal plasma proteins on gelatin-Agarose. B)

SDS-PAGE pattem of gelatin-Agarose eluted fractions. Protein samples were

reduced, denatured, and separated on 15% polyacrylamide gel and stained with

Coomassie Blue R-250. Lane 1, low molecular weight standard; lane 2, alcohol

precipitated ram seminal plasma proteins (22 fig); lane 3-5, fraction A, B and C

respectively (10 jig); lane 6, alcohol precipitated bovine seminal plasma proteins

(cBSP proteins; 10 tg). a, b and c indicate the position ofBSP-30-kDa, BSP-A1/A2

and BSP-A3 respectively.

FIG. 2. RP-HPLC pattem of gelatin-Agarose retarded fraction (fraction B). Proteins

were eluted using 0.1% (v/v) TFA in water (solvent A) and 0.1% (v/v) TfA in

acetonitrile (solvent B) buffer system: first isocratically at 5% solvent B for 1 mm,

followed by a gradient of 5 to 90% B in 42 min. Inset represents the SDS-PAGE

pattem ofthe protein peak (5 tg).

FIG. 3. N-terminal sequence comparison of the ram 15.5 kDa protein and boar

spermadhesin AQN- 1. The identical amino acids are shown in bold. X denotes an

unidentified residue assumed to be by similarity an half-cystine residue.

FIG. 4. Fractionation and characterization of ram seminal plasma proteins. A)

Elution profile of gelatin-bound ram seminal plasma proteins on heparin-Sepharose

column. B) SDS-PAGE pattem of heparin-Sepharose eluted fractions. Protein
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samples were reduced, denatured, and separated on 15% polyacrylamide gel and

stained with Coomassie Blue R-250. Lane 1, low molecular weight standard; lane 2,

gelatin-bound proteins (fraction C, 10 fig); lane 3-5, heparin-Sepharose retarded

fractions (Cl and C2, 10 tg) and adsorbed fraction (C3, 10 tg) respectively; lane 6,

alcohol precipitated bovine seminal plasma proteins (cBSP proteins; 10 tg). a, b and e

indicate the position ofBSP-30-kDa, BSP-A1/A2 and BSP-A3 respectively.

FIG. 5. RP-HPLC pattern of gelatin-Agarose and heparin-Sepharose eluted fractions.

Proteins were eluted using 0.1% (v/v) TFA in water (solvent A) and 0.1% (v/v) TFA

in acetonitrile (solvent B) buffer system: first isocratically at 30% solvent B for 1 mm,

followed by a gradient of 30 to 37% B in 42 min. A) Gelatin-Agarose fraction C, inset

represents the SDS-PAGE pattem of protein peak I (10 jig). B) Heparin-Sepharose

fraction Cl, inset represents the SDS-PAGE pattem of protein peaks II, ifi and W (5

jig). C) Heparin-Sepharose fraction C2, inset represents the SDS-PAGE pattem of

protein peak 1(10 tg). D) Heparin-Sepharose fraction C3, inset represents the SDS

PAGE pattem ofprotein peak 1(10 jtg).

FIG. 6. N-terminal sequence comparison of RSP, GSP and BSP proteins. The

identical amino acids are shown in bold. X denotes an unidentified residue assumed to

be, by similarity, an haïf-cystine residue.

FIG. 7. Immunoblot analysis of RSP proteins with anti-BSP antibodies. Alcohol

precipitated ram seminal plasma proteins (2 tg; lane 1), Gelatin-Agarose fraction C (1

jig; lane 3), heparin-Sepharose fraction Cl, C2 and C3 (1 j.tg; Ïane 3-5) and cBSP (50
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ng, lane 6) as a positive control were separated by SDS-PAGE, transferred to the

membrane and probed with antibodies directed against BSP proteins. A) anti-BSP

A1/A2, B) anti-B$P-A3 and C) anti-BSP3OkDa.

FIG. 8. Electrophoretic analysis of the interaction of major proteins of ram seminal

plasma with LDF. Lane 1, human serum (3 !11) as a positive control of the migration;

lane 2, LDF (1.5 fig); lane 3, LDF (1.5 tg) + 15.5 kDa ram spermadhesin (5.6 ig);

lane 4, LDf (1.5 fig) + fraction C (5.6 jig) containing ail RSP proteins; lane 5, LDF

(1.5 p.g) + fraction Cl (5.6 fig) containing RSP-l5kDa and -l6kDa; lane 6, LDF (1.5

fig) + fraction C3 (5.6 jig) containing RSP-22kDa and -24kDa and lane 7, LDf (1.5

+ cBSP proteins (5.6 fig) as a positive controi.
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RSP-24 kD: DEPLPAWDV LGMLTS8 YIA...
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GSP-22 kDa: DEPPPYVYNL PEM-PPIPY YADVQP PXAF AETYRRJCI y ri
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Figure 6
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2.5. The mechanism of sperm protection by egg yolk low density lipoprotein.

Bergeron A. et Manjunath P. Froceedings oJthe 2O technical conference on

artficial insemination and reproduction, NAAB, 2004, 68-75.

Préambule:

Dans cet article, nous avons rassemblé tous les résultats des 4 articles

précédents et proposé un nouveau mécanisme de protection des spermatozoïdes par le

jaune d’oeuf, un agent protecteur utilisé partout dans le monde en tant que composant

des diluants protecteurs. Nous avons aussi expliqué les effets de la liaison des

protéines BSP sur les spermatozoïdes et comment la liaison des protéines BSP aux

LDf du jaune d’oeuf protège les spermatozoïdes. De plus, plusieurs effets du PS sur

les spermatozoïdes sont expliqués.

J’ai rédigé l’article présenté dans cette section.
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Abstract

Over the past 60 years, egg-yolk (EY) has been routinely used in both liquid

semen extenders and those used to cryopreserve sperm. However, the mechanism by

which EY protects sperm during liquid storage or from freezing damage is unknown.

Bovine seminal plasma contains a family of lipid-binding proteins collectively called

BSP proteins (BSP-A1/A2, BSP-A3 and BSP-3OkDa). These proteins are secretory

products of seminal vesicles that bind to sperm at ejaculation and modify the sperm

membrane by removing cholesterol aiid phospholipids, which may adversely affect the

ability of sperm to be preserved. We recently discovered that BSP proteins bind to the

low-density lipoprotein fraction (LDF) of the EY present in extender. The binding is

rapid, specific, samrable and stable even after freeze-thawing of semen. LDF has a

very high capacity for BSP proteins binding. furthermore, LDF prevents lipid efflux

from the sperm membrane and maintains sperm motility. Thus, we propose that the

sequestration of BSP proteins present in SP by LDF may represent the major

mechanism of sperm protection by EY.

Sperm protection by egg yolk

The cryopreservation of buil semen (Polge and Rowson, 1952; Smith and

Polge, 1950) represents one of the most important achievements in dairy farming after

the introduction of artificial insemination. These two approaches have enabled the

worldwide distribution and use of desired genetic lines at a reasonable cost. Over the

past 60 years, the cryoprotective media for sperm storage have been continuously
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( revised but the basic ingredients ofthe media remain unchanged. The EY and glycerol

represent the indispensable compounds of practically ail media used for buli sperm

preservation in liquid or frozen state.

The role of glycerol in cryopreservation is that it aliows sperm survival during

freezing (Anchordoguy et al., 1987; Farrant et al., 1977); liowever, the protection

afforded by EY is more complex. The EY lias been shown to increase the sperm

fertilizing ability when present in extenders for semen storage at ambient temperature

(Barak et al., 1992; Dunn et ai., 1950; Shannon and Curson, 1983) and appears to

prevent spenn ceil damage during cooling and freezing (De Leeuw et al., 1993; Lasley

and Mayer, 1944; Philips and Lardy, 1940). Various components of EY have been

investigated to identify the most active component(s) responsible for the protective

effect (Foulkes, 1977; Kampschmidt et al., 1953; Watson, 1976). Evidence indicates

that the low-density lipoprotein fraction (LDF) shows the highest protective ability

(Pace and Graham, 1974; Watson, 198 1); however, the mechanism by which this

protection is provided to sperm remains eiusive. It is specuiated that the LDF

associates with sperm membranes and provides protection against membrane damage,

but there is contradictory evidence concerning the stability of this association

(Foulkes, 1977; MacDonaid and Fouikes, 1981; Watson, 1975). Another study

suggests that EY lipoproteins compete with detnmental SP cationic peptides (<5 kDa)

in binding to the sperm membrane and thus protect the sperm (Vishwanath et al.,

1992). In a recent study, we discovered that the major proteins ofbull SP interact with



114

LDf and this interaction appears to have significant effect on the preservation of

sperm integrity and fertilizing ability (Bergeron et al., 2004a; Manjunath et al., 2002).

