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SOMMAIRE

Suite 4 I’éjaculation, le spermatozoide est inapte & féconder ovule. II doit subir
une série de modifications qui vont lui permettre de fusionner avec I"oeuf. Cette série de
modifications se nomme la capacitation et a lieu dans le tractus génital femelle. Les
étapes exactes de la capacitation sont encore peu connues, mais nous connaissons les
agents du fluide folliculaire et oviductal qui agissent comme inducteur de la capacitation
des spermatozoides. Chez le bovin, I’héparine et les lipoprotéines de haute densité
(HDL) sont connues comme étant de bons inducteurs. Chez le bovin, une famille de
protéines majoritaires du plasma séminal bovin, les protéines BSP, seraient importantes
dans la capacitation des spermatozoides induite par I’héparine et par les HDL. Le but de
cette étude était de mieux connaitre les mécanismes de capacitation induite par

I’héparine et les HDL.

Dans la présente étude, nous avons utilisé des anticorps polyclonaux dirigés
contre les protéines BSP, dans nos essais de capacitation in vitro, pour confirmer
premiérement 1’importance des protéines BSP dans la capacitation et deuxiémement
pour mieux vérifier si les protéines BSP agissaient au méme niveau dans la capacitation
induite par ’héparine et celle induite par les HDL. De recentes études indiquaient
qu’une des transformations observée suite a la capacitation induite par 1’héparine est
I’augmentation de la phosphorylation des tyrosines associées a ’augmentation du niveau
de capacitation. Ainsi nous avons étudié ce type de phosphorylation suite a la
capacitation induite par I’héparine et les HDL pour vérifier si ces deux agents

capacitants entrainaient les mémes modifications des niveaux de phosphorylation.



v

Nos résultats indiquent la présence de deux mécanismes indépendants de
capacitation des spermatozoides. L’addition des anticorps contre les protéines BSP
entrainait une inhibition de la capacitation lorsqu’elle était induite par I’héparine. Par
contre, ces anticorps n’avaient aucun effet sur la capacitation induite par les HDL. Dans
le cas de la capacitation induite par I’héparine, les protéines BSP agiraient en tant que
site de liaison de I’héparine. La liaison de I’anticorps aux protéines BSP préviendrait la
liaison subséquente de I’héparine ce qui expliquerait I'inhibition de la capacitation
observée.  Pour la capacitation avec les HDL, les protéines BSP agissent
indépendemment des HDL. Comme il a été démontré dans notre laboratoire les BSP
agiraient plutot en stimulant un premier efflux de cholestérol qui aurait lieu dans les
secondes suivant 1’éjaculation. Les résultats de phosphorylation sont venus confirmer
notre hypothése voulant qu’il y ait deux mécanismes de capacitation. Les HDL
n’entrainaient pas d’augmentation de la phosphorylation des tyrosines contrairement a
I’héparine. Nos résultats nous permettent donc de conclure que les mécanismes de

capacitation induite par I’héparine et les HDL sont différents.
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1. INTRODUCTION

1.1. La fécondation

Chez les mammiféres, la fécondation est a la base de la vie. La fécondation est
une suite d’événements trés précis qui ménent a la création d’un nouvel étre. Des
spermatogonies (cellules souches des spermatozoides retrouvées dans les testicules) aux
spermatozoides préts a féconder ’ovule, ces cellules subissent plusieurs transformations.
La premiére étape est la transformation des spermatogonies en spermatozoides. Cette
étape a lieu au niveau du testicule et s’appelle la spermatogenese. Par la suite, il y a la
maturation épididymaire qui se fait tout au long de I’épididyme. Suite a I’¢jaculation
dans le tractus génital femelle, les spermatozoides subissent la capacitation, une
maturation tardive leur permettant d’acquérir le pouvoir de subir la réaction de
1’acrosome et ainsi de féconder 'ovule. Suite & ces transformations, les spermatozoides
sont capables de pénétrer les différentes couches entourant I'ovule (i.e. cumulus
oophorus et la zone pellucide) et de fusionner avec I’ovule. La fusion des gametes
(spermatozoide et ovule) enclenche une série d’événements: ’activation de ’ovule
fécondée, I’exocytose des granules corticaux et le blocage de I’entrée des autres
spermatozoides, la décondensation du noyau spermatique a Pintérieur du cytoplasme de
’ovule et le développement puis I’association des pronucléi de lovule et du

spermatozoide (Yanagimachi, 1994).

Pour les besoins du présent mémoire, seules les étapes de maturation du
spermatozoide seront présentées plus en détails. Plus spécifiquement, nous aborderons

la maturation épididymaire (section 1.2), la capacitation (section 1.3) et la réaction de



I’acrosome (section 1.4).

1.2. Maturation épididymaire

Une des modifications les plus importantes durant la maturation épididymaire est
le développement de la motilité du spermatozoide. Ce manque de motilité est associé a
’immaturité de la membrane plasmique du spermatozoide (Figure 1-1). Si la membrane
plasmique des spermatozoides de la téte de I’épididyme est enlevée et qu’ils sont
incubés avec de 1’adénosine triphosphate (ATP), de I’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) et des ions magnésium, ils acquierent une motilité semblable & celle
des spermatozoides de la queue de 1'épididyme (Ishijima er al., 1985, Mohri et
Yanagimachi, 1980; White et Volglmayr, 1986; Ishijima et Mohri, 1985; Mohri et
Ishijima, 1989). Lors du passage des spermatozoides dans I’épididyme, il y a une
modification des macromolécules (antigénes) se trouvant sur la membrane plasmique et
un apport de nouvelles macromolécules provenant des sécrétions de I’épididyme (Bellve
et O’Brien, 1983; Eddy et al., 1985). Certaines protéines du liquide épididymaire, telle
la protéine responsable de la motilité (forward motility protein) (Acott et Hoskins, 1981;
Acott ef al, 1983; Hoskins et al., 1979) et la glycérolphosphocholine (Infante et
Huszagh, 1985) joueraient un rdle dans 1’acquisition de la motilité des spermatozoides.
Aussi, il y aurait une altération d’un systéme de signalisation intracellulaire modulé par
une protéine kinase dépendante de I’ AMPc (Wooten ef al., 1987). De plus, il y aurait
des mécanismes gardant un faible niveau d’ions calcium intracellulaires (Vijayaraghvan
et al, 1990) durant le transit du spermatozoide dans I’épididyme. Ces mécanismes

permettraient aux spermatozoides d’acquérir leur motilité.



Figure 1-1. Vue générale d’un spermatozoide de mammifére
Vue générale d’un spermatozoide montrant les différentes parties.

Tiré de: “The physiology of Reproduction, Second Edition” par Eddy et O’Brien, 1994.
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Bien qu’essentielle, la quantité de protéines ajoutée a cette étape est trés faible en
comparaison & celles ajoutées au niveau du plasma séminal lors de I’éjaculation (Russell

et al., 1984).

Durant la maturation épididymaire, des changements au niveau des protéines
liées au spermatozoide se produisent. Globalement, les plus grands changements ont
lieu au niveau de la téte et du corps de 1’épididyme (Dacheux et al., 1989; Lakoski et al.,

1989; Phillips et al., 1991).

La majeure partie des macromolécules que l'on retrouve associées a la
membrane plasmique du spermatozoide sont des glycoprotéines. Ce type de protéines
est impliqué dans diverses fonctions cellulaires (structure, transport, récepteur, adhésion,
etc.). Ces protéines peuvent donc étre impliquées dans une ou plusieurs étapes de la
fécondation. La modification des glycoprotéines déja présentes ainsi que I’addition de
nouvelles protéines provenant du liquide épididymaire seraient réalisées par des
enzymes tels la galactosyltransférase et la sialyltransférase (Bernal et al., 1980,
Hamilton, 1980; Hamilton et Gould, 1980; Tulsiani er al., 1993) et une protéine
semblable 4 I’a-lactalbumine (Hamilton, 1981; Jones et Brown, 1982). Lorsque le
spermatozoide est mature, les glycoprotéines se trouvent réparties sur la membrane de la
téte et de l'acrosome du spermatozoide (Phelps et al., 1990; Phelps et Myles, 1987). Ces
glycoprotéines ont plusieurs roles. Entre autres, le facteur stabilisateur de ’acrosome
(ASF) peut stabiliser la membrane plasmique et prévenir une réaction prématurée de
I’acrosome (Reynolds ef al., 1989; Thomas et al., 1984). L’antigéne M42 et la protéine

PH-20, sont impliqués dans I’interaction entre les spermatozoides et la zone pellucide



(Lakoski et al., 1988; Phelps et al., 1990; Phelps et Myles, 1987). La proteine PH-30 est
impliquée dans I’interaction des spermatozoides avec la membrane plasmique de ’oeuf

lors de la fécondation (Primakoff ef al., 1987).

La membrane plasmique du spermatozoide une modification de sa composition
lipidique au cours de la maturation épididymaire (Nikolopoulou ez al., 1985; Parks et
Hammerstedt, 1985; Schlegel ef al., 1986; Wolf et al., 1988, Wolf et Volglmayer, 1984).
Certaines régions de I’épididyme synthétisent beaucoup de cholestérol (Hamilton, 1971,
Hamilton et Fawcett, 1970) et ce cholestérol est ajouté & la membrane plasmique des
spermatozoides en maturation (Seki e al., 1992; Suzuki, 1988; 1990). Ce processus
suggére que le cholestérol est une molécule clé qui entraine une modification des
caractéristiques membranaires du spermatozoide durant la maturation (Parks et
Hammerstedt, 1985). La stabilisation de la membrane par le cholestérol lors de la

maturation épididymaire permettra aux spermatozoides de se rendre jusqu’a I’ovule.

La formation de ponts disulfures lors de la maturation épididymaire empécherait
les spermatozoides de subir une capacitation prématurée et par le fait méme empécherait
la réaction de 1’acrosome, les gardant en parfait état pour se rendre & leurs site d’action.
Ces ponts disulfures se formeraient au niveau des protéines de la queue du
spermatozoide (Bedford et Calvin, 1974a) ainsi que dans la chromatine du noyau

(Bedford et Calvin, 1974b; Pellicciari ef al., 1983; Kosower et al., 1992).

1.3. Capacitation des spermatozoides

Suite & I’éjaculation, les spermatozoides doivent subir une série de

transformations pour leur permettre d’acquérir le pouvoir de féconder un ovule. Ces



transformations physiologiques et fonctionnelles ont lieu lors de leur séjour dans le
tractus génital femelle. Ce processus s’appelle la capacitation et rend le spermatozoide

apte a subir la réaction de I’acrosome (voir section 1.4) (revue par Yanagimachi, 1994).

1.3.1. Changements morphologiques durant la capacitation

Selon les espéces, le temps et les conditions de capacitation varient (Austin,
1985). Par contre, les transformations qui se produisent au niveau de la membrane
plasmique du spermatozoide restent & peu prés les mémes. Il y a une redistribution des
protéines ainsi qu’une redistribution des lipides de la surface des spermatozoides. Entre
autres, I’addition et la disparition de protéines de surface ont été rapportées chez la
souris (Okabe et al., 1986a; 1986b), chez le bouc (Volglmayr et Sawyer, 1980) et chez
’humain (Focarelli R ef al.,, 1998). Ce va-et-vient de protéines peut étre caus€ par
I’interaction entre plusieurs composantes (protéines ou lipides). Plus spécifiquement,
lors de la capacitation, la disparition d’une protéine ou d’un lipide, peut exposer a la
surface une protéine membranaire. Cette protéine nouvellement démasquée pourrait
prendre part & I'interaction du spermatozoide avec I'ovule. Koehler ez al. (1980) ont
d’ailleurs suggéré un processus similaire ou I’enlévement d’une protéine semblable a la
fibronectine entrainerait I’exposition de nouvelles protéines membranaires facilitant
ainsi I'action de diverses protéines impliquées dans la capacitation ou la réaction de

I’acrosome.

Des modifications de la composition lipidique de la membrane plasmique du
spermatozoide sont aussi associées & la capacitation. Le cholestérol jouerait un rdle

important dans la régulation de ’orientation, de la fluidité et de I'épaisseur des



membranes lipidiques (Presti, 1985, Wolf et Cardullo, 1991). Plusieurs équipes
rapportent qu’il y aurait une perte de cholestérol membranaire (efflux) durant la
capacitation (Go et Wolf, 1985; Langlais et Roberts, 1985; Ehrenwald et al.,, 1990;
Thérien et al., 1998). 1l a été prouvé in vitro, que ce retrait de cholestérol serait di en
partie a I’albumine sérique (BSA), que I’on retrouve dans les milieux de capacitation des
mammiféres, qui agirait comme un accepteur de cholestérol de la membrane plasmique
du spermatozoide (Langlais et Roberts, 1985; Go et Wolf, 1985; Cross, 1998). Des
études montrent que d’autres protéines liant le cholestérol pourraient remplacer
I’albumine telles les HDL (voir section 1.3.) ou la protéine de transfert des lipides
présente dans les fluides folliculaire et oviductal (deLamirande et al., 1997, Thérien et
al., 1997). Des études ont montré que suite & I’ajout de cholestérol dans le milieu de
capacitation, il y a arrét de celle-ci (Ehrenwald et al., 1988). Puisque, I’équipe de Cross
(1996) a montré la présence de cholestérol dans le sperme humain. Ceci pourrait
expliquer I’effet d’inhibition de la capacitation qu’a le plasma séminal sur les
spermatozoides (Chang, 1951). Cette inhibition se ferait en empéchant 'efflux de
cholestérol de la membrane plasmique du spermatozoide (Cross, 1998; 1996, Zarintash
et Cross, 1996; Cross et Razy-Faulfner, 1997). Des travaux effectués avec des
spermatozoides de cobaye ont montré que, suite & la capacitation, il manquerait des
particules intramembranaires dans des régions de la membrane plasmique du
spermatozoide. Ces zones contiendraient trés peu ou pas de stérol (Friend, 1980; Bearer
et Friend, 1982). D’autres équipes suggérent plutdt que ce serait la relocalisation ou la
redistribution des lipides qui seraient importantes dans la capacitation (Austin, 1951,
Chang, 1951). Globalement, les changements observés dans la composition de la

membrane plasmique des spermatozoides faciliteraient la capacitation en la déstabilisant



ou en la rendant fragile.

Des études ont identifié plusieurs inducteurs de la capacitation tels: la -amylase
et la B-glucuronidase (Gwatkin, 1977), la neuramidase et des protéinases (Johnson,
1975, Shinohara et al., 1985), des hydrolases lysosomiales (Rahi et Srivastava, 1983;
1984), I’anhydrase carbonique (Collado et al., 1979), la sulfatase stéroidienne (Langlais
et Roberts, 1985; Legault ef al., 1980); les glycosaminoglycans (Miller et Ax, 1989;
Miller et al., 1990; Parrish ef al., 1988a et b; 1989a et b), les catécholamines (Helm ez

al, 1982), les accepteurs des stérols tels l’apolipoprotéine A-I (apoA-1) et les

lipoprotéines de haute densité (HDL) (Langlais et Roberts, 1985), la taurine et
I’hypotaurine (Meizel et al., 1980). Mentionnons que la fécondation ne peut avoir lieu
qu’entre deux gamétes de la méme espéce. Toutefois, des études ont montre que les
spermatozoides d’une espéce peuvent étre capacités par des inducteurs provenant de
plusieurs autres espéces (DeMayo ef al., 1980; Funaki ef al., 1983; Hirst et al., 1981,

Rao ef al., 1984; Saling et Bedford, 1981). Cependant les conditions nécessaires a la

capacitation varient d’une espéce a I’autre (Miller et Ax, 1990).

Les trois prochaines sections vont présenter trois principaux facteurs de la
capacitation des spermatozoides bovins: I'héparine, les HDL et les protéines du plasma

séminal bovin (BSP).

1.3.2. Role de I’héparine dans la capacitation

1.3.2.1. Introduction

Plusieurs protéoglycans (glycoconjugués) sont impliqués dans les différentes



étapes de la fécondation: capacitation, réaction de I’acrosome et liaison du
spermatozoide 4 Loeuf (Miller et Ax, 1990). Les protéines de type
glycosaminoglycosylées (GAG) sont importantes dans la capacitation (Handrow et al,,
1982; Lee et al., 1986; Parrish et al., 1989a; 1989b) et la réaction de I’acrosome
(Handrow et al., 1982; Lee et al., 1985). Plusieurs types de GAG sont utilisés pour
induire la capacitation chez des espéces telles les bovins, les humains et les ovins (Lee et

Ax, 1984; Lee et al., 1986, Thérien et al., 1995).

Le GAG ayant le plus de potentiel pour induire la capacitation et la réaction de
I’acrosome est ’héparine (Florman et First, 1988). Des études ont montré que la
réaction de ’acrosome n'était que le résultat final de I'induction et que I’héparine
stimulait la capacitation. L’héparine cause des changements dans la membrane du

spermatozoide et dans la membrane recouvrant 1’acrosome (Parrish ef al., 1988a).

1.3.2.2 Caractérisation de I’héparine et des glycosaminoglycans

1.3.2.2.1. Les glycosaminoglycans

Les glycosaminoglycans (GAG) sont de longues chaines de polysaccharides
composées d’unités de disaccharides répétitives qui sont attachées de fagon covalente, a
I’exception de I’acide hyaluronique, & un noyau protéique pour former les protéoglycans
(Meizel, 1985). Les disaccharides formant les GAG sont composés d’un sucre et d’un
sucre aminé (N-acétylglucosamine ou N-acétylgalactosamine) d’ou leur nom. Les
groupements carboxyls et sulfates retrouvés sur plusieurs résidus de sucre rendent les
GAG fortement chargés négativement. Ce sont les sucres, leur nombre, le type de

liaison entre les résidus et la localisation des groupements sulfates qui nous permettent
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de classer les GAG en quatre groupes: les hyaluronanes, les sulfates de chondroitine
(dermatane), les sulfates d’héparane (héparine) et les sulfates de kératane (kératine). La
plupart des protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagene, etc.)

possedent des sites de liaison pour les GAG (Ruoslahti, 1988).
1.3.2.2.2. L’héparine

Comme I’héparine est le GAG le plus important pour la capacitation des
spermatozoides bovins (Parrish er al, 1988a), nous nous intéresserons plus
particuliérement & ce composé. L’héparine a une masse moléculaire de 6 a 25 kDa. Son
unité répétitive disaccharidique ([A-Bl,) est constituée de I’acide D-glucuronique ou de
P’acide L-iduronique (A) et du N-acétyl-D-glucosamine (B). D’autres sucres peuvent
aussi étre retrouvés: le D-galactose ou le D-xylose. L’héparine est le GAG qui contient
le plus de groupements sulfates (2.0 & 3.0 par unité de disaccharide), ce qui lui confére
une plus grande densité de charge. En raison de cette charge plus élevée, I'héparine est

le GAG qui interagit le plus avec les ligands.

1.3.2.3. Interaction de I’héparine avec les spermatozoides

1.3.2.3.1. Effet de I’héparine sur la capacitation et la réaction

de I’acrosome

L’équipe de Lenz et al, (1982; 1983a) ont montré que les protéoglycans du
liquide folliculaire permettaient aux spermatozoides, prélevés de la queue de
I’épididyme, de subir la réaction de ’acrosome aprés une incubation de 22 heures et

aprés seulement 9 heures pour ceux éjaculés. Divers types de GAG ont ainsi €té testés



11

afin d’induire la capacitation chez les spermatozoides épididymaires bovins et il s'avere
que plus un GAG est sulfaté, plus il favorise la capacitation du spermatozoide, le
meilleur inducteur étant I’héparine (Handrow et al., 1982). Suite a la découverte de
I’induction de la réaction de ’acrosome par la zone pellucide, le groupe de Parrish ez al.,
(1988a) a pu démontrer que I'effet de I’héparine agissait sur la capacitation et non sur la

réaction de I’acrosome.

Egalement, des études ont montré la stimulation de spermatozoides de d’autres
espéces par I’héparine telles: le lapin (Lenz ef al., 1983b) et le porc (Reyes ef al., 1984).
L’addition de différents types de GAG chez certaines espéces entrainait aussi une
augmentation du taux de réaction de 1’acrosome, I’héparine étant toujours le meilleur
inducteur chez ces espéces. Chez le bovin, la capacitation des spermatozoides €jaculés &

l'aide d'héparine se fait en moins de 5 heures (Parrish ef al., 1988a; Thérien ef al., 1995).

1.3.2.3.2. Liaison de I’héparine aux spermatozoides

Des études de radioliaison ([*H| héparine) ont montré qu’il y avait une liaison

spécifique entre I’héparine et les spermatozoides humains et que cette liaison était
saturable, dépendante de la température, de la force ionique et du potentiel d’hydrogene
(pH) du milieu d’incubation (Delgado et al., 1982). Handrow et al. (1984) ont montré
que I’héparine liait spécifiquement aussi les spermatozoides bovins, de singes et de
lapins. Le marquage de ’héparine par la fluorescéine a permis de visualiser sa
localisation au niveau de la membrane acrosomale, du flagelle et de la picce

intermédiaire des spermatozoides de bovin et de singe (Handrow et al., 1984).

La liaison entre I’héparine et le spermatozoide a des caractéristiques semblables
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a une liaison typique récepteur-ligand (Handrow et al., 1984). Toutefois, aucune étude

n’a pu démontrer si la capacitation par I’héparine était médice par un récepteur.

1.3.2.3.3. Caractérisation biochimique de la capacitation et

implication de I'héparine

Des changements intracellulaires importants sont observés lors de la capacitation:
augmentation du pH, de la concentration d'AMPc et de la perméabilité ionique de la

membrane plasmique des spermatozoides (Figure 1-2).

Selon I’espéce, durant la capacitation, les niveaux intracellulaires des ions augmentent
ou diminuent. Lors de la capacitation chez le cobaye, il y a une augmentation
intracellulaire des ions sodium (Na') ainsi qu’une diminution des ions potassium (K"
(Hyne et al., 1985). Par contre, chez le hamster, la capacitation entraine I’activation des
pompes Na'/K'-ATPase, ce qui entraine un effet contraire (Mrsny ef al, 1984).
L'hyperpolarisation cellulaire ainsi produite par Pactivation de la Nat+/K+-ATPase
pourrait changer 1’état de canaux calciques et les rendre activables. Ces canaux
pourraient étre ouverts par un agoniste, telle la zone pellucide, qui induirait une

dépolarisation (Florman ef al., 1998; Arnoult e al., 1996).

Le rdle du calcium (Ca®") dans la capacitation est plutdt controversé. Des études
ont démontré son importance dans la capacitation chez la souris (DasGupta et al., 1993;
Visconti ef al., 1995). D'autres équipes affirment qu'il n'y a pas de changement de la
concentration intracellulaire du calcium du spermatozoide lors de la capacitation
(Yanagimachi, 1994). Ces différents résultats pourraient étre expliquée par le fait que le

Ca®?" est nécessaire a la réaction de l'acrosome et qu'il est difficile de différencier
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Figure 1-2 : Modéle montrant les voies de signalisation hypothétiques

transmembranaires et _intracellulaires qui _jouent un rdle dans la

régulation de la capacitation des spermatozoides

Ce modéle provient d’études faites dans plusieurs laboratoires. (-) indique la régulation

négative, et (+) représente la régulation positive.

Tiré de: Visconti et al., 1998.
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cette étape de la capacitation. Le calcium est toutefois nécessaire dans le milieu externe
pour la capacitation des spermatozoides éjaculés bovins (Handrow ef al., 1989). Une
explication pour cette nécessité serait que la liaison de I’héparine au spermatozoide est
dépendante du Ca®** (Handrow ef al., 1984). L’entrée (influx) de Ca®" au cours de la
capacitation serait en partie responsable de la stimulation de I’adénylate cyclase

observée au cours de la capacitation (Stein et Fraser, 1984; Stein ef al., 1986).

Depuis plusieurs années, des études ont montré ’implication de I’AMPc dans la
motilité des spermatozoides (Garbers er al., 1973; Garbers et Kopf, 1980, Hoskins,
1973; Murofushi ef al., 1986). Les spermatozoides possédent des enzymes générant des
nucléotides cycliques tels I’AMPc. De plus, une grande quantité de protéines kinases
dépendantes de I’AMPc sont présentes au niveau du spermatozoide (Hoskins ez al.,
1972; Garbers ef al., 1973). L’implication de I’AMPc dans la capacitation est venue un
peu plus tard; Stein et Fraser (1984) ont montré une augmentation de I’activité adénylate
cyclase et une diminution de I’activité phosphodiestérase durant la capacitation du
spermatozoide de souris. D’autres études ont montré une augmentation de la
concentration d’AMPc intracellulaire précédant 1’hyperactivation du spermatozoide
(White et Aitken, 1989; Parrish ef al., 1994). L’hyperactivation est la derniere étape de
la capacitation des spermatozoides et a lieu avant la réaction de I’acrosome. C’est a ce
moment que le spermatozoide se met a bouger frénétiquement (revue par Yanagimachi,
1994). L’implication de I’AMPc dans la capacitation a aussi été montrée indirectement
en utilisant des analogues d’AMPc tel le dibutyryl-AMPc (db-AMPc) (Fraser, 1981) et
le 8-bromo-AMPc (Galantino-Homer ef al., 1997) et des inhibiteurs des enzymes

impliqués dans le métabolisme de I’ AMPc tels: la caféine (Fraser, 1979) et le 3-isobutyl-
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la caféine (Fraser, 1979) et le 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX) (Galantino-Homer ef

al, 1997). Par contre, la présence seule d’AMPc ou d'un inhibiteur des

phosphodiestérases ne permet pas induction de la capacitation. ~L’héparine est
essentielle 4 cette induction (Handrow ef al., 1989; Parrish et al., 1994). Comme le
premier rdle de I’AMPc est d’activer la protéine kinase dépendante de ’AMPc (PKA),
le groupe de Uguz et al., (1994) a montré I'importance de I’AMPc dans la capacitation
induite par I’héparine en utilisant des inhibiteurs de PKA, le Rp-adenosine-3’,5’-
monophosphorothioate cyclique (Rp-AMPSc), un antagoniste de 'AMPc.  Cet
inhibiteur empéche la capacitation. Par contre, ’addition de ces inhibiteurs n’affecte pas
’augmentation du pH intracellulaire durant la capacitation, suggérant que les deux
phénomeénes sont indépendants (voir plus bas) (Babcock ef al., 1983; Carr et Acott,
1984: Carr et Acott, 1989). Les spermatozoides des mammiferes possédent deux
isozymes (type I et II) de la protéine kinase dépendante de I’AMPc (Hoskins et al.,
1972) et des phosphatases pouvant déphosphoryler les protéines (Tang et Hoskins, 1975;
Swarup et Garbers, 1982; Tash ef al., 1988). Carr et Acott (1990) ont identifié une
phosphoprotéine de 225 kilodaltons (kDa) du spermatozoide bovin (désignée protéine 2)
associée aux microtubules du spermatozoide (MAP2). La phosphorylation de cette
protéine serait dépendante des facteurs connus comme régulateurs de la capacitation et
de la réaction de ’acrosome. Leyton et Saling (1989) ont identifié une protéine de 95
kDa des spermatozoides de souris qui était phosphorylée sur ses résidus tyrosine. Sa
phosphorylation augmente avec la capacitation et suite a I’exposition des
spermatozoides 4 la zone pellucide solubilisée. Duncan et Fraser (1993) ont montré les
mémes résultats in vitro. Le Rp-AMPsc inhibe la phosphorylation des tyrosines et la

capacitation. Il semblerait donc que c'est bien la PKA qui induit la phosphorylation des
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tyrosines et que l'activation des protéines ainsi phosphorylées est importante pour la

capacitation.

1l y aurait aussi une relation entre le calcium et I’AMPc. Handrow ef al., (1989)
ont montré que 1’héparine et le 8-bromo-AMPc, un analogue de I’AMPc, avait un effet
de synergie sur l'influx de Ca?’. Le mécanisme d’entrée du calcium pourrait étre
dépendant de la PKA (Uguz et al., 1994). Une fagon par laquelle I’héparine pourrait
stimuler une augmentation d’AMPc serait en augmentant le calcium intracellulaire. Le
calcium est connu comme étant un régulateur important de 1’adénylate cyclase et des
phosphodiestérases du spermatozoide (Braun, 1975; Fraser et Monks, 1990; Goh et
White, 1988; Gross ef al., 1987). Toutefois, I’adénylate cyclase du spermatozoide n’est
pas couplée a une protéine G comme dans les autres cellules (Fraser et Monks, 1990;
Hildebronth et al., 1985; Ward et Kopf, 1993): I’adénylate cyclase des spermatozoides
est stimulée par des ions carbonates (HCO3) (Garty et Salomon, 1987, Okamura ez al.,

1985; Tajima et al., 1987; Tajima et Okamura, 1990).

La capacitation est associée & l'inhibition d’un mécanisme d’acidification
controlant le pH dans les spermatozoides bovins (Vredenburgh et Parrish, 1995). Le
mécanisme d’acidification le plus retrouvé dans les cellules est justement I’échangeur
des ions carbonates et chlore (HCO;/CI") (Frelin et al., 1988).  Cet échangeur est
inhibé par I’héparine (Tajima et Okamura, 1990). I est aussi possible que
I’augmentation intracellulaire du calcium qui a lieu dans le spermatozoide durant la
capacitation induite par I’héparine (Parrish et al, 1993; 1994) puisse inhiber le
mécanisme d’acidification directement ou par la voie des protéines kinases dépendantes

du calcium, comme !’on retrouve dans plusieurs cellules (Owen et Villereal, 1982;
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Huang ef al., 1987, Rigoni et al., 1987; Frelin et al., 1988). Ces résultats permettraient
d’établir un lien entre le pH intracellulaire et le Ca®" dans la capacitation des

spermatozoides bovins (Handrow ef al., 1989; Parrish et al., 1989a; 1993; 1994).

En résumé, I'héparine provenant du fluide folliculaire ou oviductal, se lierait a la
membrane du spermatozoide via un récepteur encore inconnu. Suite a la liaison, il y
aurait bloquage des canaux HCOj' et activation de I’adénylate cyclase entrainant une
augmentation de la synthése d'AMPc. L'AMPc va activer la PKA qui va amorcer la
cascade de phosphorylation des tyrosines et permettre la capacitation. La relation entre
I'héparine et l'augmentation de calcium intracellulaire demeure incertain. L'action

exacte de la cascade de phosphorylation est aussi inconnue.

1.3.3. Role des lipoprotéines de haute densité dans la capacitation

1.3.3.1 Introduction

Les lipoprotéines de haute densité (HDL) ont une densité de 1.063-1.210 g/ml et
un diamétre de 50-120 A. Elles contiennent principalement de ’ester de cholestérol, du
cholestérol et les apoprotéines A-I, A-II, C-I, C-II, C-Ill, D, E (Brown et Goldstein,
1987). Les HDL sont impliquées principalement dans le transport du cholestérol des
cellules périphériques vers le foie (Miller ez al., 1985). Le sérum et le fluide folliculaire
sont tous deux de bons inducteurs de 'efflux de cholestérol. Pour ce qui est de I'agent
actif du fluide folliculaire, ce serait les HDL et I’albumine (Langlais et al., 1988;
Ehrenwald et al., 1990). L’efflux de cholestérol consiste en un retrait du cholestérol de
la membrane d’une cellule vers un accepteur de cholestérol. L’efflux peut avoir lieu

lorsqu’il y a un gradient de cholestérol entre 1’accepteur et la membrane de la cellule.
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Les HDL sont présents dans le fluide folliculaire bovin (Savion ef al., 1982), porcin
(Chang et al., 1976) et humain (Simpson ef al., 1980; Langlais ef al., 1988). Une grande
quantité de HDL est retrouvée dans le fluide oviductal au temps de I'ovulation (Parks et
Ehrenwald, 1990). Cette augmentation des niveaux de HDL faciliterait la capacitation
des spermatozoides et par le fait méme, la réaction de ’acrosome (Schaefer et al., 1983;
Killian ef al., 1987). Contrairement au plasma sanguin qui contient des lipoprotéines de
trés faible densité (very low density lipoprotein, VLDL) et des lipoprotéines de faible
densité (low density lipoprotein, LDL), le fluide folliculaire ne contient qu’une seule
classe de lipoprotéine, les HDL (Perret ef al., 1985). Ces derniéres sont homologues en

structure et fonction aux HDL du plasma sanguin (Jaspard et al., 1997).

1.3.3.2 Effet du cholestérol sur la capacitation

Depuis plusieurs années, des études suggérent que l'efflux de cholestérol des
spermatozoides de mammifére est une des premiéres étapes dans la capacitation des
spermatozoides. L'implication de l'efflux de cholestérol dans la capacitation a €té
montrée chez le lapin (Davis, 1982), le rat (Davis et al., 1980), la souris (Go et Wolf,
1985), I'humain (Langlais et al., 1988) et plus récemment chez le bovin (Thérien ef al.,
1998; Ehrenwald ef al., 1988). Il a aussi été montré que le retrait de cholestérol de la
membrane plasmique entraine un effet capacitant sur les spermatozoides bovins
(Ehrenwald et al, 1988), contrairement & un ajout de cholestérol qui inhibe la
capacitation (Ehrenwald et al., 1987). Des études ont montré que l'augmentation du
rapport cholestérol/phospholipide de la membrane plasmique diminue le potentiel de
fécondation, entrainant la décapacitation et inhibant la réaction de ’acrosome (Davis

BK, 1974; 1978; 1981).



19

1.3.3.3. Meécanisme de la capacitation induite par les HDL

Le mécanisme de la capacitation des spermatozoides bovins induite par les HDL
ou la BSA est trés peu connu. Le cholestérol semble avoir un effet stabilisateur sur la
membrane (Yeagle, 1985). Ainsi, son efflux pourrait entrainer une réorganisation de la
membrane permettant |’apparition de récepteur pour la zone pellucide (Benoff ez al.,
1993). L’adhésion du spermatozoide a la zone pellucide entrainerait la réaction de

I’acrosome.

1.3.4. Role du plasma séminal dans la capacitation

Le plasma séminal est le liquide riche en protéines qui transporte et maintient les
spermatozoides en vie suite a 1’éjaculation. Il est donc trés important pour le
spermatozoide (Miller et Ax, 1988). Ce liquide est composé¢ de sécrétions provenant des
testicules, de I'épididyme et surtout des glandes accessoires, telles: les veésicules
séminales (30 4 60 %) et la prostate (25 a 40 %) (Peitz et Olds-Clarke, 1986). Le plasma
séminal aurait 4 la fois un effet activateur et un effet inhibiteur sur la fécondation. Il
stimulerait la motilité des spermatozoides épididymaires tandis qu’il inhiberait la

capacitation (Miller et AX, 1988).

La capacitation des spermatozoides éjaculés bovins, ou épididymaires de bovins
incubés en présence de plasma séminal et d’héparine pour de longues périodes est faible.
Ceci vient appuyer I’hypothése que le plasma séminal aurait un effet négatif sur la
fécondation (Chang, 1957, Dukelow ef al.,, 1967). Par contre, le plasma séminal peut
aussi influencer la réponse des spermatozoides a I’héparine d’une fagon positive (Lee ef

al., 1986; Florman et First., 1988). En effet, les spermatozoides épididymaires incubés
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en présence d’héparine prennent 22 heures avant d’étre capable de subir la réaction de
’acrosome contrairement aux spermatozoides €jaculés qui ont besoin de 9 heures (Lenz
et al, 1982, 1983a; Handrow et al., 1984). Toutefois, les spermatozoides épididymaires
exposés durant 20 minutes au plasma séminal, puis lavés et incubés en présence
d’héparine, subissent la réaction de I’acrosome en 9 heures (Lee ef al., 1985). Ainsi,
certaines composantes du plasma séminal provoquent probablement des modifications
de la membrane du spermatozoide modifiant la cinétique de capacitation. Cette
stimulation s’explique par la présence de protéines liant ’héparine qui sont présentes
dans le plasma séminal (Miller ef Ax., 1989). Suite a I'ajout des protéines liant
I’héparine, & la surface des spermatozoides, le temps nécessaire pour la capacitation est
réduit et ils peuvent subir la réaction de 1’acrosome induite par la zone pellucide (Miller

et Ax, 1990; Miller et al., 1990).

1.3.4.1. Les protéines BSP
1.3.4.1.1. Historigue

Manjunath (1984) et Manjunath et Sairam (1987) ont identifié un groupe de
protéines acides similaires isolées du plasma séminal bovin qu’ils ont nommées BSP-
Al, BSP-A2 et BSP-A3 (collectivement nommées protéines BSP). Les proteines BSP-
Al et BSP-A2 sont une seule et méme protéine contenant des quantités différentes de
sucres. Elles sont donc généralement considérées comme une seule entité biochimique
nommée BSP-A1/A2. La protéine BSP-A1/A2 porte aussi le nom de PDC-109 (Esch et
al., 1983). La protéine PDC-109 a été clonée et identifiée comme étant la protéine

majeure du plasma séminal bovin (Kemme et Scheit, 1988a; 1988b; Scheit et al., 1988).
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Cette protéine est synthétisée par les vésicules séminales (Kemme et al., 1986), et
I’ampoule (Aumiiller ef al., 1988; Scheit et al,1988). En 1987, Manjunath ef al. ont
isolé une autre protéine du plasma séminal bovin, soit la protéine BSP-30 kDa. Elle
présente des propriétés trés similaires aux protéines BSP-A1/A2 et BSP-A3. Ces trois

protéines représentent plus de 65% du contenu protéique du plasma séminal bovin.

1.3.4.1.2. Propriétés biochimiques

Les protéines BSP-A1/A2, BSP-A3 et BSP-30 kDa ont des poids moléculaires de
16 000 & 16 500 Da (BSP-A1/A2, Esch ef al., 1983; Manjunath, 1984), 15 000 Da (BSP-
A3, Manjunath ef al., 1987, 1988; Manjunath et Sairam, 1987) et 30 000 Da (Manjunath
et al., 1987) respectivement. Les protéines BSP-A1/A2 s’associent a pH neutre pour
former des agrégats de poids moléculaires variant entre 20 000 et 120 000 Da; elles se
dissocient toutefois & pH acide ou en présence d’urée 8 M (Manjunath, 1984; Manjunath

et Sairam, 1987).

Les protéines BSP-A1/A2, et BSP-30 kDa sont des glycoprotéines contrairement
a BSP-A3 qui n’est pas glycosylée (Manjunath ef al., 1988; Manjunath et Sairam, 1987,
Desnoyers et Manjunath, 1992). Les protéines BSP contiennent des sucres neutres (sauf
pour BSP-A2), de la galactosamine et de I’acide sialique. L’absence de glucosamine
suggere que ces sucres seraient liés via des liens O-glycosylés entre la galactosamine (ou
sucres neutres dans le cas de BSP-A1 et BSP-30 kDa) et les groupements hydroxyles de

la thréonine ou de la sérine des protéines. La protéine BSP-30 kDa est la protéine la

plus glycosylée.

Les protéines BSP interagissent avec un bon nombre de macromolécules incluant
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divers types de collagéne (type I, II, IV, V) et le collagéne dénaturé (gélatine),
I’acétylcholine estérase, le fibrinogéne, I’héparine, les phospholipides, 1’apolipoprotéine
A-I (apoA-T) et les HDL (Manjunath et al., 1988, 1989). De plus, les protéines BSP se

lient aux spermatozoides au moment de 1’éjaculation (Manjunath ez al., 1994).
1.3.4.1.3 Structure

Depuis quelque temps, nous connaissons la structure des protéines BSP (Figure 1-3).
Ces protéines contiennent quatre ponts disulfures formant deux domaines en tandem
(Esch ef al, 1983; Seidah et al., 1987) similaires aux domaines de type II que ’on
retrouve dans diverses protéines telles la fibronectine (Kornblihtt ez al., 1985), le facteur
de coagulation XII (McMullen et Fujikama, 1985) et le récepteur du facteur de
croissance semblable a I’insuline (IGF-IT) (Morgan et al., 1987). Le premier domaine se
trouvant du c6té N terminal se nomme “a” et le second se nomme le domaine “b”. La
protéine BSP-A1/A2 contient 109 acides aminés (Esch et al., 1983). La protéine BSP-
A3 est composée de 115 acides aminés et est identique & 66% avec BSP-A1/A2 (Seidah
et al., 1987). Tout récemment la structure de la protéine BSP-30 kDa a été déterminée.
C’est une protéine de 158 acides aminés et elle est identique & 49% avec BSP-A1/A2 et
a4 57% avec BSP-A3. (Calvete et al., 1996). Cette forte identité entre les protéines BSP
suggére qu’elles origineraient de la duplication d’un géne ancestral commun (Seidah ez

al., 1987).

La structure du domaine “b” de BSP-A1/A2 a été déterminée par résonnance
magnétique nucléaire en deux dimensions (Constantine ef al., 1991). Cette étude a

révélé la présence de feuillets plissés B antiparalléles formés par les résidus Serine” a
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Figure 1-3. Représentation de la structure secondaire des protéines

BSP- A1/A2, -A3 et -30 kDa

Cette figure représente la structure des protéines BSP déterminée a partir
de leurs séquences primaire. A) BSP-A1/A2, B) BSP-A3 et C)BSP-30 kDa. Chacune

de ces protéines contient deux ponts disulfures formant deux domaines similaires.

A) Tiré de: “Primary structure of PDC-109, a major protein constituent of bovine

seminal plasma” par Esch ef al. (1983)

B) Tiré de : “Complete amino acid sequence of BSP-A3 from bovine seminal
plasma: homology to PDC-109 and to the collagen-binding domain of fibronectin” par

Seidah et al. (1987)

C) Tiré de: “ The primary structure of BSP-30K, a major lipid-, gelatin-, and

heparin- binding glycoprotein of bovine seminal plasma” par Calvete et al. (1996)
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Serine® et Triptophane'® a Cystéine'®. Une deuxiéme région de feuillets antiparalléles
formés des résidus 69 a 71, 73 a 75 et 78 a 81 a aussi été identifiée. Cette protéine aurait
tendance a adopter une conformation globulaire qui laisserait a sa surface une légére
dépression a caractére hydrophobe formée par les chalnes latérales aromatiques des
résidus Tyrosine”, Triptophane® et Tyrosine'®. Cette région serait un site potentiel de
liaison au collagéne et serait responsable de la tendance de PDC-109 a s’agréger
(Constantine ef al., 1991). La nature hydrophobe de ce site a d’ailleurs été confirmée
récemment par la liaison du domaine “b” de PDC-109 aux groupements néopentyles

d’une colonne d’alkyle-Superose (Béanyai ef al., 1990).

1.3.4.1.4 Présence de protéines analogues aux protéines BSP

chez différentes espéces animales

Les protéines BSP sont présentes en concentration élevée dans le plasma séminal
des taureaux normaux et vasectomisés (20 a 40 mg/ml). Des études dans notre
laboratoire ont indiqué la présence de protéines présentant des propriétés antigéniques
similaires aux protéines BSP chez le hamster, la souris, le bovin, le porc et le rat
(Leblond ez al., 1993). Des homologues des protéines BSP ont €té aussi purifiés dans le
plasma séminal du porc (la protéine pB1) et du cheval (deux formes, HSP1 et HSP2)
(Calvete ef al., 1997). La structure secondaire pB1, HSP1 et HSP2 présentait, tout
comme les protéines BSP, deux domaines de type 1I disposés en tandem. De présentes

études dans notre laboratoire suggérent la présence de ces protéines chez I’humain.
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1.3.4.2. Role physiologique des protéines BSP

1.3.4.2.1. Introduction

Nous avons déja souligné a la section 1.3.4 I'importance du plasma séminal pour
la capacitation des spermatozoides. Une bréve incubation des spermatozoides
épididymaires en présence du plasma séminal permet de réduire le temps nécessaire de
capacitation avec [’héparine de 22 & 9 heures. De plus, les protéines BSP interagissent
avec deux facteurs capacitants: ’héparine et les HDL (section 1.3.4.1.2). Ainsi, il est
probable que les protéines BSP puissent étre impliquées dans le processus de
capacitation des spermatozoides. Les sections suivantes aborderont le r6le de cette

famille de protéines dans la capacitation.

1.3.4.2.2. Interaction avec les spermatozoides

Afin de favoriser la capacitation des spermatozoides lors de leur transit dans le
tractus génital femelle, les protéines BSP doivent accompagner le spermatozoide. C’est
par immunoprécipitation & 1’aide de protéines BSP marquées et de marquage a l’aide
d’anticorps reconnaissant ces protéines que Manjunath et al. (1994) ont démontré leurs
liaisons avec les spermatozoides. Ils ont aussi montré que cette interaction avait lieu lors

de I’éjaculation des spermatozoides bovins.

1.3.4.2.3. Interaction avec les phospholipides

Certaines études ont permis de caractériser davantage le site de liaison des
protéines BSP 4 la surface du spermatozoide. Ainsi, Desnoyers et Manjunath (1992) ont

montré que ce site de liaison était résistant aux protéases (trypsine, pronase et protéinase
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K), au traitement a I’acide et était résistant a la chaleur. Des extractions des membranes
ont été faites au chloroforme-méthanol et les lipides obtenus ont été mis en présence de
protéines BSP marquées (**1). La liaison des protéines était proportionnelle aux
concentrations de lipides extraits de la membrane du spermatozoide. Les protéines BSP
lient donc le spermatozoide via les lipides. Ils ont ensuite étudié quels lipides étaient
responsables de cette liaison. Ils ont donc testé la liaison des protéines BSP a plusieurs
types de lipides incorporés a des liposomes et confirmé la liaison par la technique du
“TLC-overlay” et par essai de liaison en phase solide. Toutes ces techniques ont montré
que les protéines BSP liaient les phospholipides. Les protéines BSP-A1/A2 et -A3
liaient la phosphatidylcholine (PC), la lyso-PC, la sphingomyéline, le facteur activateur
de plaquette (PAF), la lyso-PAF, la PC plasmogéne et aussi la lyso-plasmogene en
présence ou en absence de Ca®". La protéine BSP-30 kDa liait la PC, la lyso-PC, la
sphingomyéline, la PAF et la lyso-PAF. Ces résultats montrent bien que les protéines
BSP se lient aux phospholipides des membranes des spermatozoides. D’autres études
ont montré que cette liaison était spécifique pour les phospholipides portant un

groupement choline (Desnoyers et Manjunath, 1992).

1.3.4.2.4. Interaction avec I’héparine

Comme nous 1’avons vu précédement (section 1.3.1), ’héparine est importante
dans la capacitation des spermatozoides bovins. En passant les protéines du plasma
séminal bovin sur une colonne d’héparine-Sépharose, Chandonnet et al. (1990) ont
montré que plusieurs protéines du plasma séminal liaient I"héparine, dont les protéines
BSP-A1/A2, -A3 et -30kDa. Les sites de liaison des protéines BSP a ’héparine ne sont

pas encore connus. Par contre, nous savons que pour d’autres protéines liant I’héparine,
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ce site de liaison est caractérisé par une région riche en acides aminés basiques (Cardin
et Weintraub, 1989). Ces régions sont des centres de haute densité de charges positives
qui interagissent électrostatiquement avec les groupements acides des
glycosaminoglycans, comme I’héparine. Ces sites sont caractérisés par la séquence
consensus suivante: -B-B-X-B et -B-B-B-X-X-B- (B étant un acide aminé basique et X
étant tout autres acides aminés) (Cardin et Weintraub, 1989). Les protéines BSP
possédent ces sites concensus (Manjunath et al., 1988). De plus, des études de notre
laboratoire ont montré que les protéines BSP sont impliquées dans la capacitation
induite par I’héparine des spermatozoides bovins (Thérien e al., 1995). Tout comme le
plasma séminal, chaque protéine BSP purifiée potentialise la capacitation induite par

I’héparine des spermatozoides épididymaires bovins.

1.3.4.2.5. Interaction avec I’apolipoprotéine A-I

L’apoA-I est I’apoprotéine majeure des HDL et est impliquée dans le transport
du cholestérol des tissus périphériques vers le foie, site principal de la dégradation du
cholestérol (Eisenberg, 1984). L’apoA-I est la partie des HDL qui interagit avec la
surface cellulaire (Fidge et Nestel, 1985; Monaco ef al., 1987). Une interaction des
protéines BSP avec I'apolipoprotéine A-I (apoA-T) et les HDL a €té demontrée par
Manjunath ef al, (1989). De plus, comme nous l'avons mentionné précedemment
(section 1.3.3.1), les HDL sont présents dans le tractus génital femelle et sont impliqueés
dans la capacitation du spermatozoide (Yanagimachi, 1994; Eddy et O'Brien, 1994
Thérien ef al., 1997). Par ailleurs, nos études récentes ont aussi montré que les protéines
BSP sont importantes dans I'efflux de cholestérol et pour la capacitation induite par les

HDL (Thérien et al., 1997; 1998). Une hypothése a été apportée récemment par Thérien
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et al. (1998). Les protéines BSP, qui sont les protéines majeures du plasma séminal
bovin, stimuleraient un efflux de cholestérol de la membrane des spermatozoides. Ce
premier efflux de cholestérol induit par les protéines BSP pourrait déstabiliser la
membrane du spermatozoide et induire une réorganisation des protéines de surface
entrainant 1’apparition de nouveaux récepteurs a la surface de la membrane (pour
héparine-like GAG ou HDL). Les HDL, lesquels entraineraient un deuxiéme efflux de
cholestérol dans le tractus génital femelle, pourraient réduire le ratio

cholestérol/phospholipides entrainant la capacitation.

1.4 Réaction de I’acrosome

L’acrosome est la région comprise entre les membranes interne et plasmique,
dans la partie supérieur du noyau du spermatozoide. La taille et la dimension de
’acrosome varient beaucoup selon les espéces (Figure 1-4.) (Austin et Bishop, 1958;
Fawcett, 1975), mais sa structure de base est la méme chez les mammiféres. Outre les
lysosomes (Allison et Hartree, 1970), ’acrosome comprend plusieurs enzymes
hydrolytiques (I’hyaluronidase et I’acrosine) permettant au spermatozoide de franchir les
couches acellulaires entourant I'oeuf (revue par Zaneveld et al.,, 1991). Lors de la
réaction de 'acrosome, il y a premiérement une fusion des membranes acrosomiales
externe et plasmique qui entraine une vésiculation (fenestration) et empéche le contenu
de I’acrosome de s’échapper. Par la suite, il y a un relichement des enzymes lytiques
contenus dans 1’acrosome. Un influx de Ca®>" accompagne la réaction de I’acrosome et
contribuerait a cette fusion des membranes. Les ions Ca’' se lient premiérement aux
phospholipides anioniques permettant la séparation de phase des phospholipides

membranaires. Le Ca>* stimulerait les phospholipases membranaires dont les produits
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Figure 1-4. Structure générale de la téte du spermatozoide dans les

diverses espéces

Cette figure représente les parties de la téte du spermatozoide et les différentes

formes qu’elle peut prendre dans les diverses espéces mammiféres.

Tiré de: “ The Physiology of Reproduction, Second Edition” par Yanagimachi (1994).
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de réaction sont fusogénes (Langlais et Roberts, 1985; Yanagimachi, 1994).

La réaction de ’acrosome permet au spermatozoide de traverser les deux couches
entourant I'ovule et de se fusionner avec la membrane plasmique de lovule
(Yanagimachi 1994) (Figure 1-5). La réaction de 1’acrosome servirait aussi a exposer
des récepteurs/ligands impliqués dans I’interaction des gametes. Des €études ont montré
qu'une glycoprotéine (PH-30), exposée suite & la réaction de l’acrosome, serait
importante pour cette interaction (Blobel et al., 1992). Cette protéine serait impliquée

dans I’induction de la fusion des gameétes.

Les ovules de tous les mammiféres sont recouverts d’une couche épaisse de
glycoprotéines, la zone pellucide. Lors de I’ovulation, la zone pellucide est entourée du
cumulus oophorus, qui comprend des cellules cumulus et leurs matrices. La composante
majeure de la matrice des cellules cumulus est de I’acide hyaluronique polymérisé. La
zone pellucide est un bon inducteur de la réaction de I’acrosome. La glycoprotéine
majeure de la zone pellucide, ZP-3, agit comme un ligand et sa liaison aux récepteurs du
spermatozoide entraine une réaction en chaine (Wassarman, 1987, 1988). Il'y a
beaucoup d’autres inducteurs de la réaction de I’acrosome tels la lyso-PC (Parrish et al.,
1988b). Quelque soit 'inducteur, un influx de Ca®" est essentiel a la réaction de

I’acrosome (Garbers, 1989, Langlais et Roberts, 1985).

Suite a I'efflux de cholestérol durant la capacitation, la membrane plasmique
devient plus fluide libérant les récepteurs au niveau de la membrane plasmique du
spermatozoide. La liaison de ZP3 & ces récepteurs entrainerait leur agrégation, et ainsi

leur activation. A ce moment, la cascade de réaction s’amorce (Figure 1-6) (revue par
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Figure 1-5. Représentation de la réaction de I’acrosome et pénétration

du spermatozoide

a) Cette figure représente les diverses étapes de la réaction de 1’acrosome
préparant le spermatozoide a sa pénétration dans ’oocyte. Les étapes de la réaction de
I’acrosome et de la pénétration de I’ovule sont représentées de gauche & droite. La
réaction de ’acrosome débute par une fenestration due a la fusion de la membrane
plasmique et de la membrane acrosomiale externe (deuxieme spermatozoide). Cette
fusion résulte en une libération des enzymes contenues dans I’acrosome (deuxiéme et
troisiéme spermatozoide). Suite a la réaction de I’acrosome, seule la membrane interne
de I’acrosome est présente au niveau de la région apicale de la téte du spermatozoide et
il y a pénétration de la zone pellucide (quatrieme spermatozoide). La fision entre la
membrane plasmique du spermatozoide et de 1'oocyte se produit (cinquieéme
spermatozoide). Le noyau du spermatozoide est ensuite englouti dans le cytoplasme de

I’oocyte (sixiéme spermatozoide).

b) Photomicrographie de spermatozoides humains entourant un ovocyte humain

(X 750).

Tiré de: “Anatomie et Physiologie Humaines” par Marieb (1992)
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Figure 1-6: Voies hypothétiques impliquées dans la réaction de

Pacrosome induite par la zone pellucide
Schéma représentant les diverses voies activées lors de la réaction de I’acrosome.

Tiré de: “The physiology of Reproduction, Second Edition” par Yanagimachi, 1994.
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Yanagimachi, 1994). 1l y a stimulation d’une protéine G qui active premiérement la
phospholipase C dans la membrane plasmique du spermatozoide. Cette phospholipase
clive le phosphatidylinositol diphosphate en diacylglycérol (DAG) et en inositol
triphosphate. Le DAG active les protéines kinases C dépendantes du Ca®*. L’inositol
triphosphate entraine une augmentation de la concentration de Ca®" intracellulaire en
stimulant le relachement de Ca*" entreposé dans le cytoplasme et I’ouverture des canaux
calciques voltage-dépendants entrainant ainsi une entrée massive de Ca®" extracellulaire
(Florman et al., 1992). Une partie de ce Ca®" agit directement sur les phospholipides de
la membrane pour faciliter la fusion. La protéine G stimule deuxiémement, la
phospholipase A, qui coupe la phosphatidylcholine (PC) en libérant de la
lysophosphatidylcholine (lyso-PC) et de I’acide arachidonique, tous deux connus comme
étant trés fusogénes (Fleming et Yanagimachi, 1981; 1984). Elle stimule aussi la
phospholipase D qui coupe la PC en choline et en acide phosphatidique qui sont aussi
trés fusogénes, et 'adénylate cyclase qui stimule la production d’AMPc. La protéine
kinase A qui est dépendante de I’AMPc phosphoryle les protéines essentielles a la
réaction de I’acrosome. Une partie de I’AMPc agit comme un canal & sodium (Na") qui
permet l'influx de Na™ et Iefflux d’hydrogéne (H'), ce qui augmente le pH
intracellulaire (revue par Yanagimachi, 1994). L’influx de Ca®", ’augmentation du pH
intracellulaire et la production de composés fusogenes sont tous essentiels a la réaction

de I’acrosome.

1.5. Description du projet de recherche

Des études précédentes avaient démontré 1’implication de 1’héparine et des HDL
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comme inducteurs de la capacitation des spermatozoides bovins (Parrish e al., 1988b;
Ehrenwald ef al.,, 1988). De plus, des études de notre laboratoire avaient indiqué que les
protéines BSP étaient aussi importantes dans la capacitation des spermatozoides bovins
induite par I’héparine et les HDL (Thérien et al, 1995; 1997). Le but de mon projet de
recherche de Maitrise était d’utiliser des anticorps polyclonaux dirigés contre les
protéines BSP pour étudier les mécanismes de capacitation induite par les HDL et
I’héparine. Ainsi, nous avons purifié les protéines BSP pour générer des anticorps
polyclonaux. Nous avons vérifié la pureté et la spécificité des anticorps par
immunobuvardage. Par la suite, nous avons fait des études de capacitation iz vifro en
ajoutant les anticorps polyclonaux dans nos milieux. Ces milieux comprenaient les
composés nécessaires a I'induction de la capacitation des spermatozoides éjaculés
bovins, soit I’héparine ou les HDL. Suite & des incubations de 5 ou 8 h, selon le type
d’inducteur, les spermatozoides ont été testés pour leur habileté a subir la réaction de
I’acrosome. Comme aucune technique pour la détection directe de la capacitation n’est
disponible, nous utilisons la réaction de I’acrosome comme marqueur de la capacitation.
En effet, seuls les spermatozoides capacités peuvent subir la réaction de I’acrosome in
vivo. Ce test est fait 4 ’aide de la lyso-PC, un agent fusogéne qui est produit in vivo lors
de I’interaction de la zone pellulcide avec le spermatozoide. Cette substance induit donc
la réaction de I’acrosome seulement chez les spermatozoides capacités. Nous utilisons
par la suite une technique de coloration de I’acrosome. L’acrosome des spermatozoides
qui ont subi la réaction perd le colorant et devient blanc tandis que ’acrosome des
spermatozoides intacts reste rouge. Les spermatozoides colorés sont alors comptés sous

microscope photonique.
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Des études de phosphorylation ont aussi été entreprises. Selon la technique
décrite par Galantini-Homer ef al. (1997), nous avons incubé des spermatozoides
éjaculés en présence d’héparine ou d’HDL, en présence de db-AMPc, un analogue non-
hydrolysable de I’AMPc, et de 'IBMX, un inhibiteur de phosphodiestérase. Ces
produits nous permettent de mieux voir une augmentation de la phosphorylation sur
tyrosines induite par la voie de signalisation dépendante de la PKA. Suite a
I’incubation, un échantillon de spermatozoides est traité pour déterminer le pourcentage
de réaction de I’acrosome comme précédemment et une autre partie sert a déterminer le
niveau d’induction de phosphorylation des tyrosines qui serait li€ a la capacitation. Pour
ce faire, les spermatozoides sont traités a l’orthovanadate, un inhibiteur des
phosphatases, ce qui nous permet de prévenir la déphosphorylation. Par la suite les
protéines du spermatozoide sont extraites et analysées sur gel SDS-PAGE pour nous
permettre de faire une immunodétection a 1’aide d’un anticorps monoclonal dirigé contre
les tyrosines phosphorylées. Suite a I’analyse des résultats, nous avons pu conclure que
la capacitation induite par 1’héparine et les HDL impliquait des mécanismes diftérents.
Les anticorps polyclonaux contre les protéines BSP inhibaient la capacitation induite par
I’héparine sans avoir d’effet sur la capacitation induite par les HDL. De plus, il y avait
une augmentation de la phosphorylation des tyrosines associée avec la capacitation

induite par I’héparine mais aucune augmentation n’était observée avec les HDL.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Produits chimiques

L’adjuvant de Freund provient de Sigma (St-Louis, MO). Le gel Séphadex G-50
et la Proteine A couplée au Sépharose proviennent de la compagnie Pharmacia Biotech
Inc (Baie d’Urfé, QC). Tous les autres produits sont de grade analytique et proviennent

de fournisseurs locaux.

2.2. Matériel biologique

2.2.1. Plasma séminal bovin

Les éjaculats de taureaux adultes ont été obtenus gréce a la collaboration du Dr

Yves Brindel (Centre d’insémination artificiel du Québec, CIAQ, St-Hyacinthe, Qc.).

Le plasma séminal a été séparé des spermatozoides par centrifugation. Huit
volumes d’éthanol froid (-20°C) ont été ensuite ajoutés au liquide séminal avec agitation
constante pendant deux heures. Cette solution a été par la suite centrifugée (10 000 X g
pendant 10 min). Le précipité a été lavé avec deux volumes d’éthanol froid et
recentrifugé. Cette étape est répétée deux autres fois pour éliminer tous les stéroides et
les lipides qui pourraient étre encore présents dans le plasma séminal. Le précipité est
ensuite dissous dans de I’eau distillée et lyophylisé. La fraction protéique totale du

plasma séminal bovin est désignée cBSP (“Crude Bovine Seminal Plasma”).

2.3. Purification des protéines BSP

2.3.1. Chromatographie d’affinité sur colonne de gélatine-Agarose
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Un échantillion de ¢cBSP (500 mg dans 5 ml de tampon phosphate salin (PB; 150
mM et NaCl; 50 mM) est déposé sur une colonne de gélatine-agarose (120 ml) a 4°C
préalablement équilibrée avec un tampon PBS. Les protéines adsorbées sont éluées a
’aide d’un gradient d’urée (0 4 8 M). Des fractions de 5 mL sont recueillies (& un débit
de 30 mL/h). Le profil protéique d’élution est déterminé en mesurant I’absorbance a 280
nm. Par la suite, la colonne est lavée avec du tampon PBS. Les fractions contenant les
protéines d’intérét ont été par la suite rassemblées et dialysées contre un tampon

bicarbonate (150 mM) avant d’étre lyophilisées.

2.3.2. Chromatographie sur tamis moléculaire Séphadex G-50

L’échantillon préalablement concentré obtenu lors de la purification précédente est
déposé sur la colonne Séphadex G-50 (670 mL) équilibrée avec, soit un tampon
ammonium bicarbonate 150 M (pH 10) pour une chromatographie en condition basique
ou de ’acide acétique 50 mM (pH 2) pour une chromatographie en condition acide. Des
fractions de 5 mL ont été recueillies a un débit de 30 mL/h. Le profil protéique d’élution
a ensuite été déterminé en mesurant I’absorbance a 280 nm. Par la suite, la colonne a été
lavée avec du tampon PBS. Les fractions contenant les protéines d’intérét ont été par la
suite rassemblées et dialysées contre un tampon ammonium bicarbonate avant d’étre

lyophilisées.

2.4. Génération d’anticorps polyclonaux dirigés contre les protéines BSP

Suite 4 leur purification, chaque protéine BSP est injectée, en présence
d’Adjuvant de Freund (1:1; v:v), a des lapins de Nouvelle-Zélande. Un mois plus tard,

les lapins sont injectés a nouveau. Deux semaines apres la deuxiéme immunisation, 20
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mL de sang a été prélevé et centrifugé a 3 000 X g pour séparer le sérum. Le sérum a
ensuite été utilisé pour un immunobuvardage. Les lapins ont ensuite €té réimmunisés
quatre fois et le sang a été prélevé deux semaines aprés chaque immunisation. Suite a la
derniére immunisation, la totalité du sang a été recueillie par ponction cardiaque. A
chaque prise de sang, le sérum a été testé pour la présence d’anticorps reconnaissant les

protéines BSP.

2.4.1. Purification des anticorps anti-protéines BSP

Le sérum a ensuite été passé sur une colonne protéine A-Sépharose équilibrée
avec un tampon Tris, pH 7.4. Cette colonne nous permet de garder seulement les
immunoglobulines G. La colonne a été par la suite éluée avec un tampon glycine-HCl
pH 2. La densité optique des fractions recueillies a été ensuite prise et les fractions
contenant 1’anticorps ont été combinées et le pH, ajusté 4 7. Ces anticorps ont ensuite

été testés pour leur spécificité par immunobuvardage.
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3. RESULTATS

3.1. Purification des protéines du plasma séminal bovin

3.1.1. Chromatographie sur gélatine-Agarose

La premiére étape de purification des protéines du plasma séminal consistait en
une séparation des protéines selon leur affinité pour la gélatine (Manjunath et al., 1988;
1994). Cette étape nous permet de bien séparer BSP-A3 et de séparer grossiérement
BSP-A1/A2 et BSP-30 kDa. Sur le profil d’élution des protéines cBSP (Figure 3-1A),
les protéines non-adsorbées n’ont pas été recueillies tandis que les pics suivants
représentent les protéines adsorbées qui ont été éluées avec le gradient d’urée de 0 a 8 M
et recueillies en fractions de 5 mL. Le pic A représente la protéines BSP-A3, le pic B, la

protéine BSP-30 kDa et le pic E la protéine BSP-A1/A2.

Par le suite, un échantillon des différents pics a été mis sur un gel d’¢électrophorése
sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) pour vérifier la pureté des protéines (Figure 3-1B).
De fines bandes de contamination ont pu étre observées dans les puits des protéines
BSP-A1/A2 au niveau de 30 kDa (piste 3), et pour BSP-30 kDa au niveau de 15 kDa
(piste 8) et pour BSP-A3, ces bandes se trouvaient en dessous de 10 kDa (piste 6). Une

autre étape de purification est donc nécessaire.

3.1.2. Chromatographie sur Séphadex G-50 en milieu acide

La deuxiéme étape de purification consistait en une séparation des protéines en
fonction de leur poids moléculaire. Comme BSP-A1/A2 (Figure 3-2.) et BSP-30 kDa
(Figure 3-3.) ont un poids moléculaire différent, nous avons utilis€é une colonne

Séphadex G-50 en milieu acide pour les séparer. La protéine BSP-A3 est aussi passée
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Figure 3-1. Purification des ¢cBSP par chromatographie d’affinité sur

gélatine-Agarose

A)Profil d’élution des cBSP sur gélatine-Agarose. Les fractions ont ¢été

rassemblées de la fagon suivante:

Portion de picA, fractions 46 a 60; Portion de pic B, fractions 69 & 77; Portion
de pic C, fractions 78 a 79; Portion de pic D, fractions 80 a 88; Portion de pic E,

fractions 89 a 90; Portion de pic F, fractions 91 & 92.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de Pic D; piste 4, Portion de Pic E
(BSP-A1/A2); piste 5, Portion de Pic F; piste 6, Portion de Pic A (BSP-A3),

piste 7, Portion de Pic B (BSP-30 kDa); piste 8, Portion de Pic C.
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Figure 3-2. Purification de la protéines BSP-A1/A2 sur un tamis

moléculaire Séphadex G-50

A) Profil d’élution de la protéine BSP-A1/A2 (Portion de pic E) suite a son
passage sur le tamis moléculaire Séphadex G-50. Les fractions ont été

rassemblées de la fagon suivante:

Portion de Pic G, fractions 68 & 75; Portion de pic H, fractions 76 a 86; Portion

de pic I, fractions 87 a 92.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, Portion de pic E; piste 3, Portion de pic G; piste 4,

Portion de pic H; piste 5, Portion de pic L.
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Figure 3-3. Purification de la protéine BSP-30 kDa sur un tamis

moléculaire Séphadex G-50

A) Profil d’élution de la protéine BSP-30 kDa (Portion de pic B) suite a son
passage sur le tamis moléculaire Séphadex G-50. Les fractions ont été

rassemblées de la fagon suivante:

Portion de pic J, fractions 42 a 44; Portion de pic K, fractions 45 a 48; Portion

de pic L, fractions 49 a 51.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de pic B; piste 4, Portion de pic J;

piste 5, Portion de pic K; piste 6, Portion de pic L.
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sur cette colonne pour s’assurer d’enlever tout contaminant de poids moléculaire plus
élevé (Figure 3-4.). Ces protéines sont ensuite mises sur SDS-PAGE pour vérifier leur

pureté. Suite & la coloration des gels, on peut toujours observer une faible contamination.

3.1.3. Derniére étape de purification

3.1.3.1 Chromatographie sur G-50 en milieu basique

Malgré leurs poids trés similaires les protéines BSP-A1/A2 et -A3 ont été
purifiées sur un tamis moléculaire Sephadex G-50 en milieu basique. Pour cette partie,
c’est la propriété d’agrégation qui permet de purifier les protéines. Sachant que BSP-
A1/A2 (Figure 3-5.) s’agrége plus en condition basique que BSP-A3 (Figure 3-6.), il est
donc possible de les séparer. Les protéines ont donc été €luees de la colonne avec du
tampon de bicarbonate d’ammonium. Une fois les fractions contenant les protéines
rassemblées et lyophilisées, les protéines ont été déposées sur un gel SDS-PAGE (Figure
3-6B). Ces gels montraient que nos protéines étaient bien pures et qu’elles pouvaient

étre utilisées pour la génération d’anticorps.

3.1.3.2 Chromatographie sur gélatin-Agarose

Pour ce qui est de la protéine BSP-30 kDa, une contamination constante était
observée & environ 15 kDa, cette impureté a été finalement enlevée en passant la
protéine sur une colonne d’affinité gélatine-Agarose. Comme précédemment, cette
colonne sépare les protéines selon leur affinité pour la gélatine. Suite a la purification
sur colonne (Figure 3-7.), la protéine a été mise sur gel et suite a la coloration de ce gel,

la protéine BSP-30kDa était elle aussi assez pure pour servir a générer des anticorps.
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Figure 3-4. Purification de la protéine BSP-A3 sur un tamis

moléculaire Séphadex G-50

A) Profil d’élution de la protéine BSP-A3 (Portion de pic A) suite a son passage
sur le tamis moléculaire Séphadex G-50. Les fractions ont été rassemblées de la

facon suivante:

Portion de pic M, fractions 63 a 68; Portion de pic N, fractions 69 a 73; Portion

de pic O, fractions 74 & 78; Portion de pic P, fractions 79 a 81.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de pic A; piste 4, Portion de pic M,

piste 5, Portion de pic N; piste 6, Portion de pic O; piste 7, Portion de pic P.
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Figure 3-5. Purification de la protéine BSP-A1/A2 sur un tamis

moléculaire Séphadex G-50 basique

A) Profil d’élution de la protéine BSP-A1/A2 (Portion de pic H) suite a son
passage sur le tamis moléculaire Séphadex G-50 basique. Les fractions ont été

rassemblées de la fagon suivante:

Portion de pic Q, fraction 31; Portion de pic R, fraction 32; Portion de pic S,

fractions 33 & 35; Portion de pic T, fractions 36 a 37.

B Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de pic H; piste 4, Portion de pic Q;

piste 5, Portion de pic R; piste 6, Portion de pic S; piste 7, Portion de pic T.
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Figure 3-6. Purification de la protéine BSP-A3 sur wun tamis

moléculaire Séphadex G-50 basique

A) Profil d’élution de la protéine BSP-A3 (Portion de pic O) suite a son passage
sur le tamis moléculaire Séphadex G-50 basique. Les fractions ont été

rassemblées de la facon suivante:

Portion de pic U, fraction 44 & 46; Portion de pic V, fraction 47 a 49, Portion de

pic W, fractions 50 a 52; Portion de pic X, fractions 52 a 53.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de pic O; piste 4, Portion de pic U,

piste 5, Portion de pic V; piste 6, Portion de pic W; piste 7, Portion de pic X.
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Figure 3-7. Purification de la  protéine BSP-30 kDa par

chromatographie d’affinité sur gélatine-Agarose

A) Profil d’élution de la protéine BSP-30 kDa (Portion de pic K) sur

gélatine-Agarose. Les fractions ont €t€ rassemblées de la fagon suivante:

Portion de picY, fractions 36 a 40; Portion de pic Z, fractions 41 a 42; Portion

de pic AA, fractions 43 a 45; Portion de pic BB, fractions 46 a 48.

B) Electrophorése sur gel SDS-PAGE 15% coloré au bleu de Coomassie des
protéines recueillies lors de la purification. Piste 1, marqueur de poids
moléculaires; piste 2, cBSP; piste 3, Portion de pic K; piste 4, Portion de pic Y;

piste 5, Portion de pic Z; piste 6, Portion de pic AA; piste 7, Portion de pic BB.
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3.2. Génération des anticorps polyclonaux contre les protéines BSP

Aprés les deux premiéres injections (intervalle d’un mois entre chaque injection),
nous avons testé les sérums recueillis des lapins pour déterminer leur pureté. Par la
suite, le meilleur sérum de chaque anticorps a été purifié sur colonne protéine A-
Sépharose (Figure 3-8.). Ces séra ont ensuite été testés pour leur spécificité par
immunobuvardage sur les protéines BSP pures. La figure 1 de la section 4 montre bien
que les anticorps ne reconnaissent que leur propre antigéne. Les anticorps ont donc pu

étre utilisés pour les essais de capacitation in vitro.
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Figure 3-8. Purification des anticorps contre la protéine BSP-A1/A2

sur protéine A-Sépharose

Profil d’élution des anticorps (Anti-BSP-A1/A2) sur protéine A-Sépharose avec un
tampon tris-glycine pH 2.2. La méme purification a été effectuée avec les autres

anticorps. Des profils semblables ont été obtenus.
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4. ARTICLE

Heparin and high-density lipoprotein mediate bovine sperm
capacitation by different mechanisms. M.-E. Lane, 1. Thérien, R. Moreau and

P. Manjunath. Sous Presse dans Biology of Reproduction.

Cet article comporte une étude suggérant que I"héparine et les HDL induisent la
capacitation des spermatozoides bovins par des mécanismes différents. Pour confirmer
cette hypothése, nous avons utilisé des anticorps polyclonaux dirigés contre les protéines
BSP, pour voir leurs effets sur la capacitation. Nous avons aussi étudi€ un des
changements biochimiques qui a lieu durant la capacitation induite par I’héparine, soit la

phosphorylation des tyrosines.

J’ai fait les expériences nécessaires pour cet article ainsi que la rédaction.
Isabelle Thérien m’a montré les techniques nécessaires a la réalisation de cet article.
Isabelle Thérien et Robert Moreau ont participé aux discussions scientifiques et a la

correction de I’article. P. Manjunath a été le superviseur de ce travail.
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ABSTRACT

Capacitation is an important process in bovine sperm maturation and is an
obligatory step prior to fertilization. Two capacitating agents, namely heparin and high-
density lipoprotein (HDL), have been shown to induce sperm capacitation. A family of
major proteins of bovine seminal plasma designated as BSP-A1/A2, BSP-A3 and BSP-
30kDa (collectively called BSP proteins) and, upon ejaculation, bind to the sperm
surface via their membrane choline phospholipids. Our previous studies with bovine
epididymal sperm showed that BSP proteins potentiate sperm capacitation induced by
heparin and HDL. This study was undertaken to clarify the mechanism of capacitation
induced by heparin and HDL in the presence of BSP proteins. Washed bovine
ejaculated sperm were incubated with heparin (12 pg/ml) or HDL (10 - 160 ug/ml) in
the presence of polyclonal antibodies against purified BSP proteins (anti-BSP proteins).
The percentage of capacitated sperm was evaluated after the induction of the acrosome
reaction (AR) with lysophosphatidylcholine. When sperm were incubated for 5 h with
heparin and anti-BSP proteins (40 pg/ml), the AR level was not significantly different
from control levels (16.8 + 0.9% vs 12.9 + 0.9%). In contrast, incubation of sperm for 8
h with HDL and anti-BSP proteins did not inhibit the AR (42.4 £ 1.1% vs 17.1 + 1.6 for
the control samples). We also investigated the effect of heparin and HDL on protein
tyrosine phosphorylation associated with capacitation. The tyrosine phosphorylation of
a group of proteins was increased in the presence of heparin. However, HDL did not
stimulate significantly protein phosphorylation. The increase in phosphorylation
correlated with an increase in the AR after the incubation with heparin but not with
HDL. These results indicate that heparin and HDL mediate capacitation via different

mechanisms.
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INTRODUCTION

In mammals, freshly ejaculated sperm are incapable of fertilizing the egg. They
gain this ability during their transit through the female reproductive tract and this
process is called capacitation  [1-4]. The mechanism of capacitation is poorly
understood but it involves many biochemical changes. These include the removal of
adsorbed components from the sperm surface, a change in membrane lipid composition,
increased permeability to certain ions such as Ca®', a change in internal pH, an increase
in plasma membrane fluidity and in metabolism [4-10]. There is also an increased
hyperactivation that is believed to result from the redistribution of membrane
components during capacitation [4]. Apart from these changes not much is known. In
addition, several studies show that there is a decrease in the membrane
cholesterol/phospholipid ratio during capacitation [8, 11]. All of these changes allow
the spermatozoa to undergo the acrosome reaction (AR) following interaction with the

zona pellucida, the egg’s extracellular matrix [12-14].

Many studies have shown that heparin-like glycosaminoglycans (GAG) which
are found in follicular fluid play a role in capacitation of bovine sperm [15-18]. Thus
ejaculated sperm incubated with GAG, capacitate in a shorter period and then undergo
the AR in the presence of the zona pellucida in vivo or in the presence of
lysophosphatidylcholine (lyso-PC) in vitro [19]. Lyso-PC induces the AR in
capacitated sperm only [19]. It has been postulated that GAG modulate capacitation by
binding to proteins of the sperm membrane [20, 21]. In bovine, heparin binds to sperm
[22] and induces changes in the intracellular environment of the sperm. This results in
Ca®" uptake and an increase in intracellular free calcium and intracellular pH [9,10].
Another change that is associated with heparin-induced capacitation in bovine sperm is

an increase in protein phosphorylation [23]. The changes in phosphorylation and cyclic
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nucleotide levels have also been observed in other sperm functions such as motility, and
in AR induction [4, 13, 24-26]. Similar observation have been made in sperm of the

pig, mouse and hamster [27-29].

Many studies show that the high-density lipoprotein (HDL) present in follicular
and oviductal fluids [30-32], induce sperm capacitation [33]. HDL is the only
lipoprotein found in the female genital tract [30-32]. Some studies have shown
variations -in HDL concentration during the oestrus cycle. Thus, the HDL level is higher
during the ovulation period and lower during the remainder of the cycle [11]. The HDL
present in the female genital tract facilitate the efflux of cholesterol that occurs during
the early step of capacitation [30, 34]. In place of heparin, no such studies have been

made with HDL as capacitating agents in bovine.

Studies in our laboratory have shown that the seminal plasma proteins are also
important agents in sperm capacitation [21, 33]. Bovine seminal plasma (BSP) contains
a family of closely related proteins designated BSP-A1/A2, -A3 and -30kDa
(collectively called BSP proteins) [35-39]. These BSP proteins bind to the sperm
membrane upon ejaculation and this binding takes place via choline phospholipids of
sperm membrane [40]. They also bind to heparin [41] and HDL [38, 42]. The BSP
proteins promote capacitation of bovine epididymal sperm in the presence of heparin

[21] and HDL [33].

In this study, we used polyclonal antibodies raised against purified BSP proteins
to gain further insight into the mechanism of capacitation induced by heparin and HDL.
Our results indicate that these agents mediate sperm capacitation by different

mechanisms.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. BSA (fraction V fatty acid-free), taurine, L-epinephrine, erythrosin
B, flavianic acid (naphthol), heparin (purified from porcine intestinal mucosa),
lysophosphatidylcholine  (lyso-PC; purified from egg yolk), 3-iso-butyl-1-
methylxanthine (IBMX), dibutyryl cAMP (db-cAMP) and Freund’s adjuvant were from
Sigma Chemical Company (St-Louis, MO); penicillin G and streptomycin sulfate were
from Gibco (Burlington, ON). L-Cysteine, mercuripapain and iodoacetamide were from
ICN (Aurora, Ohio). Anti-phosphotyrosine antibody (clone 4G10) was obtained from
Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY). Orthovanadate was from Aldrich
Chemical Co. Inc (Milwaukee, WI). ECL reagent kit was from Mandel Scientific
(Boston, MA). Sephadex G-50 and Protein A-Sepharose were from Pharmacia Biotech
Inc (Baie d’Urfé, QC). All other reagents used were of analytical grade and obtained

from commercial suppliers.

Freshly ejaculated bovine sperm were collected by using an artificial vagina and
were obtained from the Centre d’Insémination Artificielle du Québec, (St-Hyacinthe,

QC, Canada).

HDL were isolated by density gradient ultracentrifugation from normolipemic
human serum as described by Thérien et al. [33]. The purity of HDL was assessed with
the Paragon Lipo Gel Kit (Beckman Instruments, Fullerton, Ca) and the protein

concentration was measured by a modified Lowry technique [43].

BSP protein purification. The bovine seminal plasma was first subjected to
alcohol precipitation and the BSP-A1/-A2, -A3 and -30kDa proteins, were isolated by
gelatin-Agarose affinity chromatography [36]. The adsorbed fractions were further

fractionated on a Sephadex G-50 column. The purity of the BSP proteins was confirmed
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by SDS-PAGE as described later.

Polyclonal Antibodies. The polyclonal antibodies against BSP proteins were
raised in male rabbits as described previously [44, 45]. The antibodies were then purified
by affinity chromatography on Protein A-Sepharose. Polyclonal antibodies against

platelet activating factor-acetylhydrolase (PAF-AH) were used in control experiments.

Fabs. The antibodies adsorbed on Protein A-Sepharose were treated with
mercuripapain for 1 h at 37°C (100 :1) (w/w) in 150 mM sodium-phosphate buffer, pH
7.0, containing 2 mM EDTA and 10 mM L-cysteine. The reaction was stopped by the
addition of iodoacetamide to a final concentration of 25 mM [46]. The Fabs were
separated from the Fcs and the intact antibodies by affinity chromatography on Protein

A-Sepharose.

Sperm capacitation and AR Studies were performed in modified Tyrode’s
medium as described previously [21, 33, 47]. Ejaculated sperm were washed twice (375
X g, 10 min) with mTALP, and were adjusted to a concentration of 1 X 10%/ml. Then
sperm were incubated at a final concentration of 5 X 10"/ml under different conditions :
with or without heparin (12 pg/ml) or HDL (10-160 ug/ml) for capacitation, with or
without antibodies against BSP-A1/A2, -A3, -30kDa, or PAF-AH (1.25-160 pg/ml) or
Fabs against BSP-A1/A2, -A3, -30k, or PAF-AH (1.25-40 pg/ml) for inhibition studies,
and with or without IBMX (100 uM), db-cAMP (1 mM) for phosphorylation studies.
The incubation was carried out in 11 X 75 mm culture tubes for 5 h with heparin or 8 h
with HDL at 39°C in a humidified environment of 5% CO2 [48]. At the end of
incubation, lyso-PC was added at 100 pg/ml and the sperm were incubated for an
additional 15 min. This concentration of lyso-PC was previously shown to induce
acrosome reactions (AR) in capacitated sperm while having no effect on noncapacitated

sperm [19]. Prior to drying and staining, randomly selected slides were examined using
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light microscopy to verify sperm motility. The percentage of sperm that were acrosome-
reacted was determined on air-dried sperm smears with a naphthol yellow-erythrosin B-
staining procedure [49]. The viability of sperm was determined by staining the cells
with eosine-negrosine [50], and observation under the microscope. In all of our studies

on capacitation, sperm viability was between 65 to 70%.

Phosphorylation studies. After capacitation, 100 pl aliquots of the sperm
suspension were subjected to centrifugation (10 000 X g, 3 min) at room temperature
and the sperm pellet was then washed in 1 ml PBS containing 0.2 mM orthovanadate
[23]; the sperm pellet was then resuspended in sample buffer without mercaptoethanol
and boiled for 5 min [S1]. After centrifugation (10 000 X g, 3 min) the supernatant was
removed and boiled in the presence of 5% mercaptoethanol in sample buffer for 5 min,

and then subjected to SDS-PAGE as described below.

SDS-PAGE and immunoblotting. The SDS-PAGE was performed on a 10%
gel for the phosphorylation studies and on a 15% gel for the verification of polyclonal
antibodies. The proteins were transferred to Immobilon-P (Mandel Scientific, Boston,
MA) as described by Towbin [52] and submitted to immunodetection [39] using ECL
reagent (Mandel Scientific, Boston, MA).

Protein assay. The protein content of the sample was measured by the Bradford
method [53] or by weighing purified proteins on a Cahn microbalance (model C-31);

Fisher Scientific, Fairlawn, NJ.

Data analysis. The data presented here were analyzed for significant differences

by a Student t-test on paired observations or by the Friedman nonparametric test.
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RESULTS

Specificity of antibodies

We first established the specificity of the polyclonal antibodies. The alcohol-
precipitated bovine seminal plasma proteins (crude bovine seminal plasma proteins,
cBSP) and purified BSP proteins were separated by SDS-PAGE, transferred to
Immobilon-P membranes and probed with purified antibodies. Anti-BSP-A1/A2
recognized only BSP-A1/A2 proteins in the ¢cBSP sample and purified BSP-A1/A2
proteins and not the other type of BSP proteins (-A3 and -30kDa). Similarly, anti-BSP-
A3 recognized only BSP-A3 protein and anti-30kDa recognized only the BSP-30kDa
protein (Fig.1 A, B and C). In these studies we used the antibodies against PAF-AH
[44] as a negative control. The PAF-AH is another protein that is found in bovine
seminal plasma in large concentration (~ 0.5 mg/ml). The anti-PAF-AH did not

recognize any of the BSP proteins (Fig. 1D).

Effect of polyclonal antibodies or Fabs against BSP-A1/A2, -A3, -30kDa on sperm

capacitation with heparin

Thérien et al [21, 33] have shown that the BSP proteins potentiate the sperm
capacitation induced by heparin and HDL. In the present study, we evaluated the
involvement of BSP proteins in the capacitation induced by these two different
capacitation agents. We determined the levels of AR induced by lyso-PC when
ejaculated sperm were incubated with heparin (12 pg/ml) and increasing concentrations
of polyclonal antibodies (0-40 pg/ml) raised against the three different purified BSP
proteins. In the absence of antibodies and in the presence of heparin 38.4 + 1.1% of
sperm underwent the AR (Fig. 2A, outside) which correlated with previous results [21].

Without the heparin the control level of the AR (medium alone) was approximately 12.9
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+ 0.9%. The percentage of AR gradually decreased by increasing the concentrations of
antibodies against BSP-A1/A2, -A3, -30kDa (Fig. 2A). At a concentration of 40 ng/ml
the AR levels were similar to the control level (16.8 = 0.9%). In contrast, the addition of
PAF-AH antibodies (negative control) resulted in no change in the percentage of AR

(36.7 + 2.5%).

In order to confirm that the inhibition was due to the interaction between the
antibodies and the antigen and not due to interaction between the Fc portion of the
antibodies, we prepared Fabs produced with our antibodies and conducted experiments
as described above. The Fabs of the anti-BSP proteins (40 pg/ml) also inhibited the AR
(19.5 + 0.4%), whereas in the presence of the same concentrations of Fabs of PAF-AH,
the levels of the AR were 38.7 + 1.8% (Fig. 2B). The utilisation of Fabs instead of
complete antibodies allowed us to eliminate the possible interactions between the

antibodies. The antibodies and the Fab yielded essentially the same results (Fig. 2).

Effect of polyclonal antibodies against BSP-A1/A2, -A3, -30kDa on capacitation

mediated with HDL

Similar experiments were performed using HDL (160 pug/ml) instead of heparin
to induce sperm capacitation. We have shown in our previous studies that 160 ug/ml of
HDL is required to induce maximum capacitation in epididymal sperm exposed to BSP
proteins [33]. In the absence of antibodies, the AR level was 42.4 + 1.1% with HDL
compared to 17.1 + 1.6% for the control (Fig. 3A; outside). In the presence of HDL and
increasing concentrations of polyclonal BSP antibodies, the percentage AR did not
change (Fig. 3A). For an antibody concentration equivalent (40 pg/ml) to the one that
inhibited AR in the presence of heparin there was no inhibition with HDL. The results
obtained with the antibodies against the BSP proteins were the same as those obtained

with antibodies against PAF-AH. The different results that we obtained with HDL may
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indicate that the concentration of HDL used was too high or that the concentration of
antibodies used was too low. Using lower concentrations of HDL (80 and 40 pg/ml),
the percentage AR did not change (43.8 £ 2.7% and 43.4 = 2.2%) (Fig. 3B). We also
used 20 and 10 pg/ml of HDL and we obtained the same results (data not shown).
Similarly, at higher concentrations of antibodies (80 and 160 ug/ml), no change occurred

that would indicate that the antibodies had an effect on the sperm AR (Table 1).
Studies of phosphorylation during capacitation with heparin or HDL

The second part of this study was to verify whether or not the phosphorylation
observed during capacitation with heparin, as previously reported [23], also occurs
during capacitation with HDL. For this study we incubated ejaculated sperm in the
presence of HDL (10 and 160 pg/ml) or heparin (12 pg/ml) and with IBMX (100 mM)
and db-cAMP (1 mM). As previously reported [23], IBMX (inhibitor of
phosphodiesterase) and db-cAMP enhance tyrosine phosphorylation.  After the
incubation period of 5 or 8 h with heparin and HDL, respectively, an aliquot of the
sperm suspension was removed and centrifuged. The sperm pellet was subjected to
SDS-PAGE and immunodetection of phosphotyrosine was performed. In the presence
of heparin, there was an increase in the intensity of the phosphorylation bands (40 — 96
kDa) that was stimulated by the addition of db-cAMP and IBMX (Fig. 4A).
Concomitant AR studies were done for the incubation with heparin or HDL (Table 2).
The results show that the increase in phosphorylation correlated with the increase in AR
levels obtained in the presence of heparin. However, there was no increase in
phosphorylation with HDL (Fig.4B). The only increase in phosphorylation observed
was following the addition of IBMX and db-cAMP to the sample and not because of the
presence of HDL. In this case, the level of AR was not correlated with an increase in

tyrosine phosphorylation (Table 2).
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DISCUSSION

Ejaculated sperm acquire fertilizing ability by interacting with capacitation
factors present in the female genital tract. Several studies have shown that incubation
with heparin or heparin-like GAG promotes capacitation in bovine sperm [15, 49, 54,
55]. Other studies have shown that the cholesterol efflux mediated by HDL may be an
important step in sperm capacitation [34, 56, 57]. Bovine seminal plasma contains a
family of three heparin-binding proteins (BSP proteins) that increase the number of
binding sites for heparin on the sperm surface [41] and thereby potentiate heparin-
induced bovine sperm capacitation [21]. These BSP proteins also potentiate HDL-
induced bovine sperm capacitation [33] and stimulate sperm cholesterol efflux during

ejaculation [57]. However, in each instance the mechanisms involved are not well

understood.

In the current study, by using specific polyclonal antibodies against BSP
proteins, we showed that heparin and HDL induce capacitation by different mechanisms.
The bovine ejaculated sperm capacitation induced by heparin is inhibited by the addition
of polyclonal antibodies against BSP proteins. These data correlate with our previous
studies which indicate that the BSP proteins play an important role in heparin-induced
capacitation [21]. The inhibition of sperm capacitation by anti-BSP proteins was dose-
dependent and reached a maximum at a concentration of 40 pg/ml of antibodies. The
specificity of the inhibition was further confirmed by using Fabs instead of polyclonal
antibodies. The studies with Fabs indicated that the inhibition was not due to the
aggregation of sperm but due to the interaction of Fabs with the sperm-bound BSP
proteins. Furthermore, the polyclonal antibodies against the BSP proteins did not
interact with heparin as revealed by a dot blot experiment (data not shown). In addition,

polyclonal antibodies against PAF-AH did not inhibit capacitation. Taken together,
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these results indicate that the polyclonal antibodies to BSP proteins prevent heparin
binding to BSP proteins on the sperm membrane. Therefore, it appears that in order for
sperm to undergo capacitation, heparin must interact with sperm membrane bound BSP
proteins. It is interesting to note that the ejaculated sperm are coated with all three BSP
proteins [58] and all three BSP proteins promote heparin-induced capacitation [21].
Therefore, one would expect only partial inhibition of capacitation with polyclonal
antibodies against one type of BSP protein. However, in the present investigation all
three antibodies independently inhibit heparin-induced capacitation in ejaculated sperm
when compared to control levels. Therefore, it appears that the binding of antibodies to
any one type of BSP proteins prevents the interaction of heparin with the other BSP

proteins, possibly by steric hinderance.

The second finding of this study is that anti-BSP proteins do not inhibit the HDL-
induced capacitation. This absence of inhibition was confirmed by using a high
concentration of antibodies (160 ug/ml) and a low concentration of HDL (10 pg/ml).
These results indicate that potentiation of HDL-induced capacitation by BSP proteins
occurs by a different pathway. Previous studies have shown that HDL induces sperm
cholesterol efflux during capacitation [30, 34]. Our recent study indicates that BSP
proteins and HDL stimulate sperm cholesterol efflux independently [57]. Although BSP
proteins induce a significant cholesterol efflux after sperm are ejaculated and mixed with
seminal plasma, this efflux is insufficient to complete capacitation. A second
cholesterol efflux induced by HDL in the female genital tract may be essential for
completion of capacitation. This second sterol efflux appears to be BSP independent
since polyclonal antibodies against BSP proteins did not inhibit HDL-induced
capacitation. It is not known how HDL interacts with the sperm membrane. HDL alone
stimulates cholesterol efflux from ejaculated or epididymal sperm and capacitate sperm

to levels induced in the presence of heparin [33, 57] and therefore it is unlikely that BSP
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proteins are involved in HDL-induced capacitation. This is supported by the fact that
the antibodies against BSP proteins had no effect on HDL-induced capacitation.
Therefore it is likely that HDL exerts its effect by directly interacting with the sperm

membrane,

The third finding of this study is that the HDL-induced capacitation, in contrast
to heparin-induced capacitation, is not associated with an increase in protein tyrosine
phosphorylation. The result with heparin confirms the report by Galantino-Homer et al
[23] that the heparin-induced capacitation is associated with tyrosine phosphorylation.
However, it should be noted that while this group reported that the levels of AR in the
presence of IBMX or cAMP change significantly, no such changes were observed in our
experiments. A cross talk between the PKA pathways and tyrosine phosphorylation has
been reported [23]. Parrish et al [59] showed that IBMX and certain derivatives of
cAMP do not induce capacitation in the absence of heparin and our results are in

agreement with these observations.

In view of the present results, we propose the following mechanisms for heparin
and HDL-induced sperm capacitation in the female reproductive tract. Capacitation in
bovine sperm begins as soon as sperm are ejaculated and mixed with seminal vesicle
secretions. The BSP proteins, the major products of the seminal vesicles, induce initial
cholesterol efflux from sperm and prime them to undergo capacitation following further
interaction with either heparin or HDL in the oviduct. A portion of the BSP proteins
also coats the sperm membrane. With heparin-induced capacitation, the sperm-bound
BSP proteins act as heparin receptors. Heparin could interact with the sperm membrane
via BSP proteins to induce a series of intracellular events such as an increase in pH, Ca*
and cAMP. The exact cascade is unknown but this pathway does not include protein G-
like factors that are known to be associated with PKA [28]. With HDL-induced

capacitation, HDL in the oviduct could mediate a second cholesterol efflux step and
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result in further significant alterations in the sperm membrane. This later step in
capacitation is BSP-independent. Furthermore, the HDL-induced capacitation does not
involve the cAMP cascade since there was no significant increase in the tyrosine
phosphorylation. Currently, we are investigating the effect of BSP antibodies on
tyrosine phosphorylation. It is also important to establish whether or not pH and Ca*"

alterations occur in addition to cholesterol efflux during HDL-induced capacitation.

In summary, the results indicate that the mechanisms of heparin- and HDL-
induced bovine sperm capacitation are obviously different. Following ejaculation, the
BSP proteins interact with the sperm membrane and stimulate sperm cholesterol efflux.
This initial cholesterol efflux primes the sperm to undergo capacitation upon interaction
with heparin or HDL. BSP proteins bind to the sperm membrane and increase the
heparin-binding sites on the sperm membrane. BSP proteins therefore play an important
role both in heparin-induced capacitation and also in tyrosine phosphorylation that
occurs during heparin-induced capacitation. Any interruption of this interaction between
sperm-bound BSP proteins and heparin results in disruption of capacitation. In an
alternative pathway, following the initial cholesterol efflux by BSP proteins, HDL
mediates a second efflux of cholesterol (BSP protein-independent) leading to

capacitation but without inducing phosphorylation.
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Table 1

Assessement of the AR with HDL (160 pg/ml) in the presence of different
concentrations of antibodies against BSP-30kDa

Antibody concentration Acrosome reaction™™®
(ug/ml) (%)
0 429+0.8
80 448+ 1.5
160 46.6+ 1.6

The control level is 17.1 = 1.6%

? Ejaculated sperm were incubated with HDL (160 ug/ml) and different concentrations
of anti-BSP-30kDa, after an 8 h incubation, lyso-PC was added to induce the AR.
PResults represent the mean = SEM of three independent experiments.
“Non-significant for all concentrations of antibodies vs control (without antibodies).
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Table 2
Assessment of the AR during phosphorylation studies

Capacitating agent

Heparin HDL
Conditions 12 pug/ml 10 pig/ml
% AR®
Control (without agent)” 120£1.2 13.8+0.6
+ agent ° 42.6 +£3.3° 36.4+1.2°
+ IBMX, dbcAMP * 17.1+12 223+14
+ agent + IBMX, dbcAMP® 39.6+27° 40.6 +2.3°

* without agent

® with heparin or HDL

° Ejaculated sperm were incubated with heparin (0 or 12 pg/ml) and HDL (0 or 10
png/ml) and with or without IBMX (100 mM) and db-cAMP (1 mM), aftera Sand an8 h
incubation, lyso-PC was added to induce the AR.

4Results represent the mean + SEM of three independent experiments.

¢ Significantly different vs control (without agent): p <0.05
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Legends to figures

Figure 1. Immunoblotting of BSP proteins. Proteins were separated by SDS-PAGE
on a 15% gel, transferred to Immobilon-P and probed with purified antibodies directed
against BSP proteins or PAF-AH; A) anti-BSP-A1/A2, B) anti-BSP-A3, C) anti-BSP-
30kDa and D) anti-PAF-AH. Lane 1, cBSP; lane 2, purified BSP-A1/A2; lane 3,

purified BSP-A3; lane 4, purified BSP-30kDa; lane 5, purified PAF-AH.

Figure 2. Effect of polyclonal antibodies or Fabs raised against BSP proteins on
sperm capacitation with heparin. Ejaculated sperm (1 X 10% /ml) were incubated in
the presence or absence of heparin (12 pg/ml, outside) and in the presence of antibodies
or Fabs against BSP proteins (0-40 pg/ml) for 5 h at 39°C. The sperm were then
incubated with lyso-PC (100 pg/ml) for 15 minutes and AR was assessed as described in
materials and methods. A) with antibodies, B) with Fabs. Open square anti-BSP-
Al/A2, open triangle anti-BSP-A3, open diamond anti-BSP-30kDa, open circle anti-
PAF-AH. The values represent the mean + SEM of three independent experiments with
200 sperm assayed/sample. Non-significant differences for anti-BSP-A1/A2, -A3, -30

kDa vs control (without heparin).

Figure 3. Effect of antibodies raised against BSP proteins on capacitation with
HDL. The same protocol as in Figure 2 using HDL instead of heparin and incubation
for 8 h. A) HDL alone (outside) or 160 pug/ml with antibodies; open square anti-BSP-
A1/A2, open triangle anti-BSP-A3, open diamond anti-BSP-30kDa, open circle anti-
PAF-AH. B) with anti-BSP-30kDa (0 — 40 ug/ml) and with different concentration of

HDL. Open circle 40 pig/ml, open triangle 80 pg/ml, open square 160 pg/ml. The values
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represent the mean + SEM of three independent experiments with 200 sperm
assayed/sample. Significant differences for all antibodies (40ug/ml) vs control (without

HDL): p <0.05.

Figure 4. The effects of heparin, HDL and db-cAMP plus IBMX on protein
tyrosine phosphorylation. Ejaculated sperm were incubated in the presence of heparin
(0 or 12 pg/ml) or HDL (0 or 160 pg/ml), for 5 or 8 h at 39°C. After these incubations
an aliquot was submitted to SDS-PAGE, transferred to an Immobilon-P membrane and
probed for protein tyrosine phosphorylation. A) Incubation with heparin after 5 h and B)

Incubation with HDL after 8 h.
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S DISCUSSION

Suite a I’éjaculation, les spermatozoides bovins et des mammiféres sont
incapables de féconder I’oocyte. Ils doivent donc subir une série de modifications qui
leur permettront d’acquérir leur pouvoir fécondant. Ces modifications sont appelées
capacitation. Ce processus de capacitation a lieu lors de leur transit dans le tractus
génital femelle et permet aux spermatozoides de subir la réaction de I'acrosome au
contact de I'oocyte. Cette réaction de I’acrosome permet au spermatozoide de pénetrer
la zone pellucide et de fusionner avec la membrane plasmique de I’ovule (voir section

1.1).

Malgré plusieurs années d’étude, les mécanismes biochimiques de la capacitation
sont peu connus. Plusieurs transformations biochimiques sont associées a la
capacitation telles un influx de calcium, une augmentation de la concentration d’AMPc
et une perméabilité membranaire aux ions. Des changements au niveau de la membrane
plasmique sont aussi observés tels I’efflux de cholestérol et la diminution du rapport

cholestérol/phospholipide (voir section 1.3.1).

Les spermatozoides éjaculés acquiérent leur habileté a féconder I’oocyte en
interagissant avec des facteurs capacitants présents dans le tractus génital femelle.
Comme nous I’avons vu aux sections 1.3.2. et 1.3.3, I’héparine et des HDL sont

d’importants inducteurs de la capacitation.

Le plasma séminal contient un mélange de sécrétions provenant du testicule, de

I’épididyme et des glandes accessoires et contiendrait des facteurs qui influenceraient de
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fagon positive ou négative la fécondation. Le plasma séminal bovin contient une famille
de protéines acides connue sous le nom des protéines BSP. Ces protéines sont sécrétées
par les vésicules séminales et constituent la partie protéique majeure du plasma séminal
(20-40 mg/ml). Ces protéines se lient aux phospholipides de la surface du
spermatozoide lors de I’éjaculation et interagissent avec deux facteurs capacitants:
I’héparine et les HDL. Ainsi, elles activeraient la capacitation des spermatozoides
bovins induite par I’héparine en augmentant le nombre de sites de liaison pour I’héparine
a la surface du spermatozoide. De plus, les protéines BSP potentialiseraient aussi la
capacitation induite par les HDL en stimulant un efflux de cholestérol de la membrane

du spermatozoide suite a 1’éjaculation.

Dans la présente étude, nous avons tenté d’approfondir les mécanismes d’action
des protéines BSP, de I’héparine et des HDL dans la capacitation des spermatozoides
bovins. En utilisant des anticorps polyclonaux contre les protéines BSP, nous avons
montré que I’héparine et les HDL induisaient la capacitation par des mécanismes

différents.

5.1. Purification des protéines BSP et génération des anticorps polyclonaux

Premiérement afin d’obtenir des anticorps polyclonaux, les protéines BSP ont été
purifiées en tirant profit de leurs affinités différentes pour la gélatine et de leur poids
moléculaires différents (séparation sur tamis moléculaire). Nous pouvons observer aux
Figures 3-5 4 3-7 que les protéines sont homogenes et trés pures. Les protéines BSP-A1
et BSP-A2 ne peuvent étre séparées par cette méthode étant donné qu’elles ne différent

que par leur composition en sucres (Manjunath et al., 1988). Toutefois, il n’est pas
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nécessaire de les séparer car les anticorps polyclonaux ne distingueront pas les deux
protéines. Les protéines pures ont été injectées aux lapins puis les anticorps ont été
isolés du sérum. Nous avons vérifié leur spécificité par immunodétection (section 4.1,

figure 1). Les trois anticorps ne reconnaissaient que leur propre antigéne.

5.2, Capacitation induite par I’héparine

Suite & 'incubation des spermatozoides éjaculés en présence d’héparine et
d’anticorps, nous avons observé que la capacitation des spermatozoides bovins éjaculés
était inhibée par I’addition d’anticorps polyclonaux contre les protéines BSP (section
4.1, figure 2A). L’inhibition de la capacitation, mesurée par le pourcentage de réaction
de I’acrosome, des spermatozoides par les anticorps dirigés contre chacune des trois
protéines BSP était dose-dépendante et son maximum se situait a 40 pg/ml d’anticorps.
Le niveau d’inhibition & cette concentration d’anticorps est comparable au niveau de
capacitation obtenu pour le contrdle qui consiste en des spermatozoides incubés sans
héparine et sans anticorps (section 4.1, figure 2A). La spécificité de cette inhibition a
été confirmée premierement en utilisant un anticorps contre une protéine du plasma
séminal non impliquées dans la capacitation, la PAF-AH, un facteur activateur de
plaquette acéthylhydrolase. L’utilisation de cet anticorps n’a pas affecté le pourcentage
de réaction de I’acrosome. Deuxiémement, nous avons pu démontrer par “dot blot” que
nos anticorps polyclonaux n’intéragissaient pas avec [’héparine (données non
présentées). Enfin des Fabs, soit la partie de reconnaissance de I’antigéne des anticorps,
obtenus par digestion avec la papaine (qui sépare les Fabs des Fcs), ont été utilisés au
lieu des anticorps polyclonaux. L’étude avec les Fabs montre que I’inhibition observée

avec |’anticorps complet n’était pas due a une agrégation des spermatozoides induit par
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la portion Fc mais bien due a l'interaction des Fabs aux protéines BSP liées a la
membrane du spermatozoide. A premiére vue, le pourcentage de réaction de 1’acrosome
est un peu moins élevée a 40 pg/ml pour les Fabs (section 4.1, figure 2B) comparé aux
anticorps complets. Cette différence n’est toutefois pas significative. Quoiqu’il en soit,
il est évident que la liaison de 'anticorps aux protéines BSP liées & la membrane du
spermatozoide empéche la liaison ou du moins I’action de I’héparine au niveau de la
capacitation. Il est & noter que les spermatozoides ont été lavés plusieurs fois afin
d’enlever le plasma séminal, donc les BSP libres. Ces données sont en corrélation avec
des résultats précédents, utilisant des spermatozoides épididymaires, donc sans BSP, qui
montraient que les protéines BSP jouaient un role important dans la capacitation induite

par I’héparine (Thérien et al., 1995).

11 est intéressant de noter que les spermatozoides éjaculés sont recouvert des trois
protéines BSP (Manjunath ef al., 1994) et que chacune joue un role semblable dans la
capacitation des spermatozoides bovins (Thérien et al,, 1995). Donc, une inhibition
partielle de la capacitation devrait étre observée en ajoutant seulement des anticorps
contre un type de protéines BSP. Toutefois, dans la présente ¢étude, chacun des trois
anticorps inhibe presque totalement la capacitation induite par I’héparine des
spermatozoides éjaculés. Ainsi, la liaison des anticorps a I’'une ou I’autre des protéines
BSP prévient la liaison de ’héparine aux protéines BSP, possiblement a cause de la
propriété naturelle d'agrégation des protéines BSP. 1l est aussi possible que le fait de ne
bloquer qu’une partie des BSP empéche la transmission d’un signal quelconque. Les
protéines BSP sont aussi présentes en quantité différente dans le plasma séminal, BSP-

A1/A2 se retrouvant en plus grande quantité. Une plus forte inhibition par 1’anticorps
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contre la protéine BSP-A1/A2 devrait donc étre observée. Cette égalité dans I'inhibition
pourrait étre causée par une quantité égale des protéines au niveau de la membrane
plasmique du spermatozoide et non proportionnellement a la quantité retrouvée dans le

plasma séminal.

5.3. Capacitation induite par les HDL

Par la suite, nous avons observé que les anticorps contre les protéines BSP
n’inhibaient pas la capacitation induite par les HDL dans nos conditions expérimentales
(160 pg/mL de HDL) méme en utilisant 40 ug/mL d'anticorps (section 4.1, figure 3A).
Cette absence d’inhibition de la capacitation était toujours observée méme a une
concentration de 160 pig/ml d’anticorps et de plus faibles concentrations de HDL (40
1g/ml) (section 4.1, Tableau 1 et figure 3B) pour les anticorps contre la protéine BSP-30
kDa. Ces résultats semblent indiquer que la capacitation induite par les HDL a lieu par
une voie différente de celle de I'héparine. Des études précédentes ont montré que les
HDL stimulaient Pefflux de cholestérol des spermatozoides durant la capacitation
(Ehrenwald et al., 1990; Langlais et al., 1988). Une récente étude dans notre laboratoire
montre que les protéines BSP et les HDL stimulent deux efflux de cholestérol différents
durant la capacitation (Thérien ez al., 1998). Méme si les protéines BSP induisent un
efflux de cholestérol significatif, suite a I’éjaculation, cet efflux n’est pas suffisant pour
compléter la capacitation. Un second efflux de cholestérol induit par les HDL du tractus

génital femelle serait essentiel a la capacitation.

Dans nos expériences, nous utilisons des spermatozoides éjaculés, donc déja en

contact avec les protéines BSP et qui ont donc déja subi I’efflux de cholestérol provoqué
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par les protéines BSP durant le transport, avant méme les premiéres manipulations.
L’interaction des HDL avec la membrane du spermatozoide n’est pas bien connue. Les
HDL seuls stimulent I’efflux de cholestérol des spermatozoides éjaculés et capacitent les
spermatozoides au méme niveau que lors de I’induction par ’héparine. L'effet des HDL
sur la capacitation des spermatozoides epididymaires est moindre, confirmant
importance des BSP pour la premiere étape d’efflux de cholestérol lors de la
capacitation (Thérien ef al., 1997; 1998). D'apres nos résultats, il semble peu probable
que les protéines BSP soient impliquées dans le deuxiéme efflux de cholestérol induite
par les HDL. Les HDL interagiraient donc directement avec la membrane du

spermatozoide, sans I’intermédiaire des protéines BSP.

5.4. Analyse de la phosphorylation induite par ’héparine et les HDL

Des études récentes ont montré une corrélation entre l'augmentation de la
phosphorylation des tyrosines et l'augmentation de la capacitation induite par 'héparine.
Cette phosphorylation est induite par la protéine kinase dépendante de I'AMPc (voir
section 1.3.2.3.3). Nous avons donc évalué le niveau de phosphorylation des tyrosines
intracellulaires lors de la capacitation induite soit par I'héparine ou par les HDL. Nous
avons utilisé le db-AMPc, un analogue non hydrolysable de 'AMPc, et I'IBMX, un
inhibiteur de la phosphodiestérase, pour augmenter le taux basal de phosphorylation.
Aprés P’incubation, nous avons extrait les protéines du spermatozoide et avons fait une
détection a l'aide d'un anticorps monoclonal dirigé contre les tyrosines phosphorylées
(section 4.1, figure 4 et Tableau 2). Nous avons montré dans cette ¢étude que,
contrairement a la capacitation induite par 1’héparine, la capacitation induite par les

HDL n’entrainait pas d’augmentation de la phosphorylation des tyrosines. Nos résultats
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obtenus avec I’héparine confirment les résultats rapportés par Galantino-Homer ef al.
(1997) montrant que la capacitation induite par P'héparine était associé a une
augmentation de la phosphorylation des tyrosines. Par contre, mentionnons que ce
groupe a aussi montré une grande augmentation du niveau de la réaction de I’acrosome
en présence d’'IBMX ou d’analogues de I’ AMPc sans inducteur. Cette augmentation n’a
pas été observée dans nos conditions expérimentales et est similaire aux résultats de
Parrish et al (1994). Cette différence pourrait étre expliquée par la méthode utilisée pour
détecter la réaction de 'acrosome. Le groupe de Galantino-Homer utilise une technique
mise au point chez le cheval utilisant la fluorescence, tandis que pour cette étude, nous
avons utilisé une coloration a I’érythrosine B et a I’acide flavianique mise au point chez
le bovin. La phosphorylation des tyrosines est impliquée dans plusieurs cascades de
transmission de signaux intracellulaires. Des études récentes indiquent également une
relation entre l'activation de la PKA et les phosphotyrosines. Cette relation a été montré
par "down regulation”" (soit en utilisant des inhibiteurs de I'AMPc ou de la PKA) au
niveau des récepteurs de l'insuline (Begum et al., 1992) ou en "up regulation" en
utilisant des agonistes de I'AMPc chez le spermatozoide lors de la capacitation induite
par I'héparine (Galantino-Homer et al., 1997). 1l serait intéressant de poursuivre ces
expériences afin de mieux comprendre les mécanismes de capacitation des
spermatozoides, par exemple de déterminer quelles protéines sont phosphorylées dans la

cascade.

5.5. Conclusions et perspectives

D'aprés les résultats que nous avons obtenus dans cette étude, nous proposons

deux mécanismes différents de capacitation des spermatozoides bovins qui a lieu dans le
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tractus génital femelle. La capacitation des spermatozoides bovins commence tout de
suite au moment de I’éjaculation avec le mélange des spermatozoides avec les sécrétions
des vésicules séminales. Les protéines BSP qui sont les protéines majeures du plasma
séminal, induisent un efflux initial de cholestérol des spermatozoides. Cet efflux
déstabilise la membrane et la prépare & 1'étape suivante de la capacitation. 1. héparine ou
les HDL, présents en quantité suffisante dans ’oviducte, induisent deux mécanismes
différents menant & la capacitation. Lors de la capacitation induite par 1’héparine, les
protéines BSP liées a la membrane du spermatozoide agiraient comme des récepteurs
pour I’héparine. L’héparine interagit avec la membrane via les protéines BSP et peut-
étre d'autres effecteurs pour induire une série d’événements intracellulaires tels une
augmentation du pH, de Ca®* et d’AMPc, I'activation de la PKA et la phosphorylation
des tyrosines (voir section 1.2.3.3). Les différents intermédiaires ne sont pas connus,
mais cette voie n’inclut pas de protéines G qui sont souvent associées a la voie de la
PKA (Fraser et Monks, 1990). Pour ce qui est de la capacitation induite par les HDL,
les HDL de I'oviduct entraineraient un deuxiéme efflux de cholestérol qui entraineraient
une plus grande altération de la membrane. Cette étape serait indépendante des
protéines BSP. De plus, la capacitation induite par les HDL n’implique pas I’AMPc car
aucune augmentation de la phosphorylation des tyrosines n’a été observée. Cette
déstabilisation de la membrane serait suffisante pour entrainer la réaction de l'acrosome
lofs de Pinteraction du spermatozoide avec la zone pellucide. Si nous comparons ce
mécanisme au modele de la figure 1-3, nous pouvons voir que le modéle montre une
activation de I’adénylate cyclase qui entrainerait une augmentation de I’AMPc en
présence d’accepteurs de cholestérol, ce qui n’est pas du tout observé dans cette étude,

De plus les auteurs de cette revue indiquait que les HDL pourrait remplacer la BSA au
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niveau de I'efflux de cholestérol. 1l est donc probable que les HDL ne remplace pas
exactement la BSA ou bien que tout comme nous I'avons démontré I’efflux de

cholestérol n’influence pas la concentration d’ AMPc.

Afin de poursuivre ces travaux, il serait intéressant d’étudier 1’effet des anticorps
contre les protéines BSP sur la phosphorylation des tyrosines. Les deux mécanismes
sont différents, mais il doit y avoir des communs pour que le résultat soit le méme. Tl
serait important de vériﬁer siily a des changefnents au niveau du pH et du Ca®* lors du
deuxiéme efflux de cholestérol dans la capacitation induite par les HDL. Aussi, il

faudrait vérifier la composition lipidique apreés la capacitation induite par 'héparine.
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