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RESUME

L’intérét porté aux effets physiopathologiques des
dérivés actifs de I'oxygéne (DAO) dans la fertilité
masculine est de plus en plus important. Le sper-
matozoide humain est une cellule trés vulnérable
au stress oxydant compte tenu de sa richesse en
acides gras polyinsaturés. L'importance des dom-
mages oxydatifs dans les spermatozoides dépend
surtout de la capacité des fluides environnants a
arréter la chaine de peroxydation lipidigue mem-
branaire. Les secrétions des tractus génitaux mas-
culins et féminins constituent des microenvironne-
ments qui jouent un réle déterminant dans I'ex-
pression du pouvoir fécondant des spermatozoides
via des échanges avec la membrane plasmique, et
assurent une protection vis-a-vis d’'un stress oxy-
dant en maintenant ’équilibre de la balance pro-
oxydants/antioxydants. Le déséquilibre de cette
balance dans I'épididyme ou dans le sperme éjacu-
lé, induit plusieurs dysfonctions spermatiques. En
revanche, il existe de trées rares données concer-
nant les conséquences d’un stress oxydant au
niveau du tractus génital féminin sur les caractéris-
tiques spermatiques.

Aprés avoir abordé, sous forme d’une revue biblio-
graphique, les modifications de la composition lipi-
dique des spermatozoides au cours de leur matura-
tion et les effets physiopathologiques des DAO sur
les fonctions des spermatozoides humains, nous
rapportons nos résultats concernant les modifica-
tions de la composition lipidique des spermatozoi-
des humains aprés migration dans le mucus cervi-
cal et 'influence de la qualité de ce dernier sur les
caractéristiques des spermatozoides sélectionnés
aprés migration.

Nous avons démontré une baisse des lipides dans
les spermatozoides humains aprés migration dans
le mucus cervical (vitamine E, cholestérol,
phospholipides diacyles, sphingomyéline et plas-
malogénes). Cette baisse, associée a un enrichis-
sement lipidique concomitant des mucus cervi-
caux, est en faveur d’un efflux actif des lipides
membranaires des spermatozoides vers les glyco-
protéines des mucus cervicaux. Par ailleurs,
lorsque les mucus cervicaux contenaient des poly-
nucléaires neutrrophiles (PNN), les taux de
phospholipides et la quantité de DAO produite par
les spermatozoides étaient significativement plus
élevés que lorsque les spermatozoides avaient
migré dans des mucus cervicaux dépourvus de
PNN. L’infiltration des mucus cervicaux par les
PNN joue un réle possiblement délétére sur les
structures et fonctions des spermatozoides et inhi-
berait I'interaction physiologique entre les sperma-
tozoides et le mucus cervical.
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L. INTRODUCTION

Le spermatozoide humain, cellule hautement différenciée,
est caractérisé par un contenu lipidique riche en acides gras
polyinsaturés (AGPI). L’ AGPI le plus abondant est 1’acide
docosahexaénoique (DHA; C22: 6, n-3) représentant envi-
ron 30% de tous les acides gras et 73% des AGPI [46, 54,
61, 76]. Dans le spermatozoide humain, ces acides gras
sont les constituants majoritaires des phospholipides mem-
branaires. Les AGPI représentent des cibles privilégiées
pour les dérivés actifs de 1’oxygene (DAO).

Ainsi, le spermatozoide humain est une cellule trés vulné-
rable a la présence non contrélée de dérivés actifs de
I’oxygene compte tenu de sa richesse en AGPI [12, 47,
77]. Le déséquilibre de la balance prooxydants-antioxy-
dants a des conséquences sur les capacités fonctionnelles
des spermatozoides, essentiellement sur la mobilité, la
réaction acrosomique, la fusion avec la membrane ovocy-
taire et I’intégrité du noyau du spermatozoide [1, 7, 49,
70].

