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RESUME 

La congdlation des spermatozo'ides ejacul6s bovins 
induit une mortalitd cellulaire elevee. Au cours d'une 
etude pr~liminaire, nous avions decrit qu'elle s'accompa- 
gne d'un processus oO apparaissent plusieurs caracteris- 
tiques pr~coces de I'apoptose : i) diminution du potentiel 
de membrane mitochondrial (A~=), ii) activation des 
caspases, iii) augmentation de la permeabilitd membra- 
naire, sans apparition des caracteristiques tardives : iv) 
pas de fragmentation de I'ADN. 

Pour pr~ciser ce mecanisme, nous avons etudie s6par~- 
ment I'effet des differentes etapes de la congelation des 
spermatozoi"des bovins : dilution dans le milieu de congd- 
lation, equilibration et cong~lation dans I'azote 
liquide/ddcongelation. L'apoptose et la r~action acroso- 
mique ont dt~ analysees en cytometrie en flux et la prd- 
sence d'AIF (Apoptosis Inducing Factor) en western blot. 
Nous avons observe que la dilution dans ie milieu de 
congelation induisait immddiatement une augmentation 
massive de la proportion de spermatozofdes avec un A~ = 
faible. 

Puis, d~s I'~quilibration, la proportion de spermatozo'fdes 
contenant des caspases actives commence a augmenter. 
Apres le processus complet de congelation/decong~la- 
tion, cette population est maximale et la permdabilite 
membranaire apparait. Ces resultats montrent que ie pro- 
cessus "apoptosis-like" est declench~ des les premieres 
etapes de la congelation. Nous avons aussi mis en ~vi- 
dence la prdsence d'AIF, ce qui suggere I'implication 
d'une vole inddpendante des caspases, annexe & la vole 
des caspases. 

I. INTRODUCTION 

La cong61ation/decong61ation des spermatozofdes induit 
une diminution de la viabilit6 des spermatozoides bovins 
[10]. La necrose et I'apoptose sont deux formes de mort 
cellulaire differentes. Contrairement & la necrose qui 
entrafne une rupture de la membrane plasmique, l'apopto- 
se est une forme de mort cellulaire programmee qui per- 
met une elimination contr61ee et regulee des cellules, sans 
inflammation [8, 19]. L'apoptose est un phenomene com- 
plexe qui peut 6tre divise de maniere schematique en trois 
phases : induction, execution et degradation. Les mito- 
chondries jouent un r61e central pendant la phase d'execu- 
tion. Apres induction de I'apoptose, les pores mitochon- 
driaux sont ouverts, ce qui se caracterise par une diminu- 
tion du potentiel de membrane mitochondrial ~ " )  [14]. 
L'ouverture des pores mitochondriaux entraine le relarga- 
ge et I'activation de facteurs proapoptotiques dans le cyto- 
plasme. Par exemple, les proteines de la famille des 
caspases vont 6tre activees, et/ou I'Apoptosis Inducing 
Factor (AIF) va 6tre relargue des mitochondries [7]. Ces 
prot6ines participent ensuite a la phase de degradation 
durant laquelle des modifications membranaires et 
nucleaires sont observees. Les residus de phosphatidylse- 
rine sont externalises vers le feuillet externe de la mem- 
brane plasmique, ce qui facilite la phagocytose des cellu- 
les apoptotiques [1], la permeabilit6 membranaire des cel- 
lules s'accroft [5] et I'ADN des cellules apoptotiques est 
clive de maniere internucleosomale par des endonuclea- 
ses specifiques [8]. 

Au cours d'une prec6dente etude, nous avions demontre 
que ta congelation des spermatozoides bovins induisait 
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I'apparition d'un processus ressemblant a I'apoptose que 
nous avons qualifie d'"apoptosis-like" [10]. La congelation 
des spermatozoides bovins s'accompagne ainsi de rappa- 
rition des marqueurs precoces de I'apoptose : i) diminution 
du A~Y ~, ii) activation des caspases, iii) augmentation de la 
permeabitite membranaire. Cependant, la congelation/ 
decong~lation ne s'accompagne pas d'une augmentation 
de la fragmentation de I'ADN ni de la condensation nucleai- 
re, m~me de maniere tardive (30 heures apr~s decong~la- 
tion). 

