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RESUME

Les prostasomes sont des vésicules lipidiques
particuliéres sécrétées par la prostate humai-
ne et retrouvées dans le sperme,
Actuellement, aucune action spécifique ne
leur a été attribuée. Cependant, les prosta-
somes semblent exercer un effet a différents
niveaux. Par exemple, les prostasomes sont
bénéfiques pour la mobilité des spermato-
zoides in-vitro et participent a 'immunomo-
dulation exercée par le liquide séminal.

La production de dérivés actifs de Poxygéne
(DAO) dans le sperme humain joue un role
sur les capacités fonctionnelles des spermato-
zoides. La production de quantités faibles et
controlées de DAO par les spermatozoides
semble nécessaire i l'acquisition de leur
capacités fonctionnelles. Par contre, la pré-
sence de leucocytes dans le sperme, associée a
une forte production de DAQ, peut se révéler
néfaste pour les spermatozoides.

Apreés avoir abordé, sous forme d'une revue
bibliographique, les caractéristiques structu-
rales et fonctionnelles des prostasomes et le
role des DAO dans le sperme humain, nous
rapportons nos résultats concernant les effets
des prostasomes sur la production des DAO et
les conséquences sur les spermatozoides.
Nous avons mis en évidence une fonction
antioxydante des prostasomes dans le sperme
humain. Elle s’exerce a la fois sur les polynu-
cléaires neutrophiles et sur les spermato-
zoides. Le mode d’action des prostasomes est
particulier puisqu’ils interviennent sur la
production des DAQ, en agissant notamment
au niveau des membranes des polynucléaires
neutrophiles, Ils entrainent une diminution

de Pactivité NADPH-oxydase de ces cellules
associée a une rigidification de leur membra-
ne plasmique. Au niveau des spermatozoides,
les prostasomes protégent leurs capacités
fonctionnelles lors d'un stress oxydant crée
par la présence de NADPH dans le milieu.

Mots clés : prostasomes, dérivés actifs de l'oxygeéne,
NADPH-oxydase, spermatozoides humains, chimi-
luminescence

I. LES PROSTASOMES

1. Introduction

Les prostasomes ont été isolés pour la premie-
re fois chez 'homme suite & une ultracentrifu-
gation du liquide séminal [69]. Le culot de
cette ultracentrifugation contenait des vési-
cules semblables a celles que les auteurs
avaient préalablement isolées du fluide pros-
tatique et elles furent par conséquent dési-
gnées sous le terme de “prostasomes” [70].
Ceux-ci sont présents au pole apical des cel-
lules sécrétrices de 1'épithélium des acini pros-
tatiques [62], ot ils sont stockés dans des vési-
cules avant leur sécrétion dans le fluide pros-
tatique selon deux mécanismes :
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* une exocytose normale,

* une “diacytose” ou la vésicule de stockage est
entiérement déplacée de l'intérieur vers I'ex-
térieur de la cellule, avec perforation de la
membrane plasmique apicale [21].

Le fait que les prostasomes soient présents
dans les cellules et dans le fluide prostatique
sous une forme semblable leur a valu la déno-
mination d’organelles extracellulaires [70]. 1ls
se présentent sous la forme de vésicules sphé-
riques, entourées d'une membrane pouvant
étre multilaminaire, et ont une taille moyenne
d’environ 250 nm, comprise entre 30 et 500 nm
(Figure 1).

Figure 1 : Photographie en microscopie électro-
nique montrant deux prostasomes marqués a lar-
gent (fournie par Kemeny J.L. et Guy L.).

Des vésicules semblables aux prostasomes
(vésicules prostasome-like) ont été retrouvées
dans le liquide séminal de plusieurs mammi-
feres comme le lapin [27], le bélier [20], le
chien [38] ou I'étalon [14, 61]. Différentes vési-
cules présentant certaines analogies avec les
prostasomes ont aussi été isolées du fluide épi-
didymaire de rat [37].

2. Composition lipidique et protéique

Les prostasomes ont une composition lipidique
trés particuliére, caractérisée par une forte
proportion de cholestérol donnant un rapport
molaire cholestérol/phospholipides de lordre
de deux [17], une valeur tres élevée en compa-
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raison des valeurs de 0,8 4 1,3 retrouvées pour
d’autres membranes comme la membrane éry-
throcytaire [57]. L’analyse des phospholipides
des prostasomes révele une prédominance de
la sphingomyéline qui représente a elle seule
50% des phospholipides totaux [15, 17]
(Tableau 1). Les acides gras des phospholipides
sont majoritairement de type saturé ou mono-
insaturé. Tous ces parametres sont caractéris-
tiques d'une membrane hautement ordonnée
[17]. Par comparaison, la composition lipidique
de la membrane des spermatozoides est treés
différente, avec une teneur plus faible en
sphingomyéline et en cholestérol, et un rapport
molaire cholestérol/phospholipides voisin de
0,5.

L’analyse par électrophorese bi-dimensionnelle
des protéines extraites des prostasomes révele
environ 80 entités protéiques différentes [58,
68]. Parmi les principales protéines mises en
évidence, on compte : des marqueurs neuroen-
docriniens (chromogranine B, neuropeptide Y
et vasoactive intestinal peptide VIP, [80]) ; le
facteur tissulaire, associé a la membrane des
prostasomes et qui leur confére une activité de
coagulation [35] ; la dipeptidyl-peptidase IV
(DPP-1V), une sérine protéase associée a la
membrane des prostasomes [13]. Cette enzyme
pourrait jouer un roéle dans l'infection par le
virus de l'immunodéficience humaine (VIH).
La glycoprotéine d’enveloppe gp120 et la pro-
téine “Tat” du virus peuvent interagir avec la
DPP-IV, les prostasomes pourraient donc
transporter des VIH.