Cependant, au cours des dernieres années il a été montré
que des quantités faibles et contrélées de DAO sont impli-
quées dans I’acquisition du pouvoir fécondant des sperma-
tozoides humains [8, 27]. Les seules études disponibles
chez I’'homme sur la composition lipidique des spermato-
zoides et leur susceptibilité vis-a-vis d’un stress oxydant
ont été faites sur des spermatozoides épididymaires ou éja-
culés [9, 28, 45]. Cependant, le destin physiologique des
spermatozoides ne s’arréte pas a 1’éjaculation. En effet, de
la migration dans le mucus cervical a la fusion avec la
membrane ovocytaire, le spermatozoide doit maintenir un
ensemble de capacités. Les micro-environnements succes-
sifs rencontrés dans le tractus génital femelle (TGF) jouent
un réle déterminant dans 1’expression du pouvoir fécon-
dant des spermatozoides [20, 48, 51, 77]. S’il est établi
qu’un faible niveau de production des DAO par les sper-
matozoides est impliqué dans I’expression de ses capacités
fécondantes, il n’existe par contre que de rares données sur
I’effet potentiel d’un déséquilibre de la balance prooxy-
dants-antioxydants sur les fonctions du spermatozoide
humain au cours de sa migration dans le TGF.

Dans le présent article, nous ferons tout d’abord une revue
bibliographique sur les modifications physiologiques du
contenu lipidique des spermatozoides et leur susceptibilité
au stress oxydant au cours de leur maturation dans les trac-
tus génitaux masculin et féminin. Nous rapporterons brié-
vement ensuite une série de résultats originaux sur les
modifications du contenu lipidique des spermatozoides au
cours de la migration dans le mucus cervical et ’effet d’un
stress oxydant induit par les polynucléaires neutrophiles du
mucus cervical sur les caractéristiques spermatiques.
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II. COMPOSITION LIPIDIQUE DES SPER-
MATOZOIDES HUMAINS EPIDIDYMAIRES
ET EJACULES

Apres un cycle spermatogenétique, les spermatozoides
préts a quitter le testicule paraissent morphologiquement
matures mais ils sont fonctionnellement immatures. En
effet, ils n’ont acquis ni la mobilité ni la capacité de fécon-
der un ovocyte. L’acquisition de la mobilité se fait au
cours du transit dans 1’épididyme [14]. Cependant, les
spermatozoides fraichement éjaculés n’ont pas acquis tout
leur potentiel fécondant qui ne sera atteint qu’aprés une
migration compléte dans le TGF [16, 17, 21, 75].

Les modifications membranaires du spermatozoide au
cours de son transit dans le tractus génital male (TGM) et
le TGF (pour ce dernier point, voir paragraphe III) dépen-
dront essentiellement des échanges avec les différents
milieux : fluide épididymaire, plasma séminal, mucus cer-
vical, fluide tubaire et liquide folliculaire. Au niveau de
I’épididyme, la membrane du spermatozoide testiculaire
subit des réarrangements moléculaires qualitatifs et spa-
tiaux trés importants : modification et perte de composants
préexistants, addition de nouvelles glycoprotéines a partir
des secrétions épididymaires et échanges de composants
lipidiques [13, 40, 69]. Dans les spermatozoides, le conte-
nu en cholestérol et en phospholipides diminue apres le
transit épididymaire [54] ; chez le rat, la baisse en
phospholipides intéressant essentiellement les phosphati-
dyl choline et ethanolamine, est concomitante a un enri-
chissement en plasmalogeénes surtout en plasmenylcholine,
phospholipide majeur de la membrane des spermatozoides
[18].

Concernant les acides gras, les spermatozoides perdent des
acides gras saturés et s’enrichissent en acides gras a lon-
gues chaines et polyinsaturés aprés migration dans 1’épidi-
dyme [19]. L’acide palmitique, lié aux phospholipides est
I’acide gras majeur dans les spermatozoides immatures, le
DHA prédomine dans les spermatozoides matures [60].
Dans le sperme humain éjaculé, et aprés séparation des
fractions cellulaires par gradient de densité de percoll, le
taux de DHA était significativement plus élevé dans la
fraction contenant des cellules germinales que celle conte-
nant les spermatozoides [58].

