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RESUME 

L'int6r6t port6 aux effets physiopathologiques des 
ddriv6s actifs de I 'oxyg6ne (DAO) dans la fertUitd 
masculine est de plus en plus important. Le sper- 
matozo'fde humain est une cellule tr~s vulndrable 
au stress oxydant compte tenu de sa richesse en 
acides gras polyinsatur6s. L'importance des dom- 
mages oxydatifs dans les spermatozo'ides d6pend 
surtout de la capacitd des fluides environnants t~ 
arr6ter la chaine de peroxydation lipidique mem- 
branaire. Les secr6tions des tractus g6nitaux mas- 
culins et f6minins consti tuent des microenvironne- 
ments qui jouent  un r61e d6terminant dans I'ex- 
pression du pouvoir f6condant des spermatozo'ides 
via des 6changes avec la membrane plasmique, et 
assurent une protection vis-t~-vis d'un stress oxy- 
dant en maintenant 1'6quilibre de la balance pro- 
oxydants/ant ioxydants.  Le ddsdqui l ibre de cette 
balance dans I'dpididyme ou dans le sperme 6jacu- 
16, induit plusieurs dysfonctions spermatiques. En 
revanche, il existe de tr~s rares donn6es concer- 
nant les cons6quences  d 'un stress oxydant  au 
niveau du tractus g6nital f6minin sur les caract6ris- 
tiques spermatiques. 

Apr~s avoir abord6, sous forme d'une revue biblio- 
graphique, les modif ications de la composition Iipi- 
dique des spermatozoides au cours de leur matura- 
tion et les effets physiopathologiques des DAO sur 
les fonct ions des spermatozo'ides humains, nous 
rapportons nos rdsultats concernant les modifica- 
tions de la composit ion lipidique des spermatozo'i'- 
des humains apr6s migration dans le mucus cervi- 
cal et I'influence de la qualitd de ce dernier sur les 
caract6ristiques des spermatozo'ides s61ectionn6s 
apr~s migration. 

Nous avons d~montr~ une baisse des lipides dans 
les spermatozdfdes humains apr~s migration dans 
le mucus  ce rv i ca l  ( v i t am ine  E, c h o l e s t 6 r o l ,  
phosphol ipides diacyles, sphingomy61ine et plas- 
malog(~nes). Cette baisse, associde & un enrichis- 
sement l ip idique concomi tant  des mucus cervi- 
caux, est en faveur d 'un eff lux actif des l ip ides 
membranaires des spermatozo's vers les glyco- 
p ro t~ ines  des mucus  cerv icaux .  Par a i l leurs ,  
Iorsque les mucus cervicaux contenaient des poly- 
nuc l6a i r es  n e u t r r o p h i l e s  (PNN), les taux  de 
phospholipides et la quantit6 de DAO produite par 
les spermatozoi'des dtaient signif icativement plus 
dlevds que Iorsque les spermatozo'fdes avaient 
migr(~ dans des mucus cervicaux ddpourvus de 
PNN. L' inf i l t rat ion des mucus cervicaux par les 
PNN joue un r61e poss ib lement  d616t~re sur  les 
structures et fonctions des spermatozo'(des et inhi- 
berait I'interaction physiologique entre les sperma- 
tozofdes et le mucus cervical. 
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I. I N T R O D U C T I O N  

Le spermatozoa'de humain, cellule hautement diff6renci6e, 
est caract6fis6 par un contenu lipidique fiche en acides gras 
polyinsatur6s (AGPI). L'AGPI le plus abondant est l'acide 
docosahexa6no~'que (DHA; C22" 6, n-3) repr6sentant envi- 
ron 30% de tous les acides gras et 73% des AGPI [46, 54, 
61, 76]. Dans le spermatozoMe humain, ces acides gras 
sont les constituants majofitaires des phospholipides mem- 
branaires. Les AGPI repr6sentent des cibles privil6gi6es 
pour les d~riv6s actifs de l'oxyg~ne (DAO). 

Ainsi, le spermatozo~ humain est une cellule tr~s vuln6- 
table ~ la pr6sence non contr616e de d6riv6s actifs de 
l'oxyg~ne compte tenu de sa richesse en AGPI [12, 47, 
77]. Le d6s6quilibre de la balance proo•215 
dants a des cons6quences sur les capacit6s fonctionnelles 
des spermatozo'fdes, essentiellement sur la mobilit6, la 
r6action acrosomique, la fusion avec la membrane ovocy- 
taire et l'int6grit6 du noyau du spermatozoMe [1, 7, 49, 
70]. 

Cependant, au cours des derni~res ann6es il a 6t6 montr6 
que des quantit6s faibles et contr616es de DAO sont impli- 
qu6es dans l'acquisition du pouvoir f6condant des sperma- 
tozoi'des humains [8, 27]. Les seules 6tudes disponibles 
chez l'homme sur la composition lipidique des spermato- 
zoMes et leur susceptibilit6 vis-a-vis d'un stress oxydant 
ont ~t6 faites sur des spermatozofdes 6pididymaires ou ~ja- 
cul6s [9, 28, 45]. Cependant, le destin physiologique des 
spermatozo'fdes ne s'arr&e pas ~ l'~jaculation. En effet, de 
la migration dans le mucus cervical ~ la fusion avec la 
membrane ovocytaire, le spermatozoMe dolt maintenir un 
ensemble de capacit6s. Les micro-environnements succes- 
sirs rencontr6s dans le tractus g6nital femelle (TGF) jouent 
un r61e d6terminant dans l'expression du pouvoir f6con- 
dant des spermatozofdes [20, 48, 51, 77]. S'il est 6tabli 
qu'un faible niveau de production des DAO par les sper- 
matozo'fdes est impliqu6 dans l'expression de ses capacit6s 
f6condantes, il n'existe par contre que de rares donn6es sur 
l 'effet potentiel d 'un d6s6quilibre de la balance prooxy- 
dants-antioxydants sur les fonctions du spermatozoa'de 
humain au cours de sa migration dans le TGE 

Dans le pr6sent article, nous ferons tout d'abord une revue 
bibliographique sur les modifications physiologiques du 
contenu lipidique des spermatozoi'des et leur susceptibilit6 
au stress oxydant au cours de leur maturation dans les trac- 
tus g6nitaux masculin et f6minin. Nous rapporterons bri~- 
vement ensuite une s6rie de r6sultats originaux sur les 
modifications du contenu lipidique des spermatozo'l'des au 
cours de la migration dans le mucus cervical et l'effet d'un 
stress oxydant induit par les polynucl6aires neutrophiles du 
mucus cervical sur les caract6ristiques spermatiques. 

II .  C O M P O S I T I O N  L I P I D I Q U E  D E S  SPER- 
MATOZOIDES H U M A I N S  E P I D I D Y M A I R E S  

E T  E J A C U L E S  

Apr~s un cycle spermatogen6tique, les spermatozoi'des 
pr~ts h quitter le testicule paraissent morphologiquement 
matures mais ils sont fonctionnellement immatures. En 
effet, ils n'ont acquis ni la mobilit6 ni la capacit6 de f6con- 
der un ovocyte. L'acquisition de la mobilit6 se fait au 
cours du transit dans l '6pididyme [14]. Cependant, les 
spermatozo'ides fraichement 6jacul6s n'ont pas acquis tout 
leur potentiel f6condant qui ne sera atteint qu'apr~s une 
migration complete dans le TGF [16, 17, 21, 75]. 

Les modifications membranaires du spermatozo'fde au 
cours de son transit dans le tractus g6nital male (TGM) et 
le TGF (pour ce dernier point, voir paragraphe III) d6pen- 
dront essentiellement des 6changes avec les diff6rents 
milieux �9 fluide 6pididymaire, plasma s6minal, mucus cer- 
vical, fluide tubaire et liquide folliculaire. Au niveau de 
l'6pididyme, la membrane du spermatozoa'de testiculaire 
subit des r6arrangements mol6culaires qualitatifs et spa- 
tiaux tr~s importants : modification et perte de composants 
pr6existants, addition de nouvelles glycoprot6ines h partir 
des secr6tions 6pididymaires et 6changes de composants 
lipidiques [13, 40, 69]. Darts les spermatozoa'des, le conte- 
nu en cholesterol et en phospholipides diminue apr~s le 
transit  6pididymaire  [54] ; chez le rat, la baisse en 
phospholipides int6ressant essentiellement les phosphati- 
dyl choline et ethanolamine, est concomitante ~ un enfi- 
chissement en plasmalog~nes surtout en plasmenylcholine, 
phospholipide majeur de la membrane des spermatozoMes 
[18]. 

Concernant les acides gras, les spermatozo'fdes perdent des 
acides gras satur6s et s'enrichissent en acides gras ~ lon- 
gues cha/nes et polyinsatur6s aprhs migration dans l'6pidi- 
dyme [19]. L'acide palmitique, 1i4 aux phospholipides est 
l'acide gras majeur dans les spermatozo'/des immatures, le 
DHA pr6domine dans les spermatozoa'des matures [60]. 
Dans le sperme humain 6jacul6, et aprhs s6paration des 
fractions cellulaires par gradient de densit6 de percoll, le 
taux de DHA 6tait significativement plus 61ev6 dans la 
fraction contenant des cellules germinales que celle conte- 
nant les spermatozoi'des [58]. 

La composition lipidique du spermatozo'/de humain 4jacul6 
est bien document6e [12, 39, 56]. Compar6e aux cellules 
eucaryotes, la membrane du spermatozoide humain possh- 
de trois particularit6s a signaler : 

I) pr6sence d'un taux 61ev6 de plasmaloghnes ; 

2) taux 61ev6 en acides gras polyinsatur6s surtout l'acide 
docosahexa6noique ; 
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Tableau 1 : Composition lipidique des spermatozo~des humains. 

Cholest6rol 

Phospholipides 

totaux 

CL/PH 

AGS 

DHA 

Plasmalog6nes 

Alvarez et al. Hamamah et Grizard et al. Ollero et ai. 

1995 al. 1995 2000 2001 

nmol/10Sspz nmol/107spz nmol/10 s spz nmol/106spz 

(1) (2) (4) (3) 

133,0• 4,2 13,0•  1,6 9 5 •  11 0,39 • 0,16 

138,3 22, 3 • 2,5 282 • 4 3,27 • 2,37 

0,96 0,6 • 0,1 0,34 - 

220.9 2.68 

108,0 • 7,0 0,8 • 0,26 

20,0 + 0,2 

Notre ~tude 
nmol/10 s 

spermatozo'ides 

(5) 

93,0 • 4,5 

126,0 • 4,5 

0 , 7 6 •  

1 9 , 3 •  

CL : Cholest6rol ; PH : phospholipides ; AGS : acides gras satur6s ; DHA : acide d6cosahexa6noi'que 
Les dosages 6talent faits ~t partir : 

- d'6chantillons de spermes d'hommes volontaires dans les 6tudes (1), (3) et (4) ; 
- d'6chantillons de pools de spermes d'hommes volontaires dans l'6tude (5) ; 
- d'6chantillons de spermes d'hommes infertiles normozoospermiques dans l'6tude (2). 

Les 6tudes (1) et (3) ont utilis6 des spermatozoides s61ectionn6s (culot de gradient de densit6). 
Les 6tudes (2), (4) et (5) ont utilis6 les spermatozoi'des totaux du spenne apr~s s6paration du plasma s6minal. 

3) un rapport cholest6rol/phospholipides bas (Tableau 1). 
Ces particularit6s membranaires induisent une susceptibili- 
t6 61ev6e ?a l 'effet  n6faste des DAO (voir plus loin). 

III. DERIVES ACTIFS DE L'OXYGENE ET 
S P E R M A T O Z O I D E  H U M A I N  

Le maintien d 'un  6quilibre entre la quantit6 des DAO pro- 
duits et l 'efficacit6 des moyens antioxydants cellulaires et 
extracellulaires est n6cessaire pour le fonctionnement nor- 
mal d 'une cellule. Si l 'effet  n6faste de l 'oxyg~ne et de ses 
d6riv6s actifs sur les fonctions cellulaires a 6t6 d6montr6 
depuis des dizaines d'ann6es, ce n 'est  qu 'au  cours de ces 
derni~res ann6es que leur r61e physiologique dans la signa- 
lisation cellulaire a 6t6 6voqu6. 

1. R61e physiologique des D A O  dans l'acquisition du 
pouvoir f6condant des spermatozo'/des humains 

Dans le spermatozoide  humain,  des quantit6s faibles et 
contr616es de DAO semblent  contr61er l 'acquisi t ion du 
pouvoir  f6condant [26]. La capacitation du spermatozoYde, 
6tape pr6alable n6cessaire ?a la f6condation, est d6finie par 
une s6rie de transformations biochimiques et membranai- 
res dans le tractus g6nital f6minin [15]. Les m6canismes 
mol6culaires de ce processus sont complexes et semblent 
impliquer un seuil minimum de DAO d'action sp6cifique 
produits par les spermatozoides eux m~mes. En effet, dans 
des conditions capacitantes, les spermatozoides produisent 
de faibles quantit6s d 'anion superoxyde (02  ~ et d 'hydro- 

peroxyde  (H202)  [23]. L'ajout de 0 2  ~ ou de H 2 0  2 acc6- 
lbre ce processus, la catalase et la superoxyde dismutase, 
e n z y m e s  qui ca ta lysent  la t ransformat ion  respec t ive  de 
0 2  ~ et H 2 0  2 en H20 ,  le r6duisent [24]. 

Le m6canisme de production deO2~ le spermatozoYde 
humain est controvers6. I1 d6pendrait d 'une  enzyme mem- 
branai re  de type N A D P H - o x y d a s e  [6, 63]. L ' inh ib i t ion  
sp6cifique de cette enzyme diminue la phosphorylat ion des 
tyrosines au cours de la capacitation et le taux de capacita- 
tion des spermatozoYdes [53]. 

Le  m6can i sme  d ' ac t ion  des D A O  dans le p rocessus  de 
capacitation n 'es t  pas pr6cis6ment connu mais des r6sultats 
r6cents suggbrent leur r61e dans l ' ac t iva t ion  de l ' ad6nyl  
cyclase et la tyrosine kinase, au cours de la capacitation [8, 
10]. 

La fixation sp6cifique du spermatozo~de capacit6 ~ la zone 
pe l luc ide  va permet t re  le d6c lenchement  de la r6act ion 
acrosomique, processus d 'exocytose  du contenu de l 'acro- 
some r6gul6 par des quantit6s faibles et contr6Mes de DAO 
[26]. Des concentrations faibles d ' H 2 0  2 favorisent  la r6ac- 
tion acrosomique d6clench6e in vitro par l ' ionophore  cal- 
cique A23187 et la p6n6tration des spermatozo~des dans 
les ovocytes  de Hamster  [27]. La catalase inhibe ces ph6- 
nom~nes [27]. I1 existe des discordances sur le r61e r~el de 
0 2  ~ dans la r6action acrosomique [27, 37, 38]. En d6fini- 
tive et quel que soit le type de DAO impliquC la majorit6 
des donn6es publi~es indiquent l ' exis tence  d ' une  r6gula- 
tion redox de la capacitation et de la r6action acrosomique 
[10, 23]. 
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2. Susceptibilit6 des spermatozo'ides humains vis-h- 
vis d'un stress oxydant et effet dElEt~re des DAO 

Le dEsEquitibre de la balance prooxydants/antioxydants 
crEe un Etat de stress oxydant avec des consequences nota- 
bles sur les lipides membranaires et les autres constituants 
protEiques et nuclEaires de la cellule [2, 4, 25, 36, 49]. Les 
dommages cellulaires sont gEnEralement la consequence 
d'attaque directe des constituants cellulaires par les DAO 
ou d'attaque indirecte par les produits rEactifs de la per- 
oxydation des AGPI de la membrane plasmique [71]. 

Le contenu important en AGPI de la membrane du sperma- 
tozoi'de augmente sa vulnErabilitE vis-fi-vis de l'attaque par 
les DAO. Les DAO ont gEnEralement une affinit~ impor- 
tante h l'Electron libre des doubles liaisons donnant nais- 
sance ~ des espEces molEculaires lipidiques instables. Ainsi 
se dEclenche une chalne de peroxydation lipidique qui se 
propage dans la membrane plasmique avec des consEquen- 
ces sur sa fluiditE et sur les fonctions spermatiques [46]. 

Les AGPI les plus sensibles aux DAO sont l'acide arachi- 
donique et l'acide docosahexaEnoYque (DHA) [35]. L'oxy- 
dation du DHA est un facteur majeur de baisse de la mobi- 
lit6 in vitro [12]. Le stress oxydant induit par les polynu- 
clEaires neutrophiles (PNN) a des effets nEfastes sur les 
AGPI, se traduisant par une baisse du pourcentage de 
DHA dans les spermatozoides [77]. Les consequences de 
cette baisse en DHA dans la membrane plasmique sont 
l'augmentation de la rigiditE membranaire, la baisse de la 
mobilit6 des spermatozo'fdes et la baisse de la capacitE 
fusiogEne avec la membrane ovocytaire [5]. Par ailleurs, 
les DAO ont la capacitE d'induire une fragmentation de 
I 'ADN et des oxydations des bases [44, 57, 62]. 

L 'or igine des DAO dans le sperme humain est I'objet 
d'une controverse. Actuellement il est 6tabIi que tes sper- 
matozo'ides, les cellules germinales et les cellules phagocy- 
taires contribuent routes h la production des DAO avec des 
capacitEs et des mEcanismes de production trEs diffErents 
(revus dans [9, 49]). Huszar et al. ont montrE une relation 
entre la qualit6 du sperme et l'augmentation de la quantitE 
de DAO produite par les spermatozoi'des due essentielle- 
ment h la presence d'excSs cytoplasmiques reli6s h un 
dEfaut de maturation [43, 57]. Des travaux plus rEcents ont 
corroborE ces rEsultats [28, 31, 33]. Aitken et  al. sugg~rent 
que la production excessive de DAO par les spermatozo'/- 
des avec exc~s cytoplasmique est induite par une enzyme 
cytoplasmique la glucose-6-phosphate dEshydrogEnase [1]. 
Les spermatozoides immatures ont la capacit6 de produire 
des niveaux 61evEs de DAO en rEponse h une stimulation 
par un phorbol  12-myristate 13-acEtate (PMA) [50]. 
Cependant, et comme en tEmoignent plusieurs 6redes, les 
PNN activEs reprEsentent la source majeure de DAO dans 
le sperme [3, 64, 721. 

3. R61e des polynuciEaires neutrophiles dans le stress 
oxydant 

Les PNN sont presents dans Ie tractus genital ingle et sont 
retrouvEs dans quasiment tousles Echantillons de sperme 
humain [68]. Cependant la signification clinique d'une 
infiltration importante de polynuclEaires neutrophiles 
reprEsente encore un sujet de controverse [66, 73]. L'ab- 
sence de signification physiopathologique de la leucosper- 
mie (concentration de PNN > lxl06/ml; [74]) darts certai- 
nes Etudes est probablement le reflet des propriEtEs anti- 
oxydantes du plasma seminal clui assure une protection 
vis-h-vis d'un stress oxydant induit par les DAO produits 
par les leucocytes [11, 67]. Dans une Etude rEcente, Saleh 
et al. [64] ont suggErE que les PNN stimulent ou induisent 
la production de quantitEs ElevEes de DAO par les sperma- 
tozoi"des eux mOmes : les spermatozoYdes des hommes 
infertiles ayant une leucospermie avaient un niveau de pro- 
duction spontanEe et induite de DAO par le PMA significa- 
tivement plus 61eve que celui trouvE chez des hommes 
infertiles ou fertiles n'ayant pas de leucospermie. L'incu- 
bation des spermatozoYdes obtenus h partir de spermes non 
leucospermiques avec des leucocytes sanguins induit une 
production ElevEe de DAO par les spermatozoides ~ I'dtat 
natif ou apr~s stimulation par le PMA [64]. 

IV. M O D U L A T I O N  D E  L A  C O M P O S I T I O N  

LIPIDIQUE DES SPERMATOZOIDES ET 
P H E N O M E N E S  O X Y D A T I F S  A U  C O U R S  DE 

L E U R  M I G R A T I O N  D A N S  L E  T R A C T U S  

G E N I T A L  F E M I N I N  

L'interaction entre les spermatozoi'des et les fluides du 
tractus genital fEminin (TGF) est une 6tape nEcessaire pour 
l 'expression du pouvoir fdcondant des spermatozoi"des 
[48]. Dans ce domaine, la plupart des donn6es ont 6t6 
acquises chez l'animal car l'6tude de ce processus in vivo 

chez l'homme prEsente des difficultEs majeures techniques 
et 6thiques. Chez l 'bomme, les consequences de cette 
interaction sur la structure et la fonction des spermatozo'f- 
des on 6t6 6tudiEes in v i t ro  et de mani~re indirecte et 
sEquentielle en utilisant chacun des fluides g~nitaux du 
TGF ou en recourant ~t des milieux synthEtiques de compo- 
sition molEculaire proche de celle des secretions du TGF 
[20, 34, 41]. 

Les modifications du contenu lipidique et de la dynamique 
membranaire du spermatozoide reprEsentent le premier 
6vSnement inducteur des signaux intracellulaires de la 
capacitation [22, 52]. L'augmentation de la fluiditE mem- 
branaire du sperrnatozoYde au cours de la capacitation des 
spermatozoYdes est la consequence d'une diminution du 
rapport cholestErol/phospholipides suite h u n  efflux de 
cholesterol h partir de la membrane plasmique vers une 
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protEine rEceptrice [30, 42, 55]. L'albumine est un accep- 
teur du cholesterol qui induit la capacitation in vitro [32]. 

Les modifications de la dynamique membranaire semblent 
agir directement ou indirectement sur les protEines mem- 
branaires telles celles constituant les canaux ioniques ou 
les enzymes intervenant dans le dEclenchement des casca- 
des de signalisation intracellulaire [59]. 

I1 est donc trSs probable que la qualitE des microenvironne- 
ments rencontres par les spermatozoYdes dans le TGF soit 
un facteur important influen~ant la dynamique membranai- 
re et l'expression des capacitEs fonctionnelles des sperma- 
tozo'fdes. 

Enfin, il n'existe h notre connaissance aucune donnEe sur 
les dysfonctions spermatiques induites par des anomalies 
de la balance prooxydants/antioxydants dans le TGF lors 
d'une inflammation localisEe, d'une endomEtriose ou d'au- 
tres processus pathologiques. 

V. R E S U M E  D E  N O T R E  E T U D E  

Se basant sur les donnEes de la littErature dEmontrant 

1) le rEle nEfaste d'un stress oxydant sur la composition 
lipidique des spermatozo'fdes et sur les fonctions sperma- 
tiques, et 

2) les modifications physiologiques de ces derniSres dans 
le TGF, l'hypothSse de travail que le statut oxydatif du 
tractus genital fEminin (TGF) constitue un modulateur de 
la structure et des capacitEs fonctionnelles des spermato- 
zofdes peut Ore raisonnablement faite. 

Dans le but d'Etudier cette question et d'explorer parallEle- 
ment les modifications du contenu lipidique des spermato- 
zoYdes humains au cours de leur migration dans le TGF, 
nous avons initiE une recherche sur la premiere 6tape de 
l'interaction des spermatozoades avec les microenvironne- 
ments du TGF, c'est-h-dire l'Etape de migration des sper- 
matozo'ides dans le mucus cervical. Deux objectifs ont EtE 
fixes : d'une part, 6tudier les modifications des caract6ris- 
tiques fonctionnelles des spermatozoYdes humains 6jaculEs, 
de la composition en lipides membranaires et de la produc- 
tion des DAO apr~s migration dans le mucus cervical et, 
d'autre part, comparer les caractEristiques des spermato- 
zoides apr~s migration dans le mucus cervical en fonction 
de la presence ou non de PNN dans ce milieu. 

1. Modifications du contenu lipidique des spermato- 
zo'ides apr~s migration darts le mucus cervical 

a) Matdriel et Mdthodes 

Nous avons utilisE et adaptE la technique dite de <<swim- 
out>> dEcrite par Zhu et al. [78] pour la selection des sper- 
matozo]'des aprEs migration dans le mucus cervical. La 
Figure 1 illustre cette technique et resume les diffErentes 

Etapes du protocole experimental. Des Echantillons de 
spermes de volontaires sains ont EtE recueillis et plusieurs 
pools ont 6t6 constituEs. Par ailleurs, le mucus cervical de 
plusieurs femmes en pEriode ovulatoire et volontaires pour 
participer h cette 6tude a Et6 pr61ev6 et sa qualit6 a 6tE 
apprdciEe de maniEre standardis6e en recourant au score de 
I'OMS [74]. Le contenu en PNN a 6tE mesurE aprEs liquE- 
faction et marquage h la peroxydase. 

Nous avons utilis6 une mEthode originale pour le dosage 
des sous espEces molEculaires de phospholipides, du cho- 
lesterol et de la vitamine E par chromatographic liquide 
haute performance (CLHP) dEcrite par ThErond et al. [65]. 
Les taux de cholesterol, de vitamine E, de plasmalogbne, 
de sphingomyEline et des phospholipides diacyles conte- 
nant des acides gras polyinsaturEs (1-palmitoyl-2-docosa- 
hexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide :16:0/22:6; 1-pal- 
mi toy l -2 -a rach idonoyl - sn-g lycero-3-phosphol ip ide  : 
16:0/20:4 et le 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero- 
3-phospholipide : 18:0/22:6) ont 6t6 dEterminEs sur chaque 
Echantillon de sperme 6tudiE, h l'Etat natif (l'ensemble de 
la population de spermatozo'fdes) et sur la sous-population 
rEcupErEe aprEs migration dans le mucus cervical. Cette 
mEthode a Egalement Et6 utilisEe pour determiner les pro- 
fils lipidiques du mucus cervical, aprSs liquefaction de ce 
dernier, h 1' 6tat natif et aprSs migration des spermatozoYdes 
(Figure 2). 

b) Rdsultats 

Comme attendu, la mobilitE et les caractEristiques de vites- 
se des spermatozoYdes (Tableau 2) Etaient significative- 
ment augmentEes aprSs migration (p<0,005). Nous avons 
dEmontr6 que la composition lipidique des spermatozo'fdes 
baisse significativement apr~s migration dans le mucus 
cervical (Figure 3). L'analyse lipidique des mucus cervi- 
caux avant migration des spermatozo'fdes indiquait que le 
cholesterol bien qu'en faible quantitE, 6tait le composant 
lipidique majeur (Figure 2). Surtout, nous avons dEmontrE 
que les mucus cervicaux s'enrichissent en vitamine E, en 
cholesterol et en phospholipides apr~s migration des sper- 
matozoides (Figure 2). Les modifications du contenu lipi- 
dique des spermatozoides aprSs migration dans le mucus 
cervical semblent ~tre en rapport avec un efflux actif de 
lipides sous l'action des glycoprotEines du mucus cervical. 
Cette hypothEse est soutenue par les modifications conco- 
mitantes du profil lipidique des mucus. Ce phEnom~ne 
reprEsenterait la premiSre Etape du processus de capacita- 
tion. Toutefois, l 'hypoth~se de la selection d 'une  sous 
population des spermatozo'fdes caractErisEs par un contenu 
lipidique bas n'est pas exclue. Dans une Etude rEcente de 
Force et al., la sous population de spermatozoa'des humains 
rEcupErEe aprbs selection par test du swim-up 6tait caractE- 
risEe par un contenu lipidique bas (cholestErol, sphingo- 
myEline, phospholipides) compare h l 'ensemble de la 
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Figure 1 : Protocole exp6rimental. 
O Preparation du pool de spermes (2 ~ 3 ~chantilions de spermes d'hommes volontaires). 
Q D~position du mucus cervical au dessus du pool de spermes. 
�9 l~re incubation (37~ ; 25 min.) ; "swim-in" : les spermatozo'ides migrent dans le mucus cervical. 
O Elimination du sperme. 
�9 Injection puis aspiration avec une pipette pasteur du milieu de Earle (2 fois) autour du mucus cervical pour ~iiminer les spermato- 
zo'ides qui n 'on t  pas p~n~tr~ dans le mucus cervical. 
Q 2~me incubation dans du milieu du Earle (37~ ; 25 min.) ; "swim-out" les spermatozo'ides migrent  du mucus cervical vers le milieu 
de Earle. 
O S~paration du mucus cervical du milieu de Earle contenant les sperm atozo'ides s~lectionn~s. 
O Liquefaction du mucus cervical (brom~line : 5 mg/ml ; 60 rain. ; 37~ et r~cup~ration du surnageant  apr~s centrifugation (10 min. 

1200g). 
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Figure 2 : Analyse par HPLC des lipides membranaires des spermatozo~des humains et des mucus cervicaux. 
A : Profil chromatographique des spermatozoYdes humains ~jacul~s. 
B : Profil chromatographique des spermatozo~des humains apr~s migration dans les mucus ovulatoires. 
C : Profil chromatographique des mucus cervicaux ovulatoires. 
D : Profil chromatographique des mucus cervicaux ovulatoires aprbs migration des spermatozo~les. 
Dans C et D, seuls les surnageants ont ~t~ dos&, les culots cellulaires r~cup~r~s aprbs une forte centrifugation sont ~liminds. 
1 : Irttamine E ; 
2 : Cholest&ol; 
3 : 1-palmitoyl-2.docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide : 16:0/22:6 ; l-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3.phospholipide : 
16:0/20:4; 
4 : Plasmalog~ne ; 
5 : alkyl ~ther; 
6 : Sphingomy~line ; 
7 : 1-stearoyl-2-doeosahexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide : 18:0/22:6. 

3 8 7  . . . .  



25 

15 

5 

n 

15 

12 

6 

3 

0 

PNN- PNN+ PNN- PNN+ 

6,0 l 
 ,4t p<( 05 
42 

2,4 

12 
O.6 
O~ 

PNN- PNN+ 

Figure 3 : Composition lipidique (sphingomydline et plasmalogbnes) et production des dJrivds actifs de l'oxygbne (DAO) aprbs stimulation 
par le phorbo112-myristate 13-acetate (PMA) dans les spermatozo~des aprbs migration dans le mucus cervical contenant ou non des poly- 
nucldaires neutrophiles (PNN). Tousles mucus dtudids dtaient favorables it la migration des spermatozo~des, (score OMS >12). PNN+ : 
P N N  > 10 O00/ml de mucus (n=4). PNN- : PNN < 10 O00/ml de mucus (n=7). 

Tableau 2 : Caractdristiques des spermatozo~des avant et aprbs migration dans le mucus cervical 

Pool de spermes n=8 Spermatozo'ides apr~s migration dans 
le mucus cervical n=12 

Mobilit~ totale (%) 

Mobilit~ Progressive (%) 

Vitalit~ (%) 

Morphologie normale (%) 

55,1 _+ 3,1 (44,-76,0) 

36,1 _+ 3,8 (23,0-58,0) 

74,0 _ 2,1 (65,0-84,0) 

41,4 _+ 2,8 (31,0-51,0) 

76,6 -+ 4,0 (47,0-92,0) a 

54,1 _+ 5,0 (21,0-78,0) a 

82,7 _+ 3,0 (75,0-97,0) a 

50,5 _+ 4,5 (33,0-71,0) b 

a= p < 0,005 ; b= p < O, O1 compar~ aux spermatozoa'des du pool de spermes 

Les mobilit6s ont 6t6 mesur6es par un syst6me automatis6 (CASA). 

La morphologie est appr6ci6e selon la classification de David. 
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popu la t ion  de s p e r m a t o z o ~ d e s  h l ' r t a t  na t i f  [29]. Ces  
auteurs suggrren t  que la populat ion des spermatozoi 'des 
sr lect ionnre par cette technique est fo rmre  de spermato- 
zoides plus ma tu re s  en se basant  sur le fai t  qu ' i l s  sont 
caractrrisrs en plus par une surface cytoplasmique rrduite 
(activit6 crratine kinase faible). 

2. Caract~r is t iques  spermat iques  en fonct ion de ia  

presence  ou  n on  de polynucl~aires  neutrophyles  
(PNN) dans  le m u c u s  c e r v i c a l  ( M C )  

a) Matdr i e l  e t  M 6 t h o d e s  

Tous les  mucus cervicaux utilis6s dans notre 6rude permet- 
taient la migration des spermatozo'ides et avaient des sco- 
res OMS sup6rieurs h 13. Ils 6taient r6partis arbitrairement 
en deux groupes : un premier  groupe avec une concentra- 
tion en PNN >10.000 par millilitre de MC, et un deuxi~me 
groupe avec une concentration en PNN <10.000 par milli- 
litre de MC (limite de d6tection des PNN dans le MC). La 
production radicalaire totale de suspensions de spermato- 
zo'l'des avant et apr~s migration dans les mucus cervicaux, 
a 6t6 6tudi6e par chimiluminescence en utilisant le Lumi- 
nol [74]. 

b) R~sul ta ts  

La quanti t6 des  D A O  produi t s  par  les spermatozoa 'des  
apr~s migration dans le mucus cervical 6tait significative- 
ment  d iminu6e par  rappor t  h cel le enregis t r6e dans les 
spermatozoa'des du pool. Par contre, la mobilit6 et la vitali- 
t6 des spermatozo'fdes n '6taient pas significativement diff6- 
rentes en fonction de la pr6sence ou non de PNN dans le 
mucus. De plus, apr~s migration dans des mucus cervicaux 
contenant des PNN la production des DAO par les sperma- 
tozoi'des apr~s stimulation par le PMA 6tait significative- 
ment augment6e (Figure 2). Ainsi, les PNN des mucus cer- 
vicaux semblent  avoir  un effet inducteur sur la production 
des D A O  par  les spermatozo i 'des .  Cet te  hypo th~se  est  
appuy6e par les r6sultats tr~s r6cents de Salah et al. [59]. 
En effet, dans cette 6tude, la leucospermie 6tait associ6e h 
une capacit6 61ev6e de production de DAO par les sperma- 
tozoides, spontan6ment  ou apr~s stimulation par le PMA. 
L ' i n c u b a t i o n  des  s p e r m a t o z o i d e s  o b t e n u s  h par t i r  de  
spermes  non l eucospe rmiques  avec des leucocytes  san- 
guins induit une product ion 61ev6e de D A O  par les sper- 
matozoa'des, de mani~re spontan6e ou apr~s induction par  
le PMA. Ces ph6nom~nes,  dont le m6canisme est totale- 
ment inconnu, pourraient  impliquer les cytokines lib6r6es 
par  les PNN c o m m e  outi ls  de s ignal isat ions cel lulaires 
ayant comme r6ponse une augmentation de la production 
des DAO [59]. 

Enfin, nous avons d6montr6 que les spermatozoides s61ec- 
tionn6s apr~s migrat ion dans un MC contenant des PNN 
avaient des taux de diacyles, de sphingomy61ine et de plas- 

malogrnes  signif icat ivement plus 61evrs que ceux t rouvrs  
pour les spermatozoides  s61ectionnrs par des mucus  cervi- 
caux sans PNN (Figure 2). Ces phrnom~nes probablement  
complexes  pourraient avoir  un impact direct sur l ' expres-  
sion du potentiel  f rcondant  des spermatozo'/des ou sur la 
qualit6 de l ' embryon ,  ou plus tard au cours du d rve loppe-  
ment embryonnaire.  

V I .  C O N C L U S I O N  

Le mucus cervical ovulatoire est une ~tape d~terminan- 
te au cours de la migration du spermatozo'ide humain 
dans le tractus g~nital  f~minin.  II  joue un r61e certain 
dans la s~lection d'une sous population de spermatozo'i- 
des mobiles et un r61e tr~s probable dans la dynamique 
des lipides membranaires de cette population de sper- 
matozo'ides selon nos r~sultats pr~liminaires. Ce rSle 
semble ~tre modul~ par la qualit~ des mucus et particu- 
ii~rement par ia presence de polynucl~aires neutrophi- 
les. Ces ph~nom~nes probablement tr~s complexes  et 
suscept ib les  d 'avo i r  un impact  sur  l ' expres s ion  d u  
potentiel f~condant sugg~rent l'int~r~t de d~veloppe-  
ments futurs de rapproche  pr~sente ~tudiant exp~r i -  
m e n t a l e m e n t  les spermatozo ides  sous  r a n g l e  de son 
interaction avec les milieux normaux ou pathologiques 
rencontres dans le tractus g~nital f~minin.  
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ABSTRACT 

Human sperm lipid content and susceptibi l i ty to 
reactive oxygen species (ROS) before and after 

migration through human 

cervical mucus 

capacity to fertilise ova during transport in the male 
and female reproductive tracts. The nature and qua- 
lity of the micro-environment of the female repro- 
ductive tract are important factors for sperm selec- 
tion, capacitation and subsequent acrosome reac- 
tion. In vitro experiments using capacitating media 
have shown remodeling of the lipid composit ion of 
the sperm membrane during these steps and the 
same approaches have also shown that a low level 
of ROS was necessary. The oxidative status of the 
female genital tract is therefore certainly of primary 
importance for the physiological maturation of the 
sperm cell. It has been previously reported that an 
inappropriate oxidative balance in the male genital 
tract (ie, an excessive ROS product ion overwhel- 
ming all antioxidant strategies) impairs the structu- 
re and several functions of sperm cells. This pheno- 
menon may arise in the female genital tract, but has 
never been investigated. 

The present paper is a review of the literature on 
these subjects and also reports our results concer- 
ning the changes in semen lipid content during cer- 
vical mucus migrat ion and the effect of cervical 
mucus po lymorphonuclear  (PMN) cells on sperm 
characteristics. 

We showed that the sperm levels of vitamin E, cho- 
lesterol, phospholipids, sphingomyelin and plasma- 
Iogen assessed by HPLC decreased after migration 
through cervical mucus. These modifications were 
observed in parallel with lipid enrichment of the cer- 
vical mucus, suggesting an efflux of cholesterol and 
lipids from sperm cells. The spermatozoa recovered 
postmigration in the cervical mucus were characte- 
rised by low levels of the various lipid classes. 

Spermatozoa that migrated in cervical mucus sam- 
ples with a considerable quantity of polymorphonu- 
clear leukocytes (PMN) also showed signif icant ly 
increased levels of sphingomyelin, diacyl phospho- 
lipids and plasmalogens in comparison to sperma- 
tozoa that migrated in cervical mucus devoid of 
PMN. Finally, we also found that PMA-induced ROS 
production was significantly increased for sperma- 
tozoa treated with cervical mucus containing PMN. 

Nozha CHAKROUN FEKI, Patrice THEROND, 
Pierre JOUANNET,  Jacques AUGER 

Key words: human spermatozoa, lipids, reactive oxy- 
gen species, cervical mucus, polymorphonuclear leuko- 
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Spermatozoa are particularly susceptible to damage 
induced by ROS, especially as their plasma mem- 
brane contains large amounts of polyunsaturated 
fatty acids. Mammalian sperm cel ls develop the 
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