BSP proteins

$eminal plasma (SP), which is mixed with epididymal sperm at ejaculation,

serves as the carrier of sperm to the female genital tract and has been described as both

beneficial and detrimental to sperm (Acott and Hoskins, 1978; Baas et al., 1983; Bellin

et al., 1998; Dott, 1974; Killian et al., 1993; Shivaji and Bhargava, 1987; Vishwanath

and Shannon, 1997). However, the factors responsible for these activities have flot

been characterized. Our laboratory has extensively investigated a family of closely

related lipid-binding proteins of buli SP, collectively called BSP proteifis (BSP

A1/A2, BSP-A3 and BSP-3OkDa) (Desnoyers and Manjunath, 1994; Desnoyers et al.,

1994; Manjunath, 1984; Manjunath et al., 1988; Manjunath and Sairam, 1987;

Manjunath et al., 1987). The BSP proteins are secreted by seminal vesicles. BSP-A1,

-A2, and —A3 have apparent molecular masses ranging from 15 to 17 kDa and the

BSP-3OkDa protein has a molecular mass of 28 to 30 kDa. BSP-A1 and —A2, have an

identical amino acid sequence but their difference resides in their degree of

glycosylation. Therefore, they are glycoforms and are considered as the same

chemical entity designated BSP-A1/-A2. B$P-3OkDa is also a glycoprotein while

BSP-A3 is flot (Manjunath et al., 1988). The BSP proteins contain two tandemly

arranged homologous domains that are similar to the type II structures present in the

collagen-binding domain of fibronectin (reviewed in reference Manjunath and Thérien,

2002).
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The homologs of BSP proteins have been isolated and characterized in other

mammalian SP or seminal vesicle secretions (Table 1), nameiy boar and stallion

(Caivete et al., 1995; Calvete et al., 1997; Ménard et al., 2003; Sanz et al., 1993),

bison (Boisvert et al., 2004), goat (Viilemure et al., 2003) and ram (Bergeron et al.,

2004b). li is interesting to note that boar has one form, while ail other species contain

3-4 BSP hornoiogs. BSP-iike antigens are also present in rat, mouse, hamster, and

human SP (Leblond et al., 1993) indicating that they are ubiquitous in mammals.

The concentration of BSP homoiogs in SP varies from species to species. In

bull, the BSP proteins represent - 50% of total proteins. In boar, BSP homologs

represent - 1% of the boar total total proteins. In man, BSP homologs represent <

0.02% of total SP proteins. In ram, goat and stallion, the BSP homologs represent

20-30% of total proteins present in SP. This difference in the amount of BSP protein

homologs in ejaculates may have an implication in sperm storage (discussed later).

BSP proteins are beneficial to sperm

The role of these novel lipid-binding proteins in the sperm membrane lipid

modification that occurs during sperm capacitation, which is a prerequisite to

fertilization, has been described in a series of studies (Thérien et al., 1995; Thérien et

al., 1999; Thérien et al., 1998; Thérien et al., 1997). The general mechanism of

capacitation proposed by our laboratory includes the sperm membrane stabilization

and destabilization by BSP proteins (reviewed in reference Manjunath and Thérien,

2002). At ejaculation, sperm are exposed to SP, which contains BSP proteins. The

BSP proteins then bind to the sperm surface and stabilize the sperm membrane. When
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BSP—bound sperm reach the oviduct, HDL present in oviductal and!or follicular fluid

interacts with the sperm membrane, which resuits in removai of choiesterol. This Ïipid

efflux destabilizes the sperm membrane, increases permeability to ions such as Ca2,

changes internai pH and increases membrane fluidity and metabolism, ieading to the

capacitation state. Moreover, heparin-like glycosaminoglycans present in the female

genital tract could also play a role in capacitation, since they interact with BSP

proteins (reviewed in reference Manjunath and Thérien, 2002). Consequently, BSP

proteins are beneficial to sperm fertility.

BSP proteins are detrimental to sperm

In contrast to their positive role in fertility, BSP proteins may be detrimental to

sperm in the context of sperm storage. BSP proteins stimulate choiesterol and choline

phospholipid efflux from the epididymai sperm membrane in a dose and time

dependent manner (Thérien et al., 1999; Thérien et al., 1998). When epididyrnal

sperm were incubated in the presence of 0.5% SP, almost 20% of sperm cholesterol

was removed in 1 hr (Fig. 1). The same amount of cholesterol was removed in 30 min

if the SP concentration was 2% and it has been shown that it is the BSP proteins

present in SP which stimulate this efflux (Thérien et al., 1998). Furthermore, when

undiluted bovine ejaculates were stored at 37°C for 24 h, there was a loss of 40%

cholesteroi and 40% choline phospholipids (Bergeron et al., 2004a). Similar loss of

cholesterol and phospholipids was observed even when semen was diluted 10 times or

more with media devoid of EY (Bergeron et al., 2004a). Therefore, continuous

exposure of sperm to SP that contains BSP proteins may damage the sperm membrane
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and render the membrane very sensitive to storage in liquid or frozen states. Thus,

BSP proteins in SP have the potential to act as both beneficial and detrimental factors

to sperm depending on the concentration of SP and exposure time.

Interaction of BSP proteins with EY-LUf

Since BSP proteins are phospholipid-binding proteins and LDf contains

phosphoiipids, we investigated whether or not the BSP proteins, the detrimental

factors of SP, interact with LDF, the EY component responsible for sperm protection.

Interestingly, the BSP proteins bind to LDF isolated from EY. First we subjected EY

to ultracentrifugation in Tris-buffer containing potassium bromide (density 1.21 kg!!).

The yellow viscous solution floating at the top of the centrifuge tube, which

corresponds to LDF, was recovered, dialysed against Tris-buffer and used to study the

interaction of LDF and BSP proteins by several tecimiques (Manjunath et ai., 2002).

We incubated S? (50 mg protein) with LDF (10 mg) and reisolated floating

lipoproteins by ultracentrifugation. SDS-PAGE analysis of reisolated LDF

demonstrated the presence of ail the BSP proteins, indicating that BSP proteins bind to

LDf. Furthermore, we have calculated that a molecule of LDF can bind 243-555

molecules ofBSP proteins (Manjunath et al., 2002). Thus, LDf has a high capacity to

bind BSP proteins. When we submitted either BSP-A1!A2 or LDf to size exclusion

chromatography, BSPAI/A2 alone eiuted at 300 ml and the LDF alone eluted at 175

ml (fig. 2). However, when a mixture of BSP-A1!-A2 protein and LDf were run on

the same column, they co-eluted at the LDf position, indicating that BSP proteins bind

to LDf. The binding of BSP proteins to LDF can also be demonstrated by lipogel
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(agarose) electrophoresis (fig. 3). LDf has a neutral charge and does flot migrate from

the origin. However, when mixed with SP or purified BSP proteins (BSP-A1/-A2,

BSP-A3 and B$P-30 kDa), it forms a complex that migrates towards the positive

electrode, and suggesting the association of BSP proteins with LDF. Moreover, the

migration distance is concentration dependent. In addition, the LDF-BSP proteins

interaction is specific because, when the mixture of LDf with proteins such as

myoglobin, lysozyme or BSA were subjected to agarose gel electrophoresis, LDf

remained at the point of application whereas the control proteins migrated towards the

electrode opposite to their net charge (fig. 4) (Manjunath et al., 2002). furthermore,

the binding of BSP proteins to LDf is saturable (fig. 5). LDf was incubated with

different concentrations of BSP proteins and subjected to agarose gel electrophoresis.