La composition lipidique du spermatozoide humain éjaculé
est bien documentée [12, 39, 56]. Comparée aux cellules
eucaryotes, la membrane du spermatozoide humain posse-
de trois particularités a signaler :

1) présence d’un taux élevé de plasmalogenes ;

2) taux élevé en acides gras polyinsaturés surtout I’acide
docosahexaénoique ;




Tableau 1 : Composition lipidique des spermatozoides humains.

Alvarez et al. Hamamah et Grizard et al. Ollero et al. Notre étude
1995 al. 1995 2000 2001 nmol/10*
nmol/10°spz  nmol/10’spz  nmol/10® spz nmol/10°spz  spermatozoides
@ 2 @ E)) &)
Cholestérol 1330x142 13016 95+ 11 0,39+0,16 930+45
Phospholipides 1383 22,3225 282 +4 327+237 1260+ 4,5
totaux
CL/PH 0,96 06x0,1 034 - 0,76 0,12
AGS 2209 - - 2.68 -
DHA 108070 - - 0,8+0,.26 -
Plasmalogénes 200+0,2 - - - 193+2,7

CL : Cholestérol ; PH : phospholipides ; AGS : acides gras saturés ; DHA : acide décosahexaénoique

Les dosages étaient faits & partir :

- d'échantillons de spermes d'hommes volontaires dans les études (1), (3) et (4) ;
- d'échantillons de pools de spermes d'hommes volontaires dans I'étude (5) ;
- d'échantillons de spermes d'hommes infertiles normozoospermiques dans 1'étude (2).
Les études (1) et (3) ont utilisé des spermatozoides sélectionnés (culot de gradient de densité).
Les €tudes (2), (4) et (5) ont utilisé les spermatozoides totaux du sperme apres séparation du plasma séminal.

3) un rapport cholestérol/phospholipides bas (Tableau 1).
Ces particularités membranaires induisent une susceptibili-
té élevée a I’effet néfaste des DAOQO (voir plus loin).

III. DERIVES ACTIFS DE I’OXYGENE ET
SPERMATOZOIDE HUMAIN

Le maintien d’un équilibre entre la quantité des DAO pro-
duits et I’efficacité des moyens antioxydants cellulaires et
extracellulaires est nécessaire pour le fonctionnement nor-
mal d’une cellule. Si I’effet néfaste de 1’oxygeéne et de ses
dérivés actifs sur les fonctions cellulaires a été démontré
depuis des dizaines d’années, ce n’est qu’au cours de ces
derni¢res années que leur rdle physiologique dans la signa-
lisation cellulaire a été évoqué.

1. Role physiologique des DAO dans ’acquisition du
pouvoir fécondant des spermatozoides humains

Dans le spermatozoide humain, des quantités faibles et
contrdlées de DAO semblent contrdler 1’acquisition du
pouvoir fécondant [26]. La capacitation du spermatozoide,
étape préalable nécessaire a la fécondation, est définie par
une série de transformations biochimiques et membranai-
res dans le tractus génital féminin [15]. Les mécanismes
moléculaires de ce processus sont complexes et semblent
impliquer un seuil minimum de DAO d’action spécifique
produits par les spermatozoides eux mémes. En effet, dans
des conditions capacitantes, les spermatozoides produisent
de faibles quantités d’anion superoxyde (O5"-) et d’hydro-

peroxyde (H05) [23]. L’ajout de O5°- ou de HpO5 accé-
lere ce processus, la catalase et la superoxyde dismutase,
enzymes qui catalysent la transformation respective de
05°- et HyO5 en HyO, le réduisent [24].

Le mécanisme de production deO,°-par le spermatozoide
humain est controversé. Il dépendrait d’une enzyme mem-
branaire de type NADPH-oxydase [6, 63]. L’inhibition
spécifique de cette enzyme diminue la phosphorylation des
tyrosines au cours de la capacitation et le taux de capacita-
tion des spermatozoides [53].