Le but de ce travail est de preciser ~l quel moment de la 
congelation apparaissent les marqueurs apoptotiques pr~- 
coces, de pr6ciser les mecanismes impliques au cours de 
ce processus et I'effet de la congelation/d~congelation des 
spermatozoides bovins sur la reaction acrosomique. 

I1. M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1. Prel~vement et congdlation des spermatozo'ides 
bovins 

Les diff~rentes analyses ont et~ realisees & partir de sper- 
matozoides preleves sur dix taureaux de race charolais. 
Les prelevements de semence ont et6 effectues gr&ce ~ un 
vagin artificiel. Apres prelevement, les spermatozoides ont 
ete dilues dans le milieu Biociphos (IMV technologies, 
L'Aigle, France) & 37~ a une concentration de 100 
millions/ml avant d'etre mis en paillettes. Les spermatozoi- 
des sont ensuite equilibr~s pendant plus de 3 h ~ 4~ puis 
congeles sur les vapeurs d'azote pendant 10 min avant d'e- 
tre plong6s et conserv6s dans I'azote liquide [17, 18]. Les 
spermatozoides sont d~congeles ~ 37~ pendant 1 min. 

2. Culture et induction de I 'apoptose dans les cellules 
t(~moins U937 

La lignee leuc~mique myeloide humaine de type monocy- 
taire U937 a et(~ utilisee afin de valider les differentes tech- 
niques de detection de I'apoptose [16]. Les cellules U937 
ont ete cultivees dans du milieu RPMI-1640 (Eurobio, Les 
Ulis, France) contenant de la p~nicilline, de la streptomyci- 
ne et suppl6mente par 10% de serum de veau foetal. Les 
cellules U937 ont ete maintenues dans une atmosphere 
37~ avec 5% de CO2. L'apoptose a ~te induite par une 
incubation de 6h a 37~ avec de I'etoposide (VP-16) 
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) a 25 pM. 

3. Analyse en cytom~trie en flux et/ou en microscopie 
fluorescence 

Les marqueurs de I'apoptose (diminution du potentiel de 
membrane mitochondrial (A~) ,  activation des caspases et 
augmentation de la perm~abilit6 membranaire) ont 6te ~tu- 
di6s sur les spermatozo'fdes bovins frais apres simple dilu- 
tion dans du PBS, apres dilution dans le milieu de congela- 
tion Biociphos, apr~s equilibration de 3h a 4~ et apres le 
processus complet de congelation/decongelation. 

Le 3,3'-dihexylocarbocyanine iodide (DiOC6(3)) (Molecular 
Probes, Montlu~:on, France) a ~t~ utilis~ ~ 90 nM final pour 
detecter les variations du A ~  [2, 10]. Le VaI-Ala-Asp 

Fluoromethylketone couple au FITC (FITC-VAD-FMK) 
(Promega, Charbonniere les Bains, France) a 6te utilis~ 
10 pM final pour etudier I'activation des caspases [3, 11]. Le 
Yo-Pro-t (Molecular Probes) a ete utilise a 100 nM final 
pour etudier les variations de permeabilit(~ membranaire [5, 
10]. La Peanut Agglutinine couplee au FITC (PNA-FITC) 
(Sigma) a ete utilisee a 10 tJg/ml pour etudier la reaction 
acrosomique [13]. 

Pour tous tes marquages, 1 million de cellules ont ete 
diluees au prealable dans 1 ml de PBS. Les cellules ont 
ensuite 6te incub6es avec I'un des differents marqueurs 
pendant 20 min a temperature ambiante. 

Avant I'analyse en cytometrie en flux, 6 IJM d'iodure de pro- 
pidium (IP) (Sigma) ont ete ajout~s ~l chaque tube afin de 
determiner la proportion de cellules n6crotiques. Les analy- 
ses ont et6 realis~es avec le FACS Vantage SE cell-sorter 
(BD Bioscicences, San Jose, Etats-Unis). Les fluorescen- 
ces vertes (DiOC6(3), FITC-VAD-FMK, Yo-Pro-1 et PNA- 
FITC) et rouges (IP) ont respectivement 6t~ detectees & I'ai- 
de des detecteurs FL1 et FL3, & travers des filtres de ban- 
des passantes de 530/30 nm et 695/40 nm. 10000 ev6ne- 
merits ont ete analys~s et les fluorescences FL1 et FL3 ont 
ete etudiees apres amplification Iogarithmique gr&ce au 
programme Cell Quest Pro 3.1 (BD Biosciences). 

Un microscope DMRB (Leica, Wetzlar, Allemagne) equip~ 
d'un filtre L5 (bande passante de 480/40 nm) a et~ utilise 
pour les analyses de microscopie a fluorescence. 

4. Analyse de I'Apoptosis Inducing Factor (AIF) en 
Western Blot 

L'analyse en western blot a et~ r6alis6e selon une proce- 
dure classique. Les spermatozofdes bovins et les cellules 
U937 ont et~ laves deux fois darts du PBS avant d'etre 
resuspendus dans le tampon de lyse (50 mM Tris-HCI (pH 
7,5), 150 mM NaCI, 10 mM glyc~rophosphate, 2 mM EDTA, 
2 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1% Nonidet P-40, 
l x  inhibiteurs de proteases (Roche, Meylan, France)). 
Apr~s une incubation sur glace de 10 min et une ~tape de 
centrifugation (13000g, 10 min, 4~ les surnageants ont 
6t~ pr~lev6s. Les lysats cellulaires ainsi obtenus, equiva- 
lents ~ 25 IJg de prot~ines, ont ~td separ~s en utilisant un 
gel SDS-PAGE a 12% et transfer6s sur membrane de 
PVDF (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) en utilisant la 
procedure standard. Apres incubation sur la nuit a 4~ dans 
une solution de saturation (8% de lait en poudre, 0,05% 
Tween dans PBS), les membranes ont ~t6 incub6es avec 
I'anticorps primaire dilu6 dans la solution de saturation : 
anti-AIF, 1/2000 (Sigma) pendant l h  & temperature ambian- 
te. L'anticorps secondaire purifie chez la souris et poss6- 
dant une forte affinite pour les IgG anti-lapin (Sigma) a 6te 
utilise & 1/1000 dans la solution de saturation & temp6ratu- 
re ambiante. Les bandes specifiques ont et6 d6tectees 
avec le syst~me ECL (Amersham Biosciences, Orsay, 
France). 

5. M~thode statistique 

Les analyses statistiques ont ~t~ effectubes ~ I'aide du pro- 
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gramme Statistica 6.0 (StatSoft, Tulsa, Etats-Unis). Pour 
chaque marqueur, 10 experiences ont ete realisees. Les 
moyennes ont ete comparees par le test-t de Student. Les 
tests-t ont ete apparies par animal. Les barres des histo- 
grammes representent les moyennes +/- ecart-types et sont 
considerees significativement differentes quand P < 0,05. 

II1. RESU LTATS 

1. Difference de potentiel de membrane mitochondrial 
( ~ )  

L'accumulation du DiOC6(3) dans la membrane interne des 
mitochondries permet de detecter les variations du A~ m. En 
microscopie & fluorescence, nous avons detecte la fluores- 
cence DiOC6(3) principalement au niveau de la piece inter- 
mediaire du spermatozoide, oQ sont Iocalisees les mito- 
chondries (Figure 1C). En uti l isant le marquage 
DiOC6(3)/IP en cytometrie en flux, trois populations ont 6t6 
detectees (Figure 1A) : les cellules necrotiques (a), les cel- 
lules vivantes non-apoptotiques avec un Au/m normal (c) et 
les cellules vivantes apoptotiques avec un Atlr faible (b). 
Awes induction de I'apoptose dans la lignee cellulaire 
U937, nous avons observe une augmentation de la propor- 
tion de cellules vivantes avec Au/m faible ; ce qui nous a per- 
mis de valider I'experience. 

Nous avons observe que la congelation des spermatozof- 
des bovins induit une diminution du A~ m (Figure 1A) de 
maniere similaire a c e  que nous avons observe Iors de I'a- 
poptose des cellules U937. Cette diminution du Atl~ appa- 
raft des I'etape de dilution des spermatozoi'des dans le 
milieu de congelation Biociphos (Figure 1B). 

2. Activite des caspases 

En utilisant le marquage FITC-VAD-FMK/IP en cytometrie 
en flux, trois populations ont et6 detectees (Figure 2A) : les 
cellules necrotiques (a), les cellules vivantes non-apopto- 
tiques sans caspases actives (b) et les cellules vivantes 
apoptotiques contenant des caspases actives (c). Apres 
induction de I'apoptose dans la lignee cellulaire U937, nous 
avons observe une augmentation de la proportion de cellu- 
les vivantes avec des caspases actives. 

Nous avons observe que la congelation des spermatozo'i'- 
des bovins induisait aussi une activation des caspases 
(Figure 2A). De plus, nous avons precise que le debut d'ac- 
tivation des caspases etait detectable awes equilibration et 
que le maximum d'activation etait obtenu apres le proces- 
sus complet de congelation/d6congelation (Figure 2B). 

Les caspases actives ont ete principalement detect6es au 
niveau de la piece intermediaire (Figure 2C). 

3. Permeabilite membranaire 

En utilisant le marquage Yo-Pro-1/IP en cytometrie en flux, 
trois populations ont ete detectees (Figure 3A) : les cellules 
necrotiques (a), les cellules vivantes non-apoptotiques 
impermeable & Yo-Pro-1 (b) et les cellules vivantes apopto- 
tiques permeables au Yo-Pro-1 (c). Awes induction de I'a- 

poptose dans la lignee cellulaire U937, nous avons note 
une augmentation de la proportion de cellules vivantes avec 
une permeabilite membranaire au Yo-Pro-1 accrue. 

Nous avons observe que la congelation des spermatozo'f- 
des bovins induisait aussi une augmentation de la permea- 
bilite membranaire au Yo-Pro-1 (Figure 3A) mais seulement 
apres le processus complet de congelation/decongelation 
(Figure 3B). 

4. Presence d'AIF (Apoptosis Inducing Factor) 
Dans I'etude en western blot des spermatozo'(des bovins 
avant et apres congelation ainsi que des cellules U937 
apoptotiques et non apoptotiques, I'anticorps anti-AIF a 
reconnu une bande rnajoritaire de 57 kDa correspondant au 
poids moleculaire de I'AIF (Figure 4). 

5. Reaction acrosomique 

En microscopie a fluorescence, nous avons observe que la 
fluorescence PNA-FITC est surtout Iocalisee au niveau de 
I'acrosome (Figure 5B). Le marquage PNA-FITC/IP en cyto- 
metrie en flux, nous a permis de detecter trois populations 
(Figure 5A) : les spermatozo'fdes necrotiques (a), les sper- 
matozo'ides vivants avec un acrosome intact (b) et les sper- 
matozoides vivants apoptotiques avec un acrosorne reagi 
(c). Nous avons observe que la congelation des spermato- 
zofdes bovins induisait une augmentation de la proportion 
de spermatozofdes vivants avec un acrosome reagi (Figure 
5A et C). 

IV. D I S C U S S I O N  

II est bien etabli que le processus de congelation/deconge- 
lation a un effet deletere sur les spermatozofdes [12]. Le 
pourcentage important de spermatozofdes presentant une 
forte permeabilite a I'IP provient d'un processus de necrose 
simple ou de necrose secondaire b I'apoptose. 

Comme la presence d'apoptose dans le spermatozo'fde eja- 
cule reste controversee, nous avons dans un premier temps 
valide chaque test a I'aide de la lignee somatique humaine 
U937. Apres induction de I'apoptose par le VP-16, tous les 
marqueurs de la cascade d'6venements de I'apoptose ont 
ete observes : diminution du A~f ~, activation des caspases 
et augmentation de la permeabilite membranaire au Yo-Pro- 
1. De plus, nous avons mis en evidence la presence d'AIF 
dans les cellules U937. 

Avant congelation, les spermatozoi'des bovins presentent 
peu de caracteristiques de I'apoptose. Parmi les spermato- 
zofdes vivants (environ 70% du nombre total de spermato- 
zo'i'des), moins de 10% ont un faible A~ m, des caspases 
actives ou une permeabil ite importante au Yo-Pro- l .  
Pendant la spermatogenese, un grand nombre de cellules 
germinales est elimine par apoptose [9]. Parfois, certaines 
cellules germinales apoptotiques echappent & cette elimi- 
nation (c'est ce que I'on appelle apoptose abortive) et se 
retrouvent alors dans I'ejaculat [15]. Selon cette hypothese, 
il est possible que les populations apoptotiques basales, 
que nous avons observees, soient le resultat de cette apop- 
tose abortive. Cependant, comme nous I'avions determine 
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auparavant [10], nous confirmons que la congelation/ 
decongelation des spermatozoides bovins induit I'apparition 
d'un processus ressemblant a rapoptose. 

La congelation/decongelation est responsable de la diminu- 
tion massive de la proportion de spermatozo'fdes bovins 
avec un A ~  faible. Cette diminution du A~mPeut entrafner 
une dysfonction mitochondriale, emp~chant le renouvelle- 
ment de I'ATP. Ainsi, un manque d'energie du & une dimi- 
nution de la quantite en ATP pourrait 6tre responsable de la 
diminution de la mobilite observee apres congelation/ 
decongelation [12]. Pendant  rapoptose, le relargage des 
facteurs pro-apoptotiques dans le cytoplasme peut 6tre une 
autre consequence de la perte d'integrite membranaire des 
mitochondries. Si les spermatozoides contiennent ces pro 
facteurs, la diminution du A ~  pourrait 6tre responsable de 
I'entree dans le cytoplasme et/ou de ractivation des fac- 
teurs proapoptotiques. 

Nous avons determine que I'AIF etait present darts les sper- 
matozoides bovins. L'AIF est un facteur pro-apoptotique qui 
est normalement Iocalise au niveau de la mitochondrie et 
qui est relargue dans le cytoplasme des cellules apopto- 
tiques [7]. La presence d'AIF dans les spermatozoi'des 
bovins suggere la possibilite que I'AIF soit relargue des 
mitochondries au cours de la congelation. II serait ainsi inte- 
ressant de preciser les differentes Iocalisations de I'AIF au 
cours du processus de congelation. 

La congelation/decongelation des spermatozoi'des bovins 
induit I'activation des caspases. De plus, nous avons Iocali- 
se par immunofluorescence les caspases actives au niveau 
de la piece intermediaire, ce qui correspond a la Iocalisation 
des mitochondries dans le spermatozo'fde. Ceci donne des 
elements pour considerer la piece intermediaire comme 
une region special isee pour I'apoptose. Cependant, le rSle 
joue par les caspases dans le spermatozoide reste encore 

elucider. Meme si la plupart des substrats des caspases 
sont des proteines impliquees dans I'apoptose, ils peuvent 
6tre aussi impliques dans d'autres processus biologiques 
tels que le cycle cellulaire et la differenciation [4]. Afin de 
mieux comprendre le rele de cette activation dans le sper- 
matozoi'de, il serait interessant de specifier par western blot 
quelles sont les caspases activees par la congelation. Par 
aitleurs, nous avons observe qu'apres congelation/decon- 
gelation, une large majorite des spermatozofdes vivants 
presente un A~mfaible tandis que seulement quelques sper- 
matozo)des vivants cont iennent des caspases actives. Ces 
resultats suggerent la possible implication d'une voie inde- 
pendante des caspases. Par exemple, I'AIF, que nous 
avons mis en evidence dans les spermatozoides, pourrait 
jouer ce rele. 

L'analyse de la permeabil i te au Yo-Pro-1 donne des infor- 
mations sur les modifications membranaires relatives a I'a- 
poptose [5]. La congelation/decongelation des spermato- 
zofdes bovins induit I 'apparition d'une population de cellules 
vivantes mais permeables au Yo-Pro-1. Ce resultat est 
coherent avec I'effet de la congelation sur les membranes 
[12]. Par ailleurs nous avons confirme en cytometrie en flux 
que la congelation des spermatozoi'des induisait la reaction 

acrosomique. II serait interessant de determiner si ce sont 
les spermatozo)'des presentant un profil apoptot ique qui 
possedent egaiement un acrosome reagi. 

Nous avons mis en evidence que les marqueurs apopto- 
tiques apparaissent & des moments differents du processus 
de congelation. Apres dilution dans le milieu de congelation, 
on observe une diminution du A~P ; apres ~quilibration, une 
activation des caspases ; et apres le processus complet de 
congelation/decongelation, une augmentation de la per- 
meabilite membranaire. Ce resultat sugg~re que ce n'est 
pas seulement la formation de cristaux de glace qui est & 
I'origine des differentes modifications cellulaires dues a la 
congelation/decongelation [6]. Les caracteristiques de I'a- 
poptose dans le spermatozoi 'de apparaissent selon la 
meme cinetique qu'au cours de I'apoptose classique [1, 8, 
14, 19]. Afin de determiner si elles appart iennent au meme 
processus, il serait interessant de determiner si el les 
dependent  les unes des autres. 

Une meilleure comprehension des mecanismes induits par 
la congelation devrait fournir des informations precieuses 
dans le but d'ameliorer la congelation des spermatozo)'des. 
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ABSTRACT 

characterist ics: iv) no DNA fragmentation. This process 
has been called "apoptos is- l ike" .  

In this study, we evaluated the consequences of each 
step of cryopreservat ion of bovine spermatozoa : di lu- 
tion in cryopreservat ion medium, equil ibrat ion and 
cryopreservat ion in l iquid nitrogen/thawing. Apoptos is  
and acrosomal react ion were analysed by f low cytome- 
try and the presence o fA IF  (Apoptosis Inducing Factor) 
was analysed by western blot. We observed that dilu- 
t ion in cryopreservat ion medium induced a marked and 
immediate increase of the proport ion of l iving sperma- 
tozoa with a low A~m. Af ter  equil ibration, the proport ion 
of l iving spermatozoa wi th active caspases then began 
to increase. Af ter  the complete cryopreservat ion/tha- 
wing process, this populat ion reached a maximum, and 
a signif icant increase of membrane permeabil i ty was 
observed. 

These results, showing  that some features of the 
"apoptosis- l ike" phenomenon are initiated in the early 
steps of cryopreservat ion,  suggest  that ice formation 
may not be the only factor  affect ing spermatozoa. The 
consequence of this ~ m  decrease could be the relea- 
se and/or activation of var ious pro-apoptot ic factors in 
the cytoplasm. Presence of the pro-apoptotic AIF factor 
in bovine spermatozoa suggests  a possible role of this 
protein during the cryopreservat ion process. 

We also conf i rmed that cryopreservat ion of bovine 
spermatozoa induced an acrosomal reaction. It would 
be of interest to invest igate the relationship between 
this acrosomal react ion and membrane permeability. A 
better understanding of  the cel lular mechanisms invol- 
ved in sperm cryopreservat ion would help to improve 
the preservation of bov ine sperm. 

Key-words: apoptosis, bovine spermatozoa, cryopreserva- 
tion, flow cytometry 

Kinetics and character isat ion of the "apoptos is- l ike"  
phenomenon induced dur ing the cryopreservat ion 

process of bovine spermatozoa 

Guil laume MARTIN, Odile SABIDO, Phi l ippe DURAND, 
Rachel LEVY 

Cryopreservat ion of ejaculated bovine spermatozoa 
induces severe cell death. In a prel iminary study, we 
observed that cryopreservat ion and/or thawing was 
also associated with early apoptot ic features in living 
spermatozoa: i) decrease of the mitochondr ial  membra- 
ne potential C~m), ii) caspase activation, iii) increase of 
membrane permeabil i ty, w i thout  the appearance of late 
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