Outre ces différentes molécules, les prosta-
somes contiennent aussi d’autres enzymes
parmi lesquelles on note : une ATPase calcium-
magnésium dépendante, avec également une
activité ATPase zinc-dépendante, qui sont peut
étre associées [70, 71] ; une protéine kinase qui
aurait comme cible des protéines du spermato-
zoide mais dont la fonction est inconnue ; une
aminopeptidase participant au processus de
liquéfaction du sperme ; une 5-nucléotidase
ayant un role possible dans la régulation de la
mobilité des spermatozoides en produisant de
ladénosine dans son micro-environnement ;
une gamma-glutamyltransférase ; une phos-
pholipase A9 ou bien encore une lactate déshy-
drogénase.



Tableau 1: Composition phospholipidique des spermatozoides humains et des prostasomes. SM =
Sphingomyéline, PE = Phosphatidyl-éthanolamine, PS = Phosphatidyl-sérine, PC = Phosphatidyl-choline,
PI = Phosphatidyl-inositol, Chol = Cholestérol, P = Phosphore, PL = Phospholipides. Pour Carlini et al., les
phospholipides sont exprimés en pourcentage du phosphore lipidique total (séparation par chromatogra-
phie sur couche mince et dosage du phosphore), et représentent la moyenne + ESM de trois échantillons.
Pour Grizard et al., les phospholipides sont exprimés en nmoles/108 spermatozoides et en pourcentage rela-
tif des différentes catégories (séparation et dosage par HPLC, n = 14).

Spermatozoides

Prostasomes

Grizard
et al., 2000 [44]
(nmoles/108 spzs)

Carlini
et al., 1997 [22]

Carlini
et al., 1997 [22]

SM 57 + 2 (20%) 7+1%

PE 88 + 6 (31%) 30+4%

PS 23 + 2 (8%) T+1%

PC 102 + 8 (36%) 38+x1%

PI 12 + 1 (4%) T+2%

Chol. 95 + 11 0,2 + 0,1 pmol/mg prot.
PL 282 + 4 0,3 + 0,1 ymol/mg prot.
Chol / PL 0,34 0,67

53+12%
15+4%
14+3%
12+3%
6+3%
0,8 + 0,1 umol/mg prot.
0,4 = 0,1 pmol/mg prot.
2,00

3. Propriétés fonctionnelles des prosta-
somes

Les prostasomes interviennent dans les pro-
priétés d'immunomodulation du liquide sémi-
nal [50], par le biais de molécules inhibitrices
du complément [74, 75]. Des protéines & ancra-
ge GPI sont responsables des fonctions immu-
nosuppressives du liquide séminal : le CD 55
ou Decay Accelerating Factor (DAF) et le CD 46
ou Membrane Cofactor Protein (MCP) sont des
inhibiteurs de la C3-convertase, ainsi que le
CD 59 ou protectine est un inhibiteur du
Complexe d’Attaque Membranaire (CAM). Les
prostasomes sont porteurs de ces molécules et
ont la capacité de les transmettre aux sperma-
tozoides, les protégeant ainsi probablement
des attaques immunologiques subies dans le
tractus féminin.

Les prostasomes ont un effet bénéfique sur la
mobilité des spermatozoides in-vitro, notam-
ment au cours de protocoles de séparation des
spermatozoides par migration ascendante ou
swim-up [33, 23]. Cet effet est retrouvé sur la
mobilité progressive de spermatozoides obte-
nus apres lavage du sperme total [79], ainsi
que sur la capacité des spermatozoides a
retrouver un mouvement, apres leur immobili-
sation par lavages répétés dans du tampon
NaCl [34].
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Les prostasomes interviennent dans la capaci-
tation des spermatozoides. Dans le liquide
séminal, le cholestérol est connu comme le
principal facteur inhibiteur de la réaction acro-
somique (RA) des spermatozoides stimulés par
la progestérone [24]. L'influence des prosta-
somes, sur la capacitation a été testée en
appréciant leur action sur la RA induite par la
progestérone et, dans ces conditions, ils inhi-
bent la capacité des spermatozoides a effectuer
une RA. Cette inhibition est retrouvée avec le
liquide séminal et semble étroitement associée
a la concentration en cholestérol. Pour expli-
quer cette action, les auteurs proposent un
transfert du cholestérol des prostasomes vers
les spermatozoides a travers la phase aqueuse
ou par contact [26]. Différentes hypotheses ont
été avancées pour expliquer le role du choles-
térol sur lactivité fonctionnelle du spermato-
zoide. C’est ainsi que des spermatozoides incu-
bés dans un milieu enrichi en cholestérol sont
insensibles & la ionomycine, un échangeur de
calcium/protons, suggérant que le cholestérol
pourrait agir sur une voie de transduction du
signal activée par une augmentation du cal-
cium intracellulaire [25]. L'action inhibitrice
des prostasomes sur la capacitation via leur
contenu en cholestérol pourrait étre médiée en
partie par une interférence avec ces différents



événements cellulaires.

Les prostasomes se lient rapidement aux poly-
nucléaires et aux monocytes sanguins, puis
sont internalisés, entrainant ainsi une baisse
de production d’09°- [78]. Ces résultats sont
confirmés par Arienti et al. [16] qui montrent
une adhésion pH-dépendante des prostasomes
aux polynucléaires, plus importante a pH lége-
rement acide. Un contact semble nécessaire
pour expliquer 'action des prostasomes sur les
leucocytes, mais pour ces auteurs, l'internali-
sation des prostasomes dans les cellules n’est
pas clairement établie.

Les prostasomes interagissent de maniére
forte, par le biais d'une interaction de nature
hydrophobe, avec les spermatozoides humains
[73]. Actuellement, aucun site spécifique d’ad-
hésion aux spermatozoides n’a été identifié
dans les prostasomes, mais lactivité antigé-
nique pourrait étre portée par des enzymes.
Une fusion des prostasomes avec les spermato-
zoides a été mise en évidence a un pH compris
entre 4 et 5 [12]. Elle nécessite l'intégrité de
protéines présentes sur les spermatozoides
et/ou sur les prostasomes. La quantité de
lipides transférée est dépendante du rapport
quantitatif prostasomes/spermatozoides. Ce
processus de fusion entraine une baisse de flui-
dité de la membrane plasmique des spermato-
zoides mesurée par polarisation de fluorescen-
ce [22]. Ces auteurs observent aussi 4 pH 8 une
légere baisse de la fluidité, sans processus de
fusion, ces données sont en accord avec ’adhé-
rence des prostasomes aux spermatozoides [72]
et avec le transfert possible de cholestérol des
prostasomes vers les spermatozoides [24].
L'augmentation de la concentration intracellu-
laire en calcium est une autre conséquence de
la fusion des prostasomes avec les spermato-
zoides, mais son impact physiologique n’est
actuellement pas connu [66].

Les prostasomes n’ont pas de fonction réelle-
ment spécifique dans le sperme humain.
Cependant, d’aprés toutes les propriétés
décrites, il semble que ces organelles extracel-
lulaires favorisent la survie des spermato-
zoides dans le tractus génital féminin, ils pour-
raient ainsi aider les spermatozoides a
atteindre 'ovocyte dans un état favorable au
processus de fécondation.
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II. LES SPERMATOZOIDES ET LES
DERIVES ACTIFS DE L’'OXYGENE (DAO)

1. Le stress oxydant et les DAO :

L'oxygéne moléculaire (092) est une molécule
vitale mais qui peut s’avérer nocive suite a sa
transformation en molécules beaucoup plus
réactives rassemblées sous le nom de dérivés
actifs de l'oxygéne (DAO) ou radicaux libres
oxygénés. Dans un milieu ou un organe, il exis-
te un équilibre entre les systémes produisant
les DAO et les systémes limitant leur produc-
tion. Un stress oxydant a lieu lorsque cet équi-
libre est rompu en faveur des systémes pro-
ducteurs de DAO. Au sein d’une cellule, il exis-
te également un équilibre qui est contrélé par
les couples Rédox tels que le glutathion
oxydé/glutathion réduit (GSH/GSSG). Le rap-
port des concentrations des formes oxydées et
réduites va déterminer les conditions Rédox au
sein du systéme considéré. Cette notion de
couple Rédox s’apparente a celle de couples
acido-basiques, associée au pH intracellulaire.

2. Les DAO dans le sperme

D’un point de vue chimique, les DAO sont des
especes atomiques ou moléculaires qui posse-
dent au moins un électron non apparié sur leur
orbitale externe. Ils sont instables, ce qui leur
confere une trés grande réactivité puisqu’ils
tendent a stabiliser leur structure en s’appa-
riant avec la plupart des composés organiques
cellulaires.

Le premier radical, formé suite a I'acceptation
d’un électron par 02, est 'anion superoxyde
(02°-). Concernant les spermatozoides
humains, 09°- est produit par l'action dune
diaphorase  mitochondriale ou  d'une
Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide-
Phosphate-Hydrogene (NADPH)-oxydase
membranaire [1]. La diaphorase est une oxy-
doréductase NADH-dépendante de la membra-
ne interne des mitochondries [39]. L’anion
superoxyde a un faible pouvoir oxydant et une
durée de vie courte (< 10-3 sec). Il n’est pas trés
toxique, mais peut réagir avec certaines molé-
cules se trouvant a proximité de son lieu de for-
mation. [’anion superoxyde engendre la forma-
tion de peroxyde d’hydrogene (H2092) par dis-
mutation spontanée ou sous l'action d’une
superoxyde dismutase (SOD). Le peroxyde



d’hydrogene possede une grande stabilité ainsi
qu'un fort pouvoir oxydant [45]. Le peroxyde
d’hydrogeéne n’est pas un DAO si I'on s’en réfe-
re strictement a la définition chimique, mais il
est classé comme tel car en présence de métaux
de transition, comme le fer, il peut engendrer
d’autres DAO. Le principal DAO formé par
cette réaction (réaction de Fenton) est le radi-
cal hydroxyle, OH®. C’est le DAO le plus réac-
tif, mais il posséde une durée de vie tres cour-
te, de lordre de 10-12 secondes, son action
s’exerce donc directement sur les lieux de sa
production.

Un effet toxique de I'oxygene sur les spermato-
zoides a été suggéré des 1943 par MacLeod [59]
qui a observé une baisse de la mobilité des
spermatozoides incubés sous une atmosphére
riche en 092. Le type cellulaire responsable de
la production des DAO dans le sperme a long-
temps été un sujet de débat. Initialement, les
résultats obtenus a partir des cellules isolées
par centrifugations successives, par migration
sur gradient de densité (Percoll), ou par swim-
up, laissaient penser que les spermatozoides
étaient la source principale de DAO dans le
sperme humain [1, 10]. Par la suite, il s’est
avéré que les polynucléaires neutrophiles (PN)
présents dans le sperme avaient une capacité a
produire des DAO tres supérieure a celle des
spermatozoides. Ces résultats ont été obtenus
suite a des travaux réalisés sur différentes
populations de spermatozoides isolées par
migration sur gradient de Percoll a partir de
spermes contenant plus de 1.106 PN.mi-1.
Dans la fraction de faible densité de Percoll, la
concentration de PN est élevée et elle est asso-
ciée a une forte production de DAO [3]. D’apres
ces auteurs, dans le sperme, les PN seraient
sous une forme spontanément activée, puisque
les DAO sont produits sans aucune stimula-
tion. De nombreuses études vont ensuite corro-
borer ces résultats [4, 36, 51, 81, 86-89].
Actuellement, il est admis que les PN sont la
source principale des DAO retrouvés dans le
sperme humain. Toutefois, les spermatozoides
sont aussi capables d’en produire, notamment
dans certaines situations pathologiques. Une
production de DAO a été retrouvée dans 40%
[48] et 72% [36] des spermes de patients infer-
tiles alors qu’aucune production significative
n’a été mise en évidence avec des spermes de
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patients fertiles. Les spermes de patients oli-
gozoospermiques produisent aussi une quanti-
té élevée de DAO [4]. De maniére générale, cet
exces de production provient des spermato-
zoides morphologiquement anormaux, por-
teurs en particulier d’anomalies de la piece
intermédiaire [48, 63, 67]. Toutefois, il existe
une controverse quant a savoir si la forte pro-
duction des DAO est la cause ou la conséquen-
ce de ces anomalies morphologiques [83, 89].

3. Les effets déléteres des DAO :

Les DAO ont pour cibles les principales molé-
cules des cellules (lipides, glucides, acides
nucléiques et protéines). Les attaques sur les
lipides et les acides nucléiques sont les mieux
caractérisées dans le cas des spermatozoides
humains. La principale conséquence du stress
oxydant sur les spermatozoides est la lipope-
roxydation des acides gras polyinsaturés
(AGPI) de la membrane plasmique, qui
contient une proportion élevée d’AGPI par rap-
port aux acides gras totaux (environ 35%). Les
AGPI les plus sensibles aux DAO sont l'acide
arachidonique et T'acide docosahexaénoique,
alors que T'acide linoléique est plus résistant
[41]. Dans les spermes présentant une leucocy-
tospermie, le stress oxydant induit par les PN
a des effets néfastes sur les AGPI des sperma-
tozoides, se traduisant par un plus faible pour-
centage d’acide docosahexaénoique, comparé a
celui de spermatozoides de spermes sans PN
[90]. Une forte lipoperoxydation a des consé-
quences sur lactivité fonctionnelle des sper-
matozoides du fait, en partie, que la membra-
ne plasmique exposée a un fort stress oxydant
perd sa fonctionnalité. Cela se traduit par une
baisse de mobilité des spermatozoides [5] et
par une diminution de leur capacité fusiogéne
avec la membrane de l'ovocyte, objectivée in-
vitro par une baisse de la capacité de fusion
des spermatozoides avec des ovocytes dépellu-
cidés de hamster [2]. Une peroxydation limitée
des AGPI membranaires pourrait toutefois
s’avérer nécessaire a l'acquisition du pouvoir
fécondant des spermatozoides humains [54].
Elle entrainerait notamment de discretes
modifications membranaires post-éjaculatoires
bénéfiques pour la fusion avec Povocyte.

Les DAO peuvent provoquer des cassures des
brins ’ADN et des dommages oxydatifs des



bases [46, 54, 84]. Les mécanismes par lesquels
les DAO occasionnent ces altérations sont
encore mal connus. Par contre, cet effet déléte-
re des DAO prend toute son importance au
cours de la préparation des spermatozoides en
vue d’assistance médicale a la procréation
(AMP). Le pourcentage de spermatozoides avec
de 'ADN fragmenté est d’ailleurs corrélé néga-
tivement avec les taux de réussite de féconda-
tion in-vitro [82] ainsi qu'avec la qualité du
sperme estimée par le mouvement des sperma-
tozoides [47]. Une hypothése formulée par
Aitken [9] propose que, dans les conditions
normales de fécondation in-vivo, les dégits
peroxydatifs de la membrane plasmique font
qu'un spermatozoide avec de '’ADN endomma-
gé ne pourra pas féconder I'ovocyte. Or, avec
I'ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection) ou
fécondation in-vitro avec micro-injection, les
étapes impliquant la membrane plasmique
sont totalement court-circuitées, ce qui peut
poser un probleme pour la qualité et le déve-
loppement de 'embryon.

4. Les moyens de défense

Ils sont principalement de deux ordres : des
moyens non enzymatiques et des enzymes. Les
moyens non enzymatiques sont des molécules
antioxydantes qui piegent les DAO en exces
dans le milieu. Les principaux piégeurs intra-
cellulaires sont 'acide ascorbique (vitamine C)
qui capte directement 092°-, et le glutathion
réduit (GSH) qui peut réagir avec la majorité
des DAOQO. Dans le liquide séminal, de nom-
breuses molécules antioxydantes sont pré-
sentes : la taurine, I’hypotaurine, 'acide ascor-
bique, le GSH, Tacide urique, 1’albumine, le
béta-carotétne ou encore Il'ubiquinone.
Certaines molécules ont la capacité d’arréter
les réactions en chaine de la peroxydation lipi-
dique membranaire I’alpha-tocophérol
(Vitamine E) est l'antioxydant le plus abon-
dant dans la membrane plasmique des sper-
matozoides humains et surtout le plus efficace.

Les moyens de défense enzymatiques des sper-
matozoides sont constitués de trois enzymes
antioxydantes majeures que sont la superoxy-
de dismutase [10, 52, 91], la catalase [49] et la
glutathion peroxydase [11] qui permettent de
transformer 02°-, H902 et les hydroperoxydes
lipidiques, respectivement. Ces enzymes sont
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présentes a la fois dans les spermatozoides et
dans le liquide séminal.

5. Les implications physiologiques des
DAO

a) La capacitation :

La capacitation, étape préalable nécessaire
pour que les spermatozoides puissent effectuer
leur réaction acrosomique et féconder 'ovocyte,
est toujours mal définie d’'un point de vue des
mécanismes moléculaires. De plus, elle ne peut
étre évaluée que de maniere indirecte par la
propriété qu'ont les spermatozoides capacités
de déclencher leur réaction acrosomique lors-
qu’ils sont traités par une glycoprotéine recom-
binante humaine de la zone pellucide [6, 18],
un ionophore calcique A23187 [19], de la lyso-
phosphatidyl-choline [28, 29] ou de la proges-
térone [60]. Au cours de la capacitation, les
spermatozoides acquiérent également un type
particulier de mobilité, ils sont “hyperactivés”.

L’action des DAO sur la capacitation des sper-
matozoides dépend de leur nature, de leur
concentration et les mécanismes mis en jeu
sont probablement complexes. Les DAO en
faibles quantités controlées sont impliqués
dans l'acquisition du pouvoir fécondant des
spermatozoides humains. L’ajout d’anion
superoxyde a une suspension de spermato-
zoides via le systéme xanthine / xanthine oxy-
dase induit une hyperactivation et une capaci-
tation de ces cellules ; ces effets sont suppri-
més ou une réversion est possible en présence
de SOD [28-29]. La syntheése d’O2°- par les
spermatozoides eux-mémes serait une des pre-
miéres étapes de l'induction et du développe-
ment de la capacitation [31]. La production
d’09°- par les spermatozoides placés en condi-
tions capacitantes (présence de 7,5% d’un
ultrafiltrat de sérum de cordon feetal) com-
mence des le début de 'incubation et se main-
tient pendant quatre heures. Cette synthése
est associée au développement progressif de
I'hyperactivation et de la capacitation ; celle-ci
apparait donc comme un processus oxydatif
[29].

Le peroxyde d’hydrogéne est aussi impliqué
dans la capacitation, puisque I'ajout de catala-
se au début de la capacitation réduit le proces-
sus alors que I'ajout d’'H202 exogene 'accélére



[40]. Le pourcentage de spermatozoides avec
une mobilité hyperactivée est aussi augmenté
par une supplémentation du milieu en H9O9
et cet effet est supprimé par la catalase, l'ac-
tion de H209 semble donc spécifique. L'effet
capacitant de H909 est fonction de sa concen-
tration et de la durée d'incubation. Les sper-
matozoides produisent eux mémes du H902
[10].

Le mécanisme d’action des DAO dans le pro-
cessus de capacitation n’est pas précisément
connu mais les résultats accumulés jusqu’a
présent suggerent fortement une implication
au niveau de la transduction du signal. La cas-
cade de transduction du signal au cours de la
capacitation serait initiée par une augmenta-
tion de la concentration du calcium intracellu-
laire qui provoquerait a son tour une augmen-
tation de I'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) intracellulaire. La protéine kinase A
(PKA) serait alors activée et activerait d’autres
kinases conduisant & la phosphorylation des
résidus tyrosine de protéines spécifiques du
spermatozoide. Dans cette cascade transduc-
tionnelle, 09°- interviendrait dans I’activation
de la PKA consécutive a 'augmentation de
I’AMPc [56]. La synthese d’O2°- pourrait étre
aussi I'étape initiatrice de la cascade de trans-
duction en provoquant une augmentation de la
concentration intracellulaire en AMPc [8]. Une
perte de cholestérol membranaire provoque
P’activation d’'une voie de transduction condui-
sant a la phosphorylation des tyrosines des
protéines du spermatozoide [65]. Linteraction
entre ce phénomene et la production de 'anion
superoxyde n’a pas été recherchée a notre
connaissance. 11 est toutefois possible que la
fluidité membranaire, modifiée par la perte du
cholestérol, entraine une augmentation de la
perméabilité au calcium et/ou active une
NADPH-oxydase potentielle, initiant ainsi les
cascades transductionnelles proposées.

La capacitation est probablement initiée par
plusieurs voies de transduction. Une produc-
tion limitée d’09°- est un événement de la cas-
cade de transduction du signal. Elle pourrait
controler Paugmentation de la concentration
intracellulaire en AMPc, ou médier ses effets.
Le peroxyde d’hydrogeéne, & certaines doses,
déclenche aussi la capacitation. Quel que soit
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le mécanisme, les DAO sont impliqués dans la
régulation Rédox de la capacitation du sper-
matozoide humain.

b) La réaction acrosomique :

La liaison du spermatozoide capacité a une
glycoprotéine de la zone pellucide (ZP3) pro-
voque sa réaction acrosomique (RA). Les DAO
sont impliqués dans la régulation de la RA
puisqu’une relation linéaire inverse entre 'ac-
tivité SOD-like de fluides déclenchant la RA
(altrafiltrats de fluide folliculaire ou de sérum
de cordon feetal) et le pourcentage de RA a été
montré [30]. Pour Griveau et al. [42], I’'anion
superoxyde produit par les spermatozoides
serait impliqué dans la RA mais pas dans le
processus de capacitation. Cet O9°- serait syn-
thétisé suite a un influx calcique intracellulai-
re, par une voie dépendante de la PKC et per-
mettrait une dé-estérification des phospholi-
pides membranaires, probablement apreés acti-
vation de la PLA9. Les changements de fluidi-
té membranaire permettraient alors la fusion
entre la membrane plasmique et la membrane
externe de l'acrosome. De faibles concentra-
tions d'H20g9 favorisent aussi la RA déclenchée
par l'ionophore calcique A23187 et la pénétra-
tion des spermatozoides dans des ovocytes
dépellucidés de hamster. A I'inverse, la catala-
se inhibe ces phénomeénes [6].

6. Les polynucléaires neutrophiles :

Les globules blancs sont présents dans quasi-
ment tous les échantillons de sperme humain,
a des concentrations trés variables. Parmi ces
globules blancs, les PN sont les plus représen-
tés (50 a 60%) et proviendraient en majorité de
la prostate et des vésicules séminales [64, 88].
Les autres globules blancs sont des macro-
phages (20 a 30%) et des lymphocytes T (2 &
5%). Les PN sont des cellules phagocytaires
qui utilisent les DAO pour éliminer les bacté-
ries phagocytées. L'enzyme responsable de la
synthese des DAO est la NADPH-oxydase qui
produit du O9°- par réduction de Poxygene
moléculaire en utilisant le NADPH comme
donneur d’électron. Dans les cellules au repos,
cette enzyme est dans une conformation inacti-
ve, avec des composantes cytoplasmiques et
membranaires ; elle est assemblée sous sa
forme active dans la membrane plasmique et
la membrane des phagosomes sous l'effet de



stimuli tels que l'interleukine 8, la fraction
C5a du complément, la liaison de peptides for-
mylés ou bien encore le lipopolysaccharide bac-
térien. La NADPH-oxydase, aprées stimulation,
est d’abord assemblée sous sa forme active
dans des vésicules ou granules intracellulaires
a l'intérieur desquels 02°- est sécrété, puis ces
granules subissent un processus d’exocytose,
libérant 09°- dans le milieu extracellulaire
[563, 85]. De nombreux événements de fusion
ont donc lieu a proximité de la membrane plas-
mique, puisque les granules fusionnent entre
eux et avec la membrane plasmique.

Dans le sperme, les DAO proviennent essen-
tiellement des PN. La signification physiopa-
thologique de la présence de ces cellules dans
le sperme est trés controversée notamment en
ce qui concerne leur influence sur la fertilité
masculine.

La capacité des PN & produire de fortes quan-
tités de DAO dépend de leur état d’activation
immunologique. En effet, selon leur origine, les
PN ont été en contact avec des environnements
cellulaires et moléculaires différents, notam-
ment des cytokines, connues pour réguler les
fonctions des PN (IL-8 favorise la synthese des
DAO, effet de priming).

Compte tenu de leur capacité de synthese des
DAQO, il apparait que les PN séminaux posse-
dent une NADPH-oxydase fonctionnelle.
Lorsque les spermatozoides et les autres cel-
lules sont séparées du liquide séminal au cours
de protocoles ¢’AMP, la présence de PN peut
alors se révéler trés nocive puisque les sper-
matozoides ne sont plus entourés de leur
milieu protecteur et ne possédent eux-mémes
que de faibles défenses cytoplasmiques.
Pour certains auteurs, la présence de leuco-
cytes contaminant les préparations de sperma-
tozoides lavés est un facteur déterminant
quant au résultat d’'une fécondation in-vitro
[55, 81].

La présence de DAO dans le sperme humain
est une question d’équilibre : une production
faible et contrdlée par les spermatozoides est
nécessaire a leur fonction alors qu’une produc-
tion élevée par les PN est néfaste. La régula-
tion quantitative et chronologique de la pro-
duction des DAO par les spermatozoides
semble étre un élément fondamental de leur
physiologie.
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ITII. FONCTION ANTIOXYDANTE DES
PROSTASOMES : UNE NOUVELLE
FONCTION PHYSIOLOGIQUE.

Les travaux de Skibinski et al. [78] montraient
une capacité des prostasomes a inhiber la pro-
duction d’02°- par des PN et des monocytes
sanguins stimulés par un ester de phorbol (le
PMA) ou par un tripeptide formylé (le fMLP).
Cependant, les auteurs n’ont pas effectué de
mesures sur les PN du sperme et n’ont pas non
plus précisé les mécanismes d’action suscep-
tibles d’étre mis en jeu. Ce travail nous a tou-
tefois servi de base pour initier une recherche
sur la capacité antioxydante des prostasomes
et les conséquences éventuelles sur les sper-
matozoides, selon deux axes principaux :

* rechercher une activité antioxydante des
prostasomes sur les PN séminaux et préciser
leur niveau d’action. Ces études nous ont
conduit a développer des modéles sur des PN
sanguins pour préciser les interactions entre
les PN et les prostasomes ;

* préciser un role possible des prostasomes sur
la capacitation des spermatozoides, qui
nécessite des conditions oxydatives particu-
lieres, puisque selon leur niveau de produc-
tion, les DAO peuvent avoir des effets béné-
fiques ou déléteres.

1. Les prostasomes et les PN

La premiere étape de notre travail a consisté a
évaluer la capacité des prostasomes a inhiber
la production de DAO des PN séminaux. Pour
cela, la production radicalaire totale de sus-
pensions cellulaires obtenues a partir de
spermes contenant des quantités variables de
PN a été appréciée par chimiluminescence au
luminol [76]. La quantité de DAO produits est
en relation avec la concentration en PN. La
présence d’'une concentration physiologique de
prostasomes dans le milieu réactionnel inhibe
la production des DAO par les cellules, aussi
bien a l'état basal qu’apres stimulation par le
PMA. Nos résultats ont clairement montré, en
accord avec les données de la littérature, que
les PN sont la source majeure des DAO dans le
sperme. De plus, linhibition par les prosta-
somes de la production totale de DAO par des
PN non stimulés permet d’envisager un effet



antioxydant des prostasomes in-vivo. La capa-
cité antioxydante des prostasomes met en jeu
un mécanisme original puisque nous avons
vérifié qu’il ne s’agissait pas d’'une activité de
type piégeur de DAO. En effet, les prostasomes
ne captent pas les DAO produits a flux
constant en milieu aqueux par une molécule
particuliere, TABAP (2-2’-azobis-2-amidinopro-
pane dihydrochloride).

L'inhibition de la production de DAO par les
PN est accompagnée d’un effet sur la dyna-
mique membranaire de ces cellules. Au contact
des prostasomes, la membrane plasmique des
PN sanguins subit une rigidification, mise en
évidence par résonance paramagnétique élec-
tronique ([76], Figure 2). Les PN sanguins ont
été utilisés ici car cette mesure nécessite 'em-
ploi de cellules pures, et il n’a pas été possible
d’obtenir des suspensions de PN séminaux
répondant a ce critere, des spermatozoides
contaminant toujours ces suspensions. La rigi-
dification observée est probablement due a un
transfert de lipides a caractere rigidifiant des
prostasomes vers les PN.

Dans le but de préciser le site d’action des pro-
stasomes, nous avons recherché si la diminu-
tion de production globale de DAO provenait
d’une diminution de 'activité de la principale
enzyme productrice des DAO, la NADPH-oxy-
dase. L’action des prostasomes sur 'activité de
la NADPH-oxydase a été testée sur des PN
sanguins stimulés au PMA, et mesurée par
chimiluminescence au MCLA ([77], Figure 3).
Dans ces conditions, la Lag-phase ainsi que
Pactivité totale de 'enzyme sont inhibées. La
Lag-phase est le parametre caractéristique de
I'activation de I'enzyme, elle correspond a 'as-
semblage de 'enzyme active dans les vésicules
sécrétrices et a l'exocytose de ces vésicules.
Dans des conditions normales, la Lag-phase de
la NADPH-oxydase des PN est d’environ 30
secondes. La présence des prostasomes pro-
voque une augmentation de la Lag-phase qui
est d’autant plus importante que la dose de
prostasomes est élevée. L/activité totale de I'en-
zyme est également significativement dimi-
nuée, selon la concentration de prostasomes
utilisée. La capacité d’inhibition des prosta-
somes est conservée apres un traitement de 5
min a 100°C, ce qui signifie que I'effet inhibi-
teur n’est pas d'origine protéique.

41

Les expériences réalisées sur les PN sanguins
ont servi a mettre au point les différents proto-
coles a partir d'un modeéle enzymatique connu.
L’application de ces méthodes aux PN sémi-
naux a contribué a mieux les caractériser.
L’activité NADPH-oxydase de suspensions cel-
lulaires isolées de spermes contenant des PN
et stimulées au PMA est comparable a celle des
PN sanguins, ce qui signifie que la NADPH-
oxydase des PN séminaux est fonctionnelle.
Les caractéristiques cinétiques et d’activation
de I'enzyme sont comparables a celles de la
NADPH-oxydase des PN sanguins, avec par
exemple une Lag-phase de 31 + 7 secondes
(séminaux) versus 32 + 2 secondes (sanguins).
Par contre, T'activité totale de l'enzyme est
légerement inférieure pour les PN séminaux,
ce qui pourrait traduire une différence dans la
régulation de l'activité enzymatique entre ces

deux types cellulaires apres stimulation par le
PMA.

Lorsque les PN sanguins sont activés par le
fMLP, I’activité de la NADPH-oxydase est éga-
lement inhibée de fagon significative par les
prostasomes. Par contre, pour les PN sémi-
naux, la présence des prostasomes n’entraine
pas une inhibition significative de l'activité
NADPH-oxydase, pour laquelle il existe des
différences inter-individuelles trés impor-
tantes. Celles-ci peuvent étre liées a la qualité
membranaire tres variable de ces cellules en
relation avec leur origine, ou & cause dun
contact préalable avec les prostasomes puisque
nous avons travaillé sur du sperme éjaculé,
ayant subi une période de liquéfaction de 30
minutes.

Leffet inhibiteur des prostasomes sur la pro-
duction de DAO par les PN sanguins s’explique
donc par une diminution de l'activité NADPH-
oxydase. L'inhibition est vérifiée pour les deux
stimuli utilisés, le PMA et le fMLP. Ce dernier
est un activateur d’'une voie de transduction
physiologique pouvant étre activée dans le
liquide séminal au cours d’'une leucocytosper-
mie, ce qui est en faveur d’'un réle physiolo-
gique des prostasomes. Indirectement, ils
interviennent dans la protection des spermato-
zoides humains vis a vis du stress oxydant.
Cette propriété des prostasomes explique pro-
bablement pour une part la forte capacité anti-
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Figure 2 : Evolution de la dynamique membranaire évaluée par le temps de corrélation-relaxation (Te), au
cours du temps, de PN sanguins mis en présence ou non de prostasomes (130uM d’équivalent cholestérol).
Te a été mesuré par résonance paramagnétique électronique avec la sonde 16NS (acide 16-doxyl-stéarique).
Chagque valeur est la moyenne + ESM de quaire mesures indépendantes. p < 0.05 comparé & la valeur de réfé-
rence correspondante. Saez et al., 1998.
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Figure 8 : Chimiluminescence au MCLA de PN sanguins stimulés par 80nM de PMA, effet de différentes
concentrations de prostasomes. La durée de la Lag-phase est mentionnée pour la courbe obtenue avec
200000 PN et la concentration P0,02x de prostasomes (soit 0,02 fois la eoncentration physiologique norma-
le). Un profil similaire a été obtenu en chimiluminescence au luminol aprés stimulation par le PMA. Les
courbes obtenues pour les PN séminaux ont le méme profil que pour les PN sanguins. Les courbes sont

représentatives de six et dix mesures différentes pour les PN sanguins et séminaux, respectivement. Saez et
al., 2000.
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oxydante du liquide séminal et elle pourrait
trouver une application lors de la préparation

des spermatozoides au cours de protocoles
dAMP.

2. Les prostasomes et les spermatozoides :

La production contrélée de DAO est nécessaire
a la capacitation et a la réaction acrosomique
des spermatozoides, deux événements impor-
tants pour leur fonction. Par contre, une pro-
duction trop élevée de DAO est toxique pour
les spermatozoides. Compte tenu des résultats
obtenus avec les PN, un réle des prostasomes
sur la capacitation, via le niveau de stress oxy-
dant, pouvait logiquement s’envisager.

Nous avons utilisé le NADPH pour stimuler la
synthése d’09°- de deux populations de sper-
matozoides isolées par migration sur gradients
de Percoll, pour rechercher une influence
potentielle des prostasomes sur cette synthese.
Des spermatozoides de la fraction 95% et de
l'interface 95-65% d’un gradient discontinu de
Percoll ont été mis en présence de 2,5mM de
NADPH et la production d’02°- a été mesurée
par chimiluminescence en utilisant la lucigéni-
ne. La capacitation des spermatozoides a aussi
été estimée dans ces conditions, en évaluant la
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réaction acrosomique induite par l'ionophore
calcique A23187. Dans la littérature, les
études concernant l'effet du NADPH sur la
capacitation et la production d’02°- des sper-
matozoides ont conduit a des résultats discor-
dants. Griveau et Le Lannou [43] ont montré
une stimulation de la production d’O9°- par le
NADPH exogéne avec une inhibition de la
capacitation, en fonction des doses de NADPH
et de la pression partielle en oxygene. Pour
Aitken et al. [7], Pajout de NADPH exogéne
déclenche une synthese d’02°- par les sperma-
tozoides mais n’a aucun effet positif sur la
capacitation. Finalement, de Lamirande et al.
[32] ont des résultats opposés puisque le
NADPH stimule la capacitation sans provo-
quer d’accroissement de la synthése d’02°-.

D’aprés nos premiers résultats, il existerait
une corrélation négative entre la production
d’anion superoxyde NADPH-dépendante des
spermatozoides et leur capacité a effectuer la
réaction acrosomique stimulée (Figure 4).
Dans ces conditions de stress oxydant, les pro-
stasomes inhibent la production d’anion super-
oxyde et favorisent la réaction acrosomique. Ils
exerceraient ainsi un effet protecteur sur les
spermatozoides.

A- 2,5 mM NADPH

O ]
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Figure 4 : Corrélation entre la chimilumimescence inhibable par la SOD (SOD-inh CL) et la réaction
acrosomique stimulée par Uionophore calcique A-23187 (% A23187-RA) des spermatozoides obtenus aprés
migration sur gradient de Percoll et traités par 2,5mM de NADPH.

s spermatozoides de la fraction 95% du Percoll

N spermatozoides de Uinterface 65%-95% du gradient de Percoll.



La capacité antioxydante des prostasomes
observée sur les PN est retrouvée sur les sper-
matozoides et apparait bénéfique pour ces cel-
lules. Les prostasomes limiteraient 1'effet délé-
tere des DAO sur les capacités fonctionnelles
des spermatozoides humains soumis & un
stress oxydant. La base moléculaire de ce phé-
nomene reste a déterminer.

IV. CONCLUSION

Les prostasomes présents dans le liquide sémi-
nal humain ne sont pas encore totalement
caractérisés d’un point de vue fonctionnel. Les
travaux que nous avons développés avaient
pour but de rechercher un rdle éventuel des
prostasomes dans le stress oxydant, connu
pour étre néfaste a P'activité fonctionnelle des
spermatozoides. Nos résultats ont permis de
caractériser la capacité antioxydante des pro-
stasomes sur les PN sanguins (utilisés comme
modele) et sur les PN séminaux. Ils ont appor-
té des éléments de réponse importants quant a
leur mode d’action : les prostasomes agissent
au niveau de la production et non au niveau de
Pélimination des DAQO. La composition lipi-
dique des prostasomes s’avere comme un élé-
ment clé, responsable de leur capacité antioxy-
dante, et probablement d’autres fonctions bio-
logiques (mobilité des spermatozoides, fusion
avec les spermatozoides et interaction avec les
PN).

Dans des conditions pathologiques (anomalies
morphologiques et oligozoospermie), les sper-
matozoides produisent des quantités anorma-
lement élevées de DAO, qui sont a lorigine
d’'une perte de la capacité fonctionnelle de ces
cellules. Des résultats préliminaires semblent
montrer, 4 partir de spermatozoides isolés par
migration sur gradient de Percoll et dont la
production de DAO est stimulée par le
NADPH, que les prostasomes exercent une
action directe sur les spermatozoides. Ils pro-
tégeraient certaines capacités fonctionnelles
des spermatozoides face & un stress oxydant.

L'ensemble de ces travaux montre que les pro-
stasomes, de par leur propriété antioxydante,
jouent un rdle physiologique dans le sperme
humain.
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ABSTRACT

Prostasomes, reactive oxygen species and
human semen

F. SAEZ, G. GRIZARD, D. BOUCHER

Prostasomes are particular lipid vesicles
secreted by the human prostate and found in
the semen. No specific action has yet been
attributed to prostasomes, but they appear to
act at various levels. For example, prosta-
somes enhance sperm motility in vitro and
participate in the immunomodulation proper-
ties of seminal plasma.

Excessive production of reactive oxygen spe-
cies (ROS) in human semen has a negative
influence on the functional capacities of sper-
matozoa. The presence of leukocytes in semen
is associated with increased production of
ROS that can be harmful to sperm cells, under
certain conditions. Previous results tend to
suggest a possible role of prostasomes on ROS
production in human semen.

After reviewing the literature concerning the
structural and functional characteristics of
prostasomes and the role of ROS in human
semen, we report our results concerning the
influence of prostasomes on ROS production
and the consequences on semen. We have
demonstrated that prostasomes exert an
antioxidant function in human semen. This
function is effective both on polymorphonu-
clear neutrophils and on sperm cells. The
mechanism of action of prostasomes is unu-
sual, as they act on ROS production mainly on
the plasma membranes of neutrophils. They
induce a decrease of NADPH-oxidase activity
associated with rigidification of the plasma
membrane. Prostasomes protect the functio-
nal capacities of spermatozoa during an oxi-
dative stress created by the presence of
NADPH in the incubation medium.

Key Words: prostasomes; reactive oxygen species;
NADPH-oxidase; human spermatozoa; chemilumi-
nescence.
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