Le mécanisme d’action des DAO dans le processus de
capacitation n’est pas précisément connu mais des résultats
récents suggerent leur réle dans 1’activation de 1’adényl
cyclase et la tyrosine kinase, au cours de la capacitation [8,
10].

La fixation spécifique du spermatozoide capacité a la zone
pellucide va permettre le déclenchement de la réaction
acrosomique, processus d’exocytose du contenu de 1’acro-
some régulé par des quantités faibles et contrélées de DAO
[26]. Des concentrations faibles d’H,O, favorisent la réac-
tion acrosomique déclenchée in vitro par 1’ionophore cal-
cique A23187 et la pénétration des spermatozoides dans
les ovocytes de Hamster [27]. La catalase inhibe ces phé-
nomenes {27]. Il existe des discordances sur le role réel de
02°' dans la réaction acrosomique [27, 37, 38]. En défini-
tive et quel que soit le type de DAO impliqué, la majorité
des données publiées indiquent 1’existence d’une régula-
tion redox de la capacitation et de la réaction acrosomique
[10, 23].
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2. Susceptibilité des spermatozoides humains vis-a-
vis d’un stress oxydant et effet délétere des DAO

Le déséquilibre de la balance prooxydants/antioxydants
crée un €tat de stress oxydant avec des conséquences nota-
bles sur les lipides membranaires et les autres constituants
protéiques et nucléaires de la cellule [2, 4, 25, 36, 49]. Les
dommages cellulaires sont généralement la conséquence
d’attaque directe des constituants cellulaires par les DAO
ou d’attaque indirecte par les produits réactifs de la per-
oxydation des AGPI de la membrane plasmique [71].

Le contenu important en AGPI de la membrane du sperma-
tozoide augmente sa vulnérabilité vis-a-vis de I’attaque par
les DAO. Les DAO ont généralement une affinité impor-
tante a 1"€lectron libre des doubles liaisons donnant nais-
sance a des especes moléculaires lipidiques instables. Ainsi
se déclenche une chaine de peroxydation lipidique qui se
propage dans la membrane plasmique avec des conséquen-
ces sur sa fluidité et sur les fonctions spermatiques [46].

Les AGPI les plus sensibles aux DAO sont 1’acide arachi-
donique et I’acide docosahexaénoique (DHA) [35}. L’ oxy-
dation du DHA est un facteur majeur de baisse de la mobi-
Lit€ in vitro [12]. Le stress oxydant induit par les polynu-
cléaires neutrophiles (PNN) a des effets néfastes sur les
AGPI, se traduisant par une baisse du pourcentage de
DHA dans les spermatozoides [77]. Les conséquences de
cette baisse en DHA dans la membrane plasmique sont
I’augmentation de la rigidité membranaire, la baisse de la
mobilité des spermatozoides et la baisse de la capacité
fusiogéne avec la membrane ovocytaire [5]. Par ailleurs,
les DAO ont la capacité d’induire une fragmentation de
I’ ADN et des oxydations des bases [44, 57, 62].

L’origine des DAOQO dans le sperme humain est I’objet
d’une controverse. Actuellement il est établi que les sper-
matozoides, les cellules germinales et les cellules phagocy-
taires contribuent toutes a la production des DAO avec des
capacités et des mécanismes de production trés différents
(revus dans [9, 49]). Huszar et al. ont montré une relation
entre la qualité du sperme et I’augmentation de la quantité
de DAO produite par les spermatozoides due essentielle-
ment a la présence d’exces cytoplasmiques reliés a un
défaut de maturation [43, 57]. Des travaux plus récents ont
corroboré ces résultats [28, 31, 33]. Aitken et al. suggérent
que la production excessive de DAO par les spermatozoi-
des avec exces cytoplasmique est induite par une enzyme
cytoplasmique la glucose-6-phosphate déshydrogénase [1].
Les spermatozoides immatures ont la capacité de produire
des niveaux élevés de DAO en réponse & une stimulation
par un phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) [50].
Cependant, et comme en témoignent plusieurs études, les
PNN activés représentent la source majeure de DAO dans
le sperme [3, 64, 72].
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3. Role des polynucléaires neutrophiles dans le stress
oxydant