At LDF and BSP protein ratio of 1:2.5 and 1:5, ail BSP proteins bound to LDF.

However, at a ratio of 1:7.5 and above, some BSP proteins did flot bind to LDf. The

LDF-BSP protein interaction is stable during freezing and thawing. In order to

demonstrate this, we reisolated the LDf-BSP protein complex by ultracentrifiigation

of SP obtained from EY diluted semen, which was frozen and thawed (Manjunath et

al., 2002).

Novel mechanism of sperm protection by EY-LDF

In view of the discovery that BSP proteins specifically bind to LDf and form a

stable compiex, we suggest a novel mechanism of sperm protection by EY lipoproteins

(Fig. 6). The BSP proteins are secreted by seminal vesicles and are added to sperm at

ejaculation (Manjunath et al., 1988). The BSP proteins coat the sperm membrane
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(Desnoyers and Manjunath, 1992; Manjunath et al., 1994), and induce cliolesterol

(Thérien et aI., 1998) and phospholipid efflux (Thérien et al., 1999). If semen is flot

diluted, the lipid efflux continues resulting in decreased sperm resistance to cold shock

and freezing. Since ejaculates are diluted with EY extenders within minutes afier

collection, the LDF may sequestrate most of the BSP proteins present in semen. This

could resuit in a minimal modification of the sperm plasma membrane and allow

better sperm storage. Thus, EY lipoproteins may offer protection to sperm by reducing

the deleterious effect of SP proteins on sperm membranes. During natural mating, a

mechanism may also exist to eliminate the detrimental effect of BSP proteins on

sperm. After being ejaculated into the vagina, sperm swim through cervical mucous

and enter the uterus within minutes. Cervical mucous acts as a barrier for SP. In the

artificial insemination industry, the BSP proteins (i.e SP proteins) are flot removed

from semen, but their effect is probably eliminated by the formation ofrapid and stable

complex with EY lipoproteins.

Our recent studies support the proposed mechanism (Bergeron et al., 2004a).

In the presence of LDF or EY in the extender, there is about 50-80% less B$P proteins

bound to sperm as compared to extender without EY or LDF (Fig. 7). Furthermore, in

the absence of EY or LDF in the extender there was a continuous efflux of cholesterol

and phospholipid (—20% and 15% respectively) from the sperm membrane during 24 h

storage at 4°C (Fig. 8A and B). However, when LDf or EY was present in the

extender, no loss of cholesterol and phospholipid was observed, but in fact sperm

gained cholesterol and phospholipid (21-35% and 35-48% respectively; Fig 8A and
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B). Interestingly, the presence of EY or LDF in the extender preserved sperm motility.

The presence of LDF in the extender mimicked the effect of whole EY in the extender

used to dilute semen. Therefore, LDF is the factor from EY, that protects sperm

against the detrimental effect of BSP proteins during storage. Thus, the interaction

between BSP proteins and LDF plays a key role in sperm protection by EY.

Conclusions and perspectives

The current smdy suggests that the beneficial role of semen dilution with

extenders containing EY involve interplay among BSP proteins present in SP, EY

LDf and the sperm membrane. A continuous contact of sperm with BSP proteins or

SP is detrimental to sperm function. Interestingly, the LDF presents in the EY

extender decreases the association of BSP proteins to sperm and prevents the loss of

iipids (cholesterol and phospholipid) from the sperm membrane while maintaining

sperm motility. Thus, the association of LDF with BSP proteins protects spenn by

preventing BSP proteins in SP to bind to sperm and intrinsically damage the sperm

membrane by removing lipid. Since BSP protein homologs of stallion, boar, bison,

goat and ram also bind to LDF, the mechanism of sperm protection by EY may be

similar in ail these species. The amount ofBSP homologs in semen from these species

is less than that found in buli semen. Consequently, the quantity of EY required to

sequestrate ail the B$P homologs should be less than that required for buli semen.

This hypothesis remains to be investigated. The current study should aid in

developing extenders for preservation of semen (liquid or frozen) from several farm

animals, domestic animais, zoo animais, wild animais and endangered species for
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which protocols do flot exist presently. In addition, it will help us to develop novel

extenders for commercial application that do flot contain animal products for sperm

preservation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Cholesterol efflux from bovine epididymaÏ spenu in the presence of SP.

Epididymal sperm were incubated for 8 h with: 0% (control, solid squares), 0.05%

(open circles), 0.1% (solid triangles), 0.25% (inverted triangles), 0.5% (diamonds), 1%

(open squares) or 2% (solid circles) SP. The cholesterol efflux in the presence of more

than 0.1% SP was significantly different from control (F < 0.05). From Thérien et al.

(1998).

Figure 2. Gel filtration analysis of LDF interaction with BSP-A1/A2. LDF, B$P

A1/A2 and a mixture of LDF and BSP-A1/A2 were submitted to chromatography on a

Sepharose CL-4B column. From Manjunath et aI (2002).

Figure 3. Electrophoretic analysis of the interaction of LDF with BSP proteins.

Samples were incubated 15 min at room temperature, then submitted to agarose gel

electrophoresis and stained for lipids. Lanes Ï and 10: human semm (positive control

ofthe migration, 2 jil); lane 2: LDF (1.5 ig); lane 3: LDF (1.5 jig) + bovine SP total

proteins (6 j.tg), lanes 4 and 5: LDF (1.5 jig) + BSP-A1/A2 (1.5 and 6 jig,

respectively); lanes 6 and 7: LDF (1.5 g) + BSP-A3 (1.5 and 6 1g, respectively);

lanes 8 and 9: LDF (1.5 tg) + BSP-3OkDa (1.5 and 6 jig, respectively). The arrow

indicates the point of sample application. From Manjunath et al. (2002).

Figure 4. Electrophoretic analysis of the interaction of LDF with control proteins.

Samples were incubated 15 min at room temperature, then submitted to agarose gel

electrophoresis and stained for proteins. Lane 1: LDF (1 fig); lane 2: LDF (1 g) +
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myoglobin (6 jig); lane 3: LDF (1 g) + lysozyme (6 jig); lane 4: LDF (1 fig) + BSA (6

ug). The arrow indicates the point of sample application. From Manjunath et al.

(2002).

Figure 5. Electrophoretic analysis of the saturation of the binding of BSP proteins to

LDF. Samples were incubated 15 min at room temperature, then submitted to agarose

gel electrophoresis and stained for proteins. Lane 1: LDF (1 11g); lanes 2-7: LDF (1g)

+ BSP-A1/A2 protein (2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 and 15 fig, respectively); lane 8: BSP

A1/A2 (10 g). The arrow indicates the point of sample application. From Manjunath

et al. (2002).

Figure 6. Mechanism of sperm protection by EY. From Manjunath et al. (2002).

Figure 7. Amount of BSP-A1/A2 proteins associated with sperm during incubation at

4°C of buli sperm diluted with control extender (without EY or LDF; triangles), or

extender containing EY (circles) or LDF (squares). BSP-A1/A2 was quantified by

RIAs. The amount of BSP-A1/A2 proteins associated with buli sperm diluted with

extender containing EY or LDF is significantly different from control (F < 0.05).

From Bergeron et al. (2004).

Figure 8. Sperm lipid loss or gain during incubation at 4°C ofbull semen diluted with

control extender (without EY or LDF; triangles), or extender containing EY (circles)

or LDF (squares). A) Cholesterol. B) Choline phospholipids. Significant difference

versus O h: * F < 0.05; ** F < 0.01; *** F < 0.001. Different leflers within each
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incubation time denote significant differences between treatments (F < 0.05). from

Bergeron et aI. (2004).

TABLE 1. BSP homologs isolated from SP ofdifferent species.

BSP protein homologs

B SP-A 1, BSP-A2, BSP-A3, BSP-3 OkDa

Species

Buil

Boar pBl

Stallion HSP-1, HSP-2, HSP-l2kDa

Goat GSP-l4kDa, GSP-l5kDa, GSP-2OkDa, GSP-22kDa

Ram RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, RSP-22kDa, RSP-24kDa

Bison BiSv- 1 6kDa, BiSV- 1 7kDa, BiSV- 1 8kDa, BiSV-28kDa
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0 3. DISCUSSION

Afin d’être conservée à 4°C ou cryopréservée, la semence de mammiferes doit

être préalablement diluée avec un diluant contenant du jaune d’oeuf ou du lait comme

agent protecteur. Ces agents protecteurs permettent aux spermatozoïdes de résister

aux changements de température qu’ils subissent lors de la cryopréservation. Grâce à

la présence de ces agents dans les diluants protecteurs, on obtient des spermatozoïdes

vivants et motiles après la cryopréservation. Malgré l’utilisation de ces agents

protecteurs depuis plus de 60 ans, le mécanisme par lequel ils protègent les

spermatozoïdes est encore inconnu. La protection offerte par le jaune d’oeuf est

attribuée aux LDF qu’il contient. Cependant, on ne connaît pas de quelle manière ces

LDF protègent les spermatozoïdes pendant l’entreposage de la semence. L’hypothèse

la plus acceptée est à l’effet que les LDF du jaune d’oeuf s’associeraient aux

spermatozoïdes pendant l’entreposage et fourniraient des lipides pour la réparation des

membranes des spermatozoïdes. En ce qui concerne le lait, ce sont les micelles de

caséines qu’il contient qui semblent être responsables de l’effet protecteur du lait sur

les spermatozoïdes. Aucune hypothèse n’a été émise quant à leur mécanisme d’action

sur les spermatozoïdes. Puisque les mécanismes par lesquels les spermatozoïdes sont

protégés par le jaune d’oeuf et le lait sont inconnus, il est difficile d’apporter des

améliorations aux diluants utilisés pour la conservation de la semence et de trouver des

sources de remplacements au jaune d’oeuf et au lait qui ne sont pas d’origine animale.

Le PS est constitué des sécrétions des glandes accessoires et entre en contact

avec les spermatozoïdes au moment de l’éjaculation. Le PS est donc le milieu
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environnant des spermatozoïdes lors de la récolte de la semence dans les centres

d’insémination artificielle. L’influence du PS sur les fonctions spermatiques est très

complexe. Les études ayant tenté de démontrer son effet sur les fonctions

spermatiques donnent des résultats contradictoires. Plusieurs études décrivent le PS

comme étant néfaste pour les spermatozoïdes et suggèrent qu’un facteur qu’il contient

serait responsable de ses effets négatifs sur les spermatozoïdes. Cependant, ce facteur

négatif du PS n’a pas été caractérisé.

De la même manière, peu d’information est disponible quant à l’effet des

composants des agents protecteurs (jaune d’oeuf ou lait) présents dans les diluants sur

les fonctions spermatiques. On sait seulement que ces agents permettent d’obtenir des

spermatozoïdes motiles après le refroidissement et la congélation de la semence.

Quant à eux, les effets combinés du PS et des agents protecteurs sur les fonctions

spermatiques sont inconnus.

La présente thèse avait pour but de clarifier les points ci-haut mentionnés.

3.1. Pourquoi le PS est-il néfaste pour les spermatozoïdes bovins?

Nos études permettent d’expliquer pourquoi le PS a souvent été décrit comme

ayant un effet négatif sur les spermatozoïdes. In vitro, le PS peut être néfaste pour les

spermatozoïdes car il provoque un efflux des lipides des membranes des

spermatozoïdes. En effet, nous avons démontré qu’un contact continu des

spermatozoïdes bovins avec le P$ stimule un efflux continu du cholestérol et des

phospholipides des membranes des spermatozoïdes et que cet efflux de lipides est
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accompagné d’une diminution de la motilité spermatique (article 2.2). Des études de

notre laboratoire ont identifié les facteurs présents dans le PS qui sont responsables de

I’efflux des lipides des membranes des spermatozoïdes. Ces facteurs sont les

protéines BSP. Le PS contient donc des facteurs néfastes à l’intégrité des membranes

des spermatozoïdes et par conséquent, défavorables au maintien des fonctions

spermatiques.

L’efflux des lipides membranaires est directement proportionnel aux temps

d’incubation des spermatozoïdes avec le PS contenant les protéines BSP ainsi qu’à la

concentration des protéines BSP dans le milieu environnant les spermatozoïdes. [20,

70]. Les résultats contradictoires obtenus dans les études voulant élucider l’effet du

PS sur les spermatozoïdes peuvent donc être expliqués par des différences au niveau

de la concentration de PS et de la durée de l’incubation des spermatozoïdes avec le PS

ayant été utilisées dans ces études.

La quantité de lipides enlevée des membranes des spermatozoïdes pendant

l’incubation de la semence a été la même pour la semence non-diluée et la semence

ayant été diluée par au moins un facteur dix avec un diluant ne contenant pas de jaune

d’oeuf (article 2.2., figure 7). Ceci peut être expliqué par le fait que malgré que le PS

soit dilué au moins dix fois dans la semence diluée, la concentration en protéines B$P

dans le milieu environnant les spermatozoïdes est encore trop élevée pour amener une

différence dans la quantité de lipides enlevés des membranes des spermatozoïdes. À

une certaine concentration de protéines BSP, il est possible que les sites de liaison des

protéines BSP sur la membrane des spermatozoïdes soient saturés. Lors des études
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précédentes visant à démontrer que l’efflux lipidique observé en présence de protéines

BSP dépendait de la concentration des protéines BSP présentes dans le milieu

environnant les spermatozoïdes, les concentrations de protéines BSP variaient entre 20

et 120 jig/ml [20, 70] tandis que dans l’étude présentée dans la section 2.2., la

concentration en protéines BSP était jusqu’à 50 fois plus élevée et ce, même si la

semence avait été préalablement diluée par un facteur dix.

Le P$ a donc un effet négatif sur les spermatozoïdes bovins dans un contexte

d’entreposage de la semence. Il provoque un efflux des lipides membranaires qui

endommage les membranes des spermatozoïdes et affecte négativement les fonctions

spermatiques. De plus, le PS peut avoir un effet négatif sur la survie des

spermatozoïdes pendant la cryopréservation. En effet, la diminution de la quantité de

cholestérol membranaire fragilise les membranes des spermatozoïdes et rend les

spermatozoïdes plus susceptibles d’être endommagés par le refroidissement [103]. Il

est aussi possible que l’efflux du cholestérol membranaire contribue à la capacitation

prématurée des spermatozoïdes, ce qui est néfaste pour leur survie.

3.2. Caractérisation des facteurs néfastes présents dans le PS des mammifères

Les protéines BSP peuvent être néfastes pour les membranes spermatiques

dans un contexte où les spermatozoïdes bovins sont en contact continu avec le PS.

Nous avons voulu vérifier si des facteurs négatifs pour les fonctions spermatiques

étaient aussi présents dans le PS de mammifères autres que le bovin, espèce chez

laquelle ces facteurs négatifs ont été initialement caractérisés. Des membres de la

famille des protéines BSP avaient déjà été identifiés dans le PS de porc, d’étalon, de
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( bouc, d’humain, et de hamster. Dans cette thèse, nous avons démontré pour la

première fois la présence de protéines homologues aux protéines BSP dans le PS de

bison (protéines BiSV: BiSV-l6kDa, BiSV-l7kDa, BiSV-l8kDa et BiSV-28kDa) et

de bélier (protéines RSP: RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, RSP-22kDa et R$P-24kDa),

indiquant que les protéines de la famille des protéines B$P sont probablement

présentes dans le PS de tous les mammifères. Le PS bovin contient quatre protéines

BSP (BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3 et BSP-3OkDa). Nos résultats démontrent que le PS

de bison et de bélier contiennent eux aussi, quatre formes de protéines homologues

aux protéines BSP.

Malgré que la séquence complète des protéines homologues aux protéines BSP

présentes dans le PS de bison et de bélier est inconnue, leur séquence N-terminale, leur

masse moléculaire et leurs propriétés de liaison nous permettent de prédire que ces

protéines homologues contiennent 2 domaines de type II. De plus, leur extrémité C-

terminale est probablement très similaire à celle des protéines BSP. En effet,

l’anticorps dirigé contre les 15 acides aminés correspondant à l’extrémité C-terminale

de la protéine pB 1 (protéine homologue aux protéines BSP du PS porcin) reconnaît les

protéines homologues retrouvées dans le PS de bison (protéines BiSV), de bélier

(protéines RSP), de cheval (protéines HSP), de bouc (protéines GSP), d’humain et de

buffle ainsi que les protéines BSP [157]. Ces résultats indiquent que les protéines

homologues aux protéines BSP partagent une forte identité avec l’extrémité C

terminale de la protéine pB 1. Il existe donc une forte identité au niveau de la séquence

des protéines homologues aux protéines BSP. Quant à elle, la séquence N-terminale
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C des protéines homologues retrouvées dans le PS de bison partage environ 100%

d’identité avec l’extrémité N-terminale des protéines BSP (figure 4, article 2.3). De

plus, les anticorps polyclonaux dirigés contre chacune des protéines BSP détectent

spécifiquement les protéines BiSV (figure 5, article 2.4). Ces résultats indiquent que

la séquence entière des protéines BiSV partage une forte identité avec les protéines

BSP. Quant à elles, les protéines RSP partagent une plus forte identité de séquence

avec les protéines homologues aux protéines BSP présentes dans le P$ de bouc

(protéines GSP) qu’avec les protéines BSP.

Il a été démontré que ce sont les 2 domaines de type II qui sont responsables de

la liaison des protéines BSP aux groupements choline des phospholipides de la

membrane plasmique des spermatozoïdes et de la stimulation de l’efflux du

cholestérol membranaire [158]. Puisque les protéines homologues aux protéines BSP

isolées à partir du PS des autres espèces de mammifères semblent contenir deux

domaines de type II, il est probable qu’elles jouent un rôle biologique similaire à celui

des protéines BSP (capacitation). Ces aspects devront être vérifiés afin de déterminer

les mécanismes impliqués dans la capacitation des spermatozoïdes des autres espèces

de mammifères. Ces nouveaux membres de la famille des protéines BSP sont des

facteurs potentiellement néfastes pour les fonctions spermatiques dans un contexte

d’entreposage de la semence à cause de leur capacité à stimuler un efflux des lipides

membranaires.
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( 3.3. Les LDF du jaune d’oeuf lient les facteurs néfastes contenus dans le PS

Nous avons démontré que les facteurs néfastes contenus dans le PS bovin

(protéines BSP) ont la capacité de lier les LDF du jaune d’oeuf (article 2.1). Nos

études précédentes ont démontré que les protéines BSP lient la surface des

spermatozoïdes en se liant aux phospholipides portant un groupement choline de la

membrane plasmique des spermatozoïdes [62]. Les molécules de LDf du jaune d’oeuf

sont composées de triacylglycérols qui sont entourés d’une monocouche de lipides

contenant principalement des phospholipides portant un groupement choline [118]. Il

est donc probable que la liaison des protéines BSP aux LDf du jaune d’oeuf (article

2.1) se fait grâce à l’interaction des protéines BSP avec le groupement choline des

phospholipides présents dans la monocouche lipidique des LDf du jaune d’oeuf. La

liaison des protéines BSP aux molécules de LDF serait donc proportionnelle à la

quantité de phospholipides portant un groupement choline présents dans leur

monocouche lipidique. Nous avons calculé qu’une molécule de LDf du jaune d’oeuf

peut lier entre 243 et 555 moles de protéines BSP. Cette liaison est spécifique aux

protéines BSP. En effet, les LDF du jaune d’oeuf ne lient pas les autres protéines

contenues dans le PS bovin. Nous avons aussi démontré que les protéines homologues

aux protéines BSP présentes dans le PS de mammifères ont, elles aussi, la capacité de

lier les LDF du jaune d’oeuf.

Nous avons démontré que la présence de jaune d’oeuf ou de LDF du jaune

d’oeuf dans le diluant protecteur empêche la liaison des protéines BSP aux

spermatozoïdes. Par conséquent, les spermatozoïdes cryopréservés ont moins de
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( protéines BSP liées à leur membrane que les spermatozoïdes fraîchement éjaculés. De

plus, lorsque la semence est entreposée dans un diluant qui ne contient pas de jaune

d’oeuf ou de LDF du jaune d’oeuf, les spermatozoïdes perdent des lipides

membranaires (cholestérol et phospholipides portant un groupement choline). La

diminution de la quantité de cholestérol des membranes des spermatozoïdes diminue

la résistance des spermatozoïdes aux dommages causés par le refroidissement [103].

Par conséquent, les spermatozoïdes ayant perdu du cholestérol sont moins résistants au

processus de cryoprésewation. Les LDf du jaune d’oeuf présentes dans les diluants

protecteurs empêchent la perte de lipides membranaires. De plus, en présence de

jaune d’oeuf ou de LDF du jaune d’oeuf, la quantité de lipides associés aux

spermatozoïdes augmente. Il semble donc que des lipides des LDF du jaune d’oeuf ou

les molécules entières de LDF s’associent aux spermatozoïdes pendant l’entreposage

de la semence.

Ces effets des LDF du jaune d’oeuf sur la liaison des protéines BSP aux

spermatozoïdes et sur les lipides des membranes des spermatozoïdes nous ont permis

de proposer un nouveau mécanisme pour expliquer l’effet protecteur du jaune d’oeuf

pendant l’entreposage de la semence (article 2.5).

3.4 Nouveau mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune d’oeuf

Nos travaux ont confirmé que ce sont les LDF contenues dans le jaune d’oeuf

qui protègent les spermatozoïdes contre les dommages causés par la ciyopréseivation.

Cependant, ils démontrent pour la première fois de quelle façon ils protègent les

spermatozoïdes. L’élément clé du nouveau mécanisme de protection par le jaune
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d’oeuf que nous proposons est la séquestration des facteurs néfastes présents dans le PS

(protéines BSP) par le jaune d’oeuf. Lors de la dilution de la semence bovine avec un

diluant protecteur contenant du jaune d’oeuf, les LDf contenues dans le jaune d’oeuf

lient les protéines B$P empêchant ces dernières de stimuler un efflux des lipides

membranaires des spermatozoïdes. Puisque les membres de la famille des protéines

BSP présents chez l’étalon, le porc, le bison, le bouc, et le bélier ont eux aussi la

capacité de lier les LDf du jaune d’oeuf le mécanisme impliqué dans la protection des

spermatozoïdes par le jaune d’oeuf est probablement le même pour toutes les espèces

de mammifères ayant des protéines homologues aux protéines B$P dans leur PS.

Nous avons démontré que la liaison des protéines BSP aux LDf du jaune d’oeuf

demeure stable même après le dégel de la semence (article 2.1). Ceci indique que les

LDf peuvent exercer leur effet protecteur avant, pendant et après la décongélation de

la semence.

Notre nouveau modèle permet d’expliquer les effets du PS ayant été rapportés

dans certaines études. Des études ont démontré qu’au contact du PS, les

spermatozoïdes deviennent plus susceptibles aux dommages occasionnés par la

cryopréservation [159, 160]. Nos résultats sont en accord avec ces études et

fournissent une explication à ces conclusions (article 2.2). L’effet négatif du PS sur

les spermatozoïdes observé dans ces études est dû à l’efflux lipidique provoqué par les

protéines BSP présentes dans le PS.

De plus, ce nouveau mécanisme de protection des spermatozoïdes par le jaune

d’oeuf, qui implique la séquestration des protéines BSP, permet d’expliquer la
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controverse quant à l’effet (bénéfique ou néfaste?) du P$ sur les spermatozoïdes. Les

protéines majeures du P$ bovin, les protéines BSP, stimulent la capacitation des

spermatozoïdes via la stimulation d’un efflux du cholestérol membranaire [34]. Le PS

est donc bénéfique pour les spermatozoïdes car il contribue à leur pouvoir fécondant in

vivo. Cependant, un contact continu avec le P$ qui contient les protéines BSP est

néfaste pour les spermatozoïdes car l’efflux continu des lipides des membranes des

spermatozoïdes cause des dommages membranaires et est associé à une diminution de

la motilité spermatique. In vivo, le PS n’a pas le temps d’être néfaste pour les

spermatozoïdes car après l’éjaculation, les spermatozoïdes nagent dans le tractus

génital femelle et laissent le PS derrière eux. L’effet du PS sur les spermatozoïdes

peut donc être positif ou négatif selon le contexte (in vivo ou in vitro) dans lequel les

travaux ont été réalisés ainsi que le temps d’incubation et la concentration de PS à

laquelle les spermatozoïdes ont été exposés.

Lors de l’entreposage de la semence diluée avec un diluant contenant du jaune

d’oeuf la quantité de cholestérol et de phospholipides associée aux spermatozoïdes

augmente. Cette augmentation de la quantité des lipides associés aux spermatozoïdes

est due aux LDf contenues dans le jaune d’oeuf. Il est possible que l’effet protecteur

des LDF du jaune d’oeuf soit non seulement apporté par la prévention de l’efflux

lipidique stimulé par les protéines BSP mais aussi par le gain de lipides qu’il provoque

au niveau des spermatozoïdes (article 2.2, figure 8). Cependant, le lait écrémé, qui est

exempt de lipides, protège les spermatozoïdes aussi efficacement que le jaune d’oeuf

[114]. L’effet protecteur des LDf du jaune d’oeuf semble donc résider dans la
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séquestration des protéines BSP plutôt que dans le gain de lipides associés aux

spermatozoïdes. Cette hypothèse devra être vérifiée.

La liaison des protéines BSP aux LDf du jaune d’oeuf est spécifique et cette

caractéristique peut avoir d’importants avantages pour les spermatozoïdes. En effet,

les autres protéines qui sont contenues dans le PS et qui sont bénéfiques pour les

spermatozoïdes ne sont pas séquestrées par le jaune d’oeuf et peuvent donc exercer leur

rôle sur les spermatozoïdes.

Les spermatozoïdes cryopréservés ont 50 à 80% moins de protéines BSP liées à

leur membrane comparativement à ceux de la semence fraîchement éjaculée [161].

Les protéines BSP liées aux spermatozoïdes sont impliquées dans la stimulation de la

capacitation des spermatozoïdes par les glycosaminoglycanes du tractus génital

femelle. Il est donc possible que la capacitation des spermatozoïdes cryopréservés

avec un diluant contenant du jaune d’oeuf soit compromise. Cette diminution de la

quantité de protéines BSP liées à la surface des spermatozoïdes pourrait être éliminée

en incubant la semence en présence de protéines BSP avant de l’utiliser pour

l’insémination artificielle. Ceci pourrait peut-être augmenter le pouvoir fécondant des

spermatozoïdes cryopréservés. In vivo, les protéines BSP liées aux spermatozoïdes

stabiliseraient les membranes des spermatozoïdes pendant leur voyage jusqu’à

l’oviducte [34]. Cependant, lors de l’insémination artificielle, la semence

cryopréservée est déposée directement dans l’utérus. La distance que les

spermatozoïdes cryopréservés doivent parcourir pour atteindre l’oviducte est donc plus

courte que celle parcourue par les spermatozoïdes fraîchement éjaculés. Les
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( spermatozoïdes cryopréservés nécessitent peut-être une plus faible quantité de

protéines BSP pour la stabilisation de leur membrane étant donné la plus courte

distance qu’ils ont à parcourir dans le tractus génital femelle.

3.5. Amélioration des protocoles de congélation de la semence bovine

À la lumière de nos résultats, plusieurs améliorations pourraient être apportées

aux protocoles utilisés lors de la congélation de la semence bovine. Premièrement, la

semence bovine devrait être diluée avec le diluant protecteur aussitôt que possible

après la récolte de la semence. Dans les centres d’insémination artificielle, la semence

est analysée (pourcentage de motilité, concentration spermatique et viabilité) avant

d’être diluée. Pendant cette période d’analyses, les membranes des spermatozoïdes

peuvent être endommagées à cause de l’efflux de lipides provoqué par le PS ([20, 70],

article présenté dans la section 2.2). Cet efflux des lipides membranaires est

directement proportionnel aux temps d’incubation des spermatozoïdes avec le PS

contenant les protéines BSP ainsi qu’à la concentration des protéines BSP présentes

dans le milieu environnant les spermatozoïdes. Pendant l’analyse de la qualité de la

semence, cette dernière n’est pas diluée et les spermatozoïdes sont exposés à une

concentration élevée de protéines BSP (35-60 mglml) qui peuvent enlever une grande

quantité de lipides membranaires. En effet, lorsqu’un éjaculat non-dilué est placé à

4°C, la quantité de cholestérol des membranes des spermatozoïdes diminue d’environ

10% après seulement 1 h d’incubation (article 2.2, figure 7). Afin d’assurer une

résistance maximale des spermatozoïdes au refroidissement, il faut assurer une perte

minimale de lipides des membranes des spermatozoïdes. Pour ce faire, les protéines
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BSP doivent être séquestrées aussitôt que possible après la récolte de la semence. De

plus, il serait intéressant de récolter la semence dans un tube préalablement rempli de

diluant protecteur contenant du jaune d’oeuf. Ainsi, les protéines BSP seraient

séquestrées immédiatement par les LDF présentes dans le diluant lors de la récolte de

la semence, empêchant complètement les protéines BSP de venir endommager les

membranes des spermatozoïdes avant le refroidissement et la congélation.

Deuxièmement, les éjaculats bovins devraient être dilués selon leur volume.

Dans les centres d’insémination artificielle, la semence est généralement diluée de

façon à obtenir une concentration de 80 X 106 spermatozoïdes/ml afin d’obtenir 20 X

106 spermatozoïdes par paillette de 250 iiI (une paillette correspond à une dose

d’insémination). Cependant, ce n’est peut-être pas la meilleure façon de protéger

efficacement les spermatozoïdes contre l’effet néfaste des protéines BSP sur les

membranes des spermatozoïdes. La concentration spermatique des éjaculats bovins

est très variable et peu importe le volume de l’éjaculat, il sera dilué pour atteindre une

concentration fixe de 80 X 106 spermatozoïdes/ml. Ainsi, le facteur de dilution utilisé

pour diluer les éjaculats de faible concentration spermatique (300 X 106

spermatozoïdes/ml) est moins élevé que les éjaculats ayant une concentration élevée

de spermatozoïdes (2000 X 106 spermatozoïdes/ml) (voir Tableau II). Par conséquent,

plus la concentration spermatique de l’éjaculat est faible, plus la concentration du PS

dans la semence diluée est élevée (voir Tableau II). Une concentration élevée de PS

dans la semence diluée peut affecter négativement la qualité des spermatozoïdes

entreposés. En diluant l’éjaculat selon son volume, la concentration de PS retrouvée
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dans la semence diluée sera constante, peu importe la concentration spermatique des

éjaculats. De plus, le volume des éjaculats bovins est aussi très variable (2-10 ml). Si

le volume de l’éjaculat ayant une faible concentration spermatique est élevé, la

quantité de jaune d’oeuf présente dans le diluant n’est peut être pas assez élevée afin de

fournir un nombre suffisant de molécules de LDF afin de séquestrer toutes les

protéines BSP présentes dans le PS de l’éjaculat. Selon nos estimations, les centres

d’insémination devraient s’assurer de diluer tous les éjaculats bovins par un facteur

d’au moins dix avec le diluant contenant 20% de jaune d’oeuf (vlv). À ce facteur de

dilution, la quantité de jaune d’oeuf présente dans le milieu environnant les

spermatozoïdes est suffisante pour séquestrer la grande quantité de protéines BSP

présentes dans le PS bovin.

Tableau II. Effet de la dilution de la semence afin d’obtenir une concentration de 80

X 106 spermatozoïdes/ml (20 X 106 spermatozoïdes/paillette).

• • Facteur de dilution OConcentration spermat;que
• 6 / de PS dans la

de l’éjaculat (# X 109/ml) Qour obtenir $0 X 10 semence diluée (v/v)
sperm!ml)

0,3 1:3,75 26,7

0,5 1:6,25 16,0

1,0 1:12,5 8,0

1,5 1:18,8 5,3

2,0 1:25 4,0

Il est possible que le facteur de dilution avec lequel la semence bovine est

diluée soit important pour la conservation de la semence car il permettrait d’expliquer
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les différences obtenues dans la tolérance des spermatozoïdes de différents taureaux à

la congélation. Les éjaculats bovins ayant une faible concentration spermatique sont

moins dilués (surplus de BSP libres) et sont moins résistants à la congélation car les

membranes des spermatozoïdes ont été modifiées par les protéines BSP libres.

3.6. Mise au point d’un diluant pour la conservation des spermatozoïdes de

mammifères

Selon nos résultats, il sera difficile de trouver un diluant efficace pour

cryopréserver la semence de tous les mammifères. En effet, la quantité de protéines

homologues aux protéines BSP présente dans le PS est très variable entre les

différentes espèces de mammifères (voir Tableau ifi). Par conséquent, la quantité de

jaune d’oeuf présente dans le diluant protecteur doit être adaptée pour chaque espèce.

Par exemple, la semence de bélier, qui contient une quantité de protéines homologues

aux protéines BSP plus faible que la quantité de protéines BSP présentes dans la

semence bovine, devrait nécessiter une proportion de jaune d’oeuf plus faible dans le

diluant protecteur que celle requise pour la congélation de la semence bovine. Plus la

quantité de protéines BSP à séquestrer est élevée, plus le diluant doit contenir une

quantité élevée de jaune d’oeuf. Il est aussi possible d’utiliser le diluant contenant 20%

de jaune d’oeuf pour chaque espèce mais en utilisant un facteur de dilution adapté pour

chacune d’elle. Chez le bélier, la semence est généralement diluée 2 à 5 fois avec un

diluant contenant 2-15% (v/v) de jaune d’oeuf avant d’être congelée [162]. Ce faible

facteur de dilution et la quantité de jaune d’oeuf insuffisante dans le diluant expliquent

probablement la faible efficacité des méthodes de cryopréservation chez le bélier. En
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effet, les centres d’insémination artificielle doivent utiliser jusqu’à 200 X 106

spermatozoïdes pour inséminer une seule brebis. En diluant la semence de bélier avec

suffisamment de jaune d’œuf les spermatozoïdes seront protégés efficacement contre

les protéines homologues aux protéines BSP et moins de spermatozoïdes pourront être

utilisés par dose d’insémination.

Tableau III. Quantité moyenne de protéines BSP dans le PS de différentes espèces de

mammifères.

Protéines BSP dans le PS
Protéines BSP
(mg/éj aculat)

(mg/ml) (% des protéines
totales)

Taureau 39,1 46,9 234,3

Bison 3* 25* -

Bélier 15 30 20,3

Bouc 5,6 20 7,6

Étalon 2 20 330

Porc 0,32 1,1 104

Humain 0,007 0,02 0,03

* protéines BSP dans les sécrétions des vésicules séminales.

L’identification ainsi que la quantification des facteurs néfastes (famille des

protéines BSP) présents dans le PS des différentes espèces de mammifères permettra

la mise au point de diluants efficaces (contenant assez de jaune d’oeuf) pour la

conservation des spermatozoïdes de chacune des espèces. Par conséquent, il sera
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C possible de conserver la semence des animaux domestiques, de ferme, de zoo ou bien

d’espèces menacées. De plus, les méthodes de cryopréservation des spermatozoïdes

pourront être standardisées pour chaque espèce (facteur de dilution et nombre de

spermatozoïdes à utiliser pour l’insémination) afin d’obtenir un taux de fécondation

optimal avec la semence cryopréservée.

3.7. Nouveau diluant protecteur exempt de substances d’origine animale

Depuis plusieurs années, l’industrie de l’insémination artificielle est intéressée

à éliminer tout facteur d’origine animale de la composition des diluants protecteurs et

à utiliser des agents protecteurs ayant une composition plus uniforme. Afin de trouver

des agents de remplacement capables de protéger efficacement les spermatozoïdes, il

faut comprendre de quelle façon le jaune d’oeuf protège les spermatozoïdes contre les

dommages causés par la cryopréservation. Selon les résultats décrits dans cette thèse,

il est clair que la séquestration des protéines BSP est le mécanisme par lequel le jaune

d’oeuf protège les spermatozoïdes. Afin de remplacer le jaune d’oeuf les produits

d’origine non-animale choisis devront avoir les propriétés suivantes: 1) être capable de

lier les protéines BSP rapidement et spécifiquement, 2) avoir une capacité élevée à lier

les protéines BSP, 3) former un complexe avec les protéines BSP qui est stable

pendant la congélation et le dégel, et 4) ne pas changer l’osmolalité du diluant

protecteur. Cette dernière propriété a pour rôle d’empêcher la mort cellulaire causée

par la sortie de l’eau intracellulaire à l’extérieur du spermatozoïde lors de la dilution

de la semence.
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(-N Plusieurs polysaccharides (fructose, glucose, raffinose, galactose, etc.) ont été

utilisés comme agents protecteurs non-perméants pour la congélation des

spermatozoïdes (revue par Watson [140]). Il est intéressant de noter que les protéines

BSP ont la propriété de lier des polysaccharides tels que le mannose [163] et le ftcose

[66]. Grâce à leur pouvoir cryoprotecteur et leur capacité à lier les protéines BSP, ces

polysaccharides seraient des composés de choix pouvant être inclus dans un diluant

protecteur. Cependant, jusqu’à aujourd’hui, aucune étude n’a démontré que les

protéines BSP ont la capacité de lier ces sucres de façon stable. De plus, l’ajout d’une

quantité élevée de sucres dans le diluant pourrait aussi contribuer à un changement

important dans l’osmolalité du diluant protecteur.

Il a aussi été démontré que les protéines B$P lient le groupement choline des

phospholipides [62]. La choline est vendue sous forme de sel et l’ajout de ce sel dans

le diluant protecteur augmenterait l’osmolalité du diluant. Cependant, l’ajout de

lipides portant un groupement choline dans les diluants protecteurs ne change pas leur

osmolalité. La lécithine (phosphatidyl-choline végétale) provenant des fèves de soya,

des graines de tournesol ou de canola est donc une avenue intéressante afin de

remplacer le jaune d’oeuf. Ce type de diluant (par exemple, Biociphos®) est utilisé

dans l’industrie de linsémination artificielle bovine mais n’est pas aussi efficace que

les diluants contenant du jaune d’oeuf [134, 135]. Cette faible efficacité est

probablement dûe à une quantité de lécithines dans le diluant protecteur insuffisante

pour séquestrer toutes les protéines BSP présentes dans le PS des éjaculats. La
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quantité de phospholipides portant un groupement choline à ajouter dans le diluant

afin de protéger efficacement les spermatozoïdes est à déterminer.

L’utilisation de liposomes composés de lipides végétaux ou synthétiques serait

une bonne alternative à l’utilisation du jaune d’oeuf. La composition de ces liposomes

devrait refléter la composition de la monocouche lipidique entourant les LDF i.e. 16%

de cholestérol et 84% de phospholipides (72% de phosphatidyl-choline, 19% de

phosphatidyl-éthanolamine et 9% de lysophosphatidyl-choline, de lysophosphatidyl

éthanolamine et de sphingomyéline). La présence de cholestérol dans les liposomes

les rend plus stables que des liposomes composés seulement de phospholipides et

permet de fabriquer des grosses vésicules de lipides. Ces grosses vésicules peuvent

séquestrer rapidement une plus grande quantité de protéines BSP et ne changent pas

l’osmolalité du diluant. L’utilisation de liposomes de phospholipides et de cholestérol

d’origine animale afin de protéger les spermatozoïdes pendant l’entreposage et le

refroidissement de la semence est bien documentée [129, 164]. Cependant, les

diluants contenant ces liposomes ne sont pas aussi efficaces que le jaune d’oeuf pour

conserver la semence. La faible efficacité de ces liposomes semble résider dans la

quantité insuffisante de lipides présents dans le diluant protecteur afin de séquestrer

toutes les protéines BSP présentes dans le PS des éjaculats. La concentration de

phospholipides portant un groupement choline était de seulement 5 mg/ml dans ces

diluants alors que dans un diluant contenant 20% de jaune d’oeuf, elle est de 8 mg/ml.
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La lécithine et les liposomes de lipides végétaux ou synthétiques sont les

sources de remplacement du jaune d’oeuf les plus susceptibles de protéger

efficacement les spermatozoïdes.

3.8. Mécanisme impliqué dans la protection des spermatozoïdes par le lait

Le mécanisme par lequel le lait utilisé dans les diluants protecteurs protège les

spermatozoïdes semble être le même que celui démontré pour les LDf du jaune d’oeuf.

Des études ont démontré que ce sont les micelles de caséines présentes dans le lait qui

sont responsables de la protection offerte par le lait aux spermatozoïdes pendant le

processus de cryopréservation [138, 139]. En effet, l’utilisation d’une solution de

micelles de caséines dans le diluant protecteur est aussi efficace que le lait pour la

cryopréservation des spermatozoïdes bovins. Nos études préliminaires suggèrent que

les micelles de caséines présentes dans le lait ont la capacité de lier les protéines BSP.

Il semble donc que le lait protège lui aussi les spermatozoïdes en empêchant les

protéines BSP présentes dans le PS de venir se lier à la membrane plasmique des

spermatozoïdes et de stimuler un efflux de lipides. Cette hypothèse devra être vérifiée.

L’effet protecteur du lait ne semble pas résider dans les lipides qu’il contient puisque

le lait écrémé, qui ne contient pas de lipides, protège les spermatozoïdes contre les

dommages causés par la cryopréservation aussi efficacement que le lait contenant

3,25% de lipides.
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3.9. Spermadhésines

En voulant isoler les protéines homologues aux protéines BSP présentes dans

le PS de bélier (article 2.4), nous avons isolé une protéine homologue à la

spermadhésine AQN-1 présente dans le PS de porc. Les spermadhésines sont une

famille importante de protéines du PS de mammifères. Elles sont les protéines

majeures du PS de porc et de cheval et deux spermadhésines ont aussi été identifiées

dans le PS de boeuf [165]. Les spermadhésines sont caractérisées par la présence, dans

leur structure secondaire, d’un domaine CUB, nommé selon la première lettre du nom

de chacune des trois premières protéines dans lesquelles un tel domaine a été identifié

(Cir, Uegf and Bmpl) [166]. Les spermadhésines ont la capacité de lier la gélatine,

l’héparine et les sucres et lient la membrane plasmique des spermatozoïdes au moment

de l’éjaculation [167]. Les membres de cette famille de protéines semblent jouer un

rôle dans la capacitation des spermatozoïdes et dans la liaison des spermatozoïdes à la

zone pelÏucide. Nous avons pour la première fois isolé une protéine de la famille des

spermadhésines à partir du PS de bélier. Cette protéine (15,5 kDa) est la principale

protéine retrouvée dans le PS de bélier, représentant environ 45% des protéines totales

du PS. Le PS de porc contient sept spermadhésines différentes et celle retrouvée en

plus grande quantité est la spermadhésine AQN-1. AQN-1 semblent jouer un rôle

dans la capacitation des spermatozoïdes porcins. II est possible que la spermadhésine

identifiée chez le bélier joue un rôle similaire à AQN- 1. Cette hypothèse devra être

vérifiée.



C 4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos études ont démontré que le PS peut être néfaste pour les spermatozoïdes

bovins dans un contexte d’entreposage de la semence à cause des protéines BSP qu’il

contient. Ces protéines BSP stimulent un efflux des lipides membranaires qui est

accompagné d’une diminution du pourcentage de spermatozoïdes motiles retrouvés

dans la semence. Ces travaux nous ont permis de proposer un nouveau mécanisme

pour expliquer l’effet protecteur du jaune d’oeuf présent dans les diluants utilisés pour

la cryopréservation de la semence. L’élément clé de ce mécanisme est la séquestration

des facteurs néfastes pour les spermatozoïdes présents dans le PS par le jaune d’oeuf

contenu dans les diluants protecteurs. En effet, nous avons démontré pour la première

fois que les LDF du jaune d’oeuf lient spécifiquement les protéines BSP présentes dans

le PS, que leur capacité à lier les protéines BSP est élevée et que cette liaison est stable

pendant la cryopréservation. De plus, au moment de la dilution de la semence bovine

avec un diluant contenant du jaune d’oeuf, les LDF contenues dans le jaune d’oeuf lient

les protéines BSP présentes dans le PS, empêchant ces dernières de se lier à la

membrane plasmique des spermatozoïdes et de stimuler un efflux lipidique

(cholestérol et phospholipide) pendant l’entreposage de la semence. De plus, nous

avons démontré que ce sont les LDF du jaune d’oeuf qui permettent de maintenir la

motilité spermatique pendant l’entreposage de la semence. Pendant l’entreposage de

la semence, les LDF du jaune d’oeuf causent aussi une augmentation de la quantité des

lipides associés aux spermatozoïdes. Le rôle de ce gain de lipides dans la protection

des spermatozoïdes devra être déterminé. Aussi, il serait intéressant de déterminer si
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ce gain de lipides est dû à l’incorporation de lipides dans la membrane plasmique des

spermatozoïdes ou à l’association de molécules de LDf avec les spermatozoïdes.

Nous avons démontré que les facteurs néfastes de PS bovin (Irotéines BSP)

lors de l’entreposage de la semerce sont aussi présents dans le PS de bison (protéines

BiSV: BiSV-Ï6kDa, BiSV-l7kDa, BiSV18kDa et BiSV-28kDa) et de bélier (protéines

RSP: RSP-l5kDa, RSP-l6kDa, R$P-22kDa et RSP-24kDa). Les protéines BSP

semblent donc être présentes dans le P5 de tous les mammifères étudiés. De plus,

nous avons démontré que les protéines BiSV et RSP lient les LDF du jaune d’oeuf. Il

serait intéressant de vérifier si le mécanisme de protection par le jaune d’oeuf est le

même chez toutes les espèces de mammifères. On pourrait par exemple préparer des

diluants dans lesquels la quantité de jaune d’oeuf est adaptée à la quantité de protéines

homologues aux protéines BSP retrouvées dans le PS de chaque espèce. La

compréhension des mécanismes impliqués dans la protection des spermatozoïdes de

mammifères permettra la mise au point de nouveaux diluants efficaces adaptés pour

chaque espèce et de standardiser les méthodes de cryopréservation des spermatozoïdes

de chaque espèce.

L’industrie de l’insémination artificielle bovine étant un secteur très développé

au Québec, toutes les études visant à améliorer la qualité de la semence cryopréservée

pourraient être intéressantes pour cette industrie. Nos travaux vont permettre de

développer de nouvelles stratégies afin d’améliorer les méthodes de clyopréservation

de la semence bovine. Afin d’améliorer la qualité des spermatozoïdes cryopréservés,

il serait intéressant de récolter la semence bovine dans un tube préalablement rempli
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de diluant protecteur. De cette manière, le temps de contact des spermatozoïdes avec

une concentration élevée de PS serait réduit, évitant ainsi la fragilisation des

membranes des spermatozoïdes par un trop grand efflux lipidique avant la congélation.

De plus, des études pourraient être entreprises afin d’étudier l’effet de la dilution de la

semence bovine avec le diluant protecteur selon le volume des éjaculats plutôt que

selon leur concentration spermatique. De cette manière, on s’assurerait que tous les

éjaculats soient dilués avec une quantité suffisante de diluant protecteur afin de

séquestrer toutes les protéines BSP qu’ils contiennent.

L’avancement des connaissances au niveau des mécanismes impliqués dans la

protection des spermatozoïdes pendant la cryopréservation va aussi permettre

d’élaborer de nouveaux diluants protecteurs exempts de substances d’origine animale.

Afin de remplacer le jaune d’oeuf ou le lait, des études pourraient être effectuées dans

le but de déterminer l’efficacité de nouveaux agents protecteurs d’origine non-animale

capables de séquestrer efficacement les protéines BSP présentes dans le PS des

éj aculats.
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