Les PNN sont présents dans le tractus génital méle et sont
retrouvés dans quasiment tous les échantillons de sperme
humain [68]. Cependant la signification clinique d’une
infiltration importante de polynucléaires neutrophiles
représente encore un sujet de controverse [66, 73]. L'ab-
sence de signification physiopathologique de la leucosper-
mie (concentration de PNN > 1x106/ml; [74]) dans certai-
nes études est probablement le reflet des propriétés anti-
oxydantes du plasma séminal qui assure une protection
vis-a-vis d’un stress oxydant induit par les DAO produits
par les leucocytes [L1, 67]. Dans une étude récente, Saleh
et al. [64] ont suggéré que les PNN stimulent ou induisent
la production de quantités élevées de DAO par les sperma-
tozoides eux mémes : les spermatozoides des hommes
infertiles ayant une leucospermie avaient un niveau de pro-
duction spontanée et induite de DAO par le PMA significa-
tivement plus élevé que celui trouvé chez des hommes
infertiles ou fertiles n’ayant pas de leucospermie. L'incu-
bation des spermatozoides obtenus a partir de spermes non
leucospermiques avec des leucocytes sanguins induit une
production élevée de DAO par les spermatozoides a I’état
natif ou apres stimulation par le PMA [64].

IV. MODULATION DE LA COMPOSITION
LIPIDIQUE DES SPERMATOZOIDES ET
PHENOMENES OXYDATIFS AU COURS DE
LEUR MIGRATION DANS LE TRACTUS
GENITAL FEMININ

L’interaction entre les spermatozoides et les fluides du
tractus génital féminin (TGF) est une étape nécessaire pour
I’expression du pouvoir fécondant des spermatozoides
[48]. Dans ce domaine, la plupart des données ont été
acquises chez I’animal car I’étude de ce processus in vivo
chez I’homme présente des difficultés majeures techniques
et éthiques. Chez 1’homme, les conséquences de cette
interaction sur la structure et la fonction des spermatozoi-
des on été étudiées in vitro et de maniere indirecte et
séquentielle en utilisant chacun des fluides génitaux du
TGF ou en recourant a des milieux synthétiques de compo-
sition moléculaire proche de celle des secrétions du TGF
[20, 34, 41].

Les modifications du contenu lipidique et de la dynamique
membranaire du spermatozoide représentent le premier
événement inducteur des signaux intracellulaires de la
capacitation [22, 52]. ’augmentation de la fluidité mem-
branaire du spermatozoide au cours de la capacitation des
spermatozoides est la conséquence d’une diminution du
rapport cholestérol/phospholipides suite 3 un efflux de
cholestérol a partir de la membrane plasmique vers une




protéine réceptrice [30, 42, 55]. L’albumine est un accep-
teur du cholestérol qui induit la capacitation in vitro [32].

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

I1 est donc tres probable que la qualité des microenvironne-
ments rencontrés par les spermatozotdes dans Ie TGF soit
un facteur important influengant la dynamique membranai-
re et I’expression des capacités fonctionnelles des sperma-
tozoides.

Enfin, il n’existe 4 notre connaissance aucune donnée sur
les dysfonctions spermatiques induites par des anomalies
de la balance prooxydants/antioxydants dans le TGF lors
d’une inflammation localisée, d’une endométriose ou d’au-
tres processus pathologiques.

V. RESUME DE NOTRE ETUDE

Se basant sur les données de la littérature démontrant

1) le role néfaste d’un stress oxydant sur la composition
lipidique des spermatozoides et sur les fonctions sperma-
tiques, et

2) les modifications physiologiques de ces derniéres dans
le TGF, ’hypothese de travail que le statut oxydatif du
tractus génital féminin (TGF) constitue un modulateur de
Ia structure et des capacités fonctionnelles des spermato-
zoides peut étre raisonnablement faite.

Dans le but d’étudier cette question et d’explorer parallele-
ment les modifications du contenu lipidique des spermato-
zoides humains au cours de leur migration dans le TGF,
nous avons initié une recherche sur la premiére étape de
I’interaction des spermatozoides avec les microenvironne-
ments du TGF, c’est-a-dire I’étape de migration des sper-
matozoides dans le mucus cervical. Deux objectifs ont été
fixés : d’une part, étudier les modifications des caractéris-
tiques fonctionnelles des spermatozoides humains éjaculés,
de la composition en lipides membranaires et de la produc-
tion des DAO aprés migration dans le mucus cervical et,
d’autre part, comparer les caractéristiques des spermato-
zoides aprés migration dans le mucus cervical en fonction
de la présence ou non de PNN dans ce milieu.

1. Modifications du contenu lipidique des spermato-
zoides apreés migration dans le mucus cervical

a) Matériel et Méthodes

Nous avons utilisé et adapté la technique dite de «swim-
out» décrite par Zhu et al. [78] pour la sélection des sper-
matozoides apreés migration dans le mucus cervical. La
Figure 1 illustre cette technique et résume les différentes

étapes du protocole expérimental. Des échantillons de
spermes de volontaires sains ont été recueillis et plusieurs
pools ont été constitués. Par ailleurs, le mucus cervical de
plusieurs femmes en période ovulatoire et volontaires pour
participer a cette étude a été prélevé et sa qualité a été
appréciée de maniére standardisée en recourant au score de
I’OMS [74]. Le contenu en PNN a été mesuré apres liqué-
faction et marquage a la peroxydase.

Nous avons utilisé une méthode originale pour le dosage
des sous espéces moléculaires de phospholipides, du cho-
lestérol et de la vitamine E par chromatographie liquide
haute performance (CLHP) décrite par Thérond et al. [65].
Les taux de cholestérol, de vitamine E, de plasmalogene,
de sphingomyéline et des phospholipides diacyles conte-
nant des acides gras polyinsaturés (1-palmitoyl-2-docosa-
hexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide : 16:0/22:6; 1-pal-
mitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phospholipide :
16:0/20:4 et le 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-
3-phospholipide : 18:0/22:6) ont été déterminés sur chaque
échantillon de sperme étudié, a 1’état natif (I’ensemble de
la population de spermatozoides) et sur la sous-population
récupérée aprés migration dans le mucus cervical. Cette
méthode a également été utilisée pour déterminer les pro-
fils lipidiques du mucus cervical, aprés liquéfaction de ce
demier, a 1’état natif et aprés migration des spermatozoides
(Figure 2).

b) Résultats

Comme attendu, la mobilité et les caractéristiques de vites-
se des spermatozoides (Tableau 2) étaient significative-
ment augmentées aprés migration (p<0,005). Nous avons
démontré que la composition lipidique des spermatozoides

-baisse significativement apreés migration dans le mucus

cervical (Figure 3). L’analyse lipidique des mucus cervi-
caux avant migration des spermatozoides indiquait que le
cholestérol bien qu’en faible quantité, était le composant
lipidique majeur (Figure 2). Surtout, nous avons démontré
que les mucus cervicaux s’enrichissent en vitamine E, en
cholestérol et en phospholipides aprés migration des sper-
matozoides (Figure 2). Les modifications du contenu lipi-
dique des spermatozoides aprés migration dans le mucus
cervical semblent étre en rapport avec un efflux actif de
lipides sous 1’action des glycoprotéines du mucus cervical.
Cette hypothése est soutenue par les modifications conco-
mitantes du profil lipidique des mucus. Ce phénomeéne
représenterait la premiere étape du processus de capacita-
tion. Toutefois, I’hypothese de la sélection d’une sous
population des spermatozoides caractérisés par un contenu
lipidique bas n’est pas exclue. Dans une étude récente de
Force et al., 1a sous population de spermatozoides humains
récupérée apres sélection par test du swim-up était caracté-
risée par un contenu lipidique bas (cholestérol, sphingo-
myéline, phospholipides) comparé a I’ensemble de la
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Figure 1 : Protocole expérimental.

© Préparation du pool de spermes (2 a 3 échantillons de spermes d’hommes volontaires).

O Déposition du mucus cervical au dessus du pool de spermes.

® 1ére incubation (37°C ; 25 min.) ; “swim-in” : les spermatozoides migrent dans le mucus cervical.
@ Elimination du sperme.

O Injection puis aspiration avec une pipette pasteur du milieu de Earle (2 fois) autour du mucus cervical pour éliminer les spermato-

zoides qui n’ont pas pénétré dans le mucus cervical.

@ 2éme incubation dans du milieu du Earle (37°C ; 25 min.) ; “swim-out” les spermatozoides migrent du mucus cervical vers le milieu

de Earle.
@ Séparation du mucus cervical du milieu de Earle contenant les spermatozoides sélectionnés.

©® Liquéfaction du mucus cervical (broméline : 5 mg/ml ; 60 min. ; 37°C) et récupération du surnageant apres centrifugation (10 min.

2 1200g).
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Figure 2 : Analyse par HPLC des lipides membranaires des spermatozoides humains et des mucus cervicaux.
A Profil chromatographigue des spermatozoides humains éjaculés.
B : Profil chromatographique des spermatozovdes humains aprés migration dans les mucus ovulatoires.
C : Profii chromatographigue des mucus cervicaux ovulatoires.
D : Profil chromatographique des mucus cervicaux ovulatoires aprés migration des spermatozoides.
Dans C et D, seuls les surnageants ont été dosés, les culots cellulaires récupérés aprés une forte centrifugation sont éliminés.
1: Vitamine E ;
2: Cholestérol ;
3: Il-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide : 16:0/22:6 ; 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phospholipide :
16:0720:4 ;
:  Plasmalogéne ;
alkyl éther ;
Sphingomyéline ;
1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phospholipide : 18:0/22:5.

N R

387




ine
(nmol10 Bepz)
G B 5w

> o 8

PNN-

ﬁg 3,41
g

p<001

PNN+

A
5] p<005
42

& 36

0
181

PNN-

(nmoi10 Bsp)

=

PNN+

Figure 3 : Composition lipidique (sphingomyéline et plasmalogenes) et production des dérivés actifs de oxygéne (DAO) apres stimulation
par le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) dans les spermatozoides aprés migration dans le mucus cervical contenant ou non des poly-
nucléaires neutrophiles (PNN). Tous les mucus étudiés étaient favorables & la migration des spermatozoides, (score OMS >12). PNN+ :

PNN > 10 000/ml de mucus (n=4). PNN- : PNN < 10 000/ml de mucus (n=7).
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Tableau 2 : Caractéristiques des spermatozoides avant et aprés migration dans le mucus cervical.

Pool de spermes n=8

Spermatozoides aprés migration dans

le mucus cervical n=12

Mobilité totale (%)
Mobilité Progressive (%)
Vitalité (%)

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) 2
54,1 +5,0 (21,0-78,0) 2
82,7 +3,0 (75,0-97,0) 3

50,5 + 4,5 (33,0-71,0) P

a=p < 0,005 ; b= p < 0, 01 comparé aux spermatozoides du pool de spermes

Les mobilités ont été mesurées par un systéme automatisé (CASA).

La morphologie est appréciée selon la classification de David.
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population de spermatozoides a 1’état natif [29}. Ces
auteurs suggerent que la population des spermatozoides
sélectionnée par cette technique est formée de spermato-
zoides plus matures en se basant sur le fait qu’ils sont
caractérisés en plus par une surface cytoplasmique réduite
(activité créatine kinase faible).

2, Caractéristiques spermatiques en fonction de la
présence ou non de polynucléaires neutrophyles
(PNN) dans le mucus cervical (MC)

a) Matériel et Méthodes

Tous les mucus cervicaux utilisés dans notre étude permet-
taient la migration des spermatozoides et avaient des sco-
res OMS supérieurs a 13. IIs étaient répartis arbitrairement
en deux groupes : un premier groupe avec une concentra-
tion en PNN >10.000 par millilitre de MC, et un deuxi¢éme
groupe avec une concentration en PNN <10.000 par milli-
litre de MC (limite de détection des PNN dans le MC). La
production radicalaire totale de suspensions de spermato-
zoides avant et apres migration dans les mucus cervicaux,
a été étudiée par chimiluminescence en utilisant le Lumi-
nol [74].

b) Résultats

La quantité des DAO produits par les spermatozoides
apres migration dans le mucus cervical était significative-
ment diminuée par rapport a celle enregistrée dans les
spermatozoides du pool. Par contre, la mobilité et la vitali-
té des spermatozoides n’étaient pas significativement diffé-
rentes en fonction de la présence ou non de PNN dans le
mucus. De plus, aprés migration dans des mucus cervicaux
contenant des PNN la production des DAO par les sperma-
tozoides aprés stimulation par le PMA était significative-
ment augmentée (Figure 2). Ainsi, les PNN des mucus cer-
vicaux semblent avoir un effet inducteur sur la production
des DAO par les spermatozoides. Cette hypothese est
appuyée par les résultats trés récents de Salah et al. [59].
En effet, dans cette étude, la leucospermie était associée a
une capacité élevée de production de DAO par les sperma-
tozoides, spontanément ou aprés stimulation par le PMA.
L’incubation des spermatozoides obtenus a partir de
spermes non leucospermiques avec des leucocytes san-
guins induit une production élevée de DAO par les sper-
matozoides, de maniere spontanée ou apres induction par
le PMA. Ces phénomeénes, dont le mécanisme est totale-
ment inconnu, pourraient impliquer les cytokines libérées
par les PNN comme outils de signalisations cellulaires
ayant comme réponse une augmentation de la production
des DAO [59].

Enfin, nous avons démontré que les spermatozoides sélec-
tionnés apres migration dans un MC contenant des PNN
avaient des taux de diacyles, de sphingomyéline et de plas-

malogenes significativement plus élevés que ceux trouvés
pour les spermatozoides sélectionnés par des mucus cervi-
caux sans PNN (Figure 2). Ces phénoménes probablement
complexes pourraient avoir un impact direct sur 1’expres-
sion du potentiel fécondant des spermatozoides ou sur la
qualité de I’embryon, ou plus tard au cours du développe-
ment embryonnaire.

VI. CONCLUSION

Le mucus cervical ovulatoire est une étape déterminan-
te au cours de la migration du spermatozoide humain
dans le tractus génital féminin. Il joue un réle certain
dans la sélection d’une sous population de spermatozoi-
des mobiles et un réle trés probable dans la dynamique
des lipides membranaires de cette population de sper-
matozoides selon nos résultats préliminaires. Ce réle
semble étre modulé par la qualité des mucus et particu-
lierement par la présence de polynucléaires neutrophi-
les. Ces phénomeénes probablement trés complexes et
susceptibles d’avoir un impact sur I’expression du
potentiel fécondant suggeérent 1’intérét de développe-
ments futurs de ’approche présente étudiant expéri-
mentalement les spermatozoides sous ’angle de son
interaction avec les milieux normaux ou pathologiques
rencontrés dans le tractus génital féminin.
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ABSTRACT

Human sperm lipid content and susceptibility to
reactive oxygen species (ROS) before and after
migration through human

cervical mucus

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

Spermatozoa are particularly susceptible to damage
induced by ROS, especially as their plasma mem-
brane contains large amounts of polyunsaturated
fatty acids. Mammalian sperm cells develop the
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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 composition 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 production 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 migration and the effect of cervical
mucus polymorphonuclear (PMN) cells on sperm
characteristics.

We showed that the sperm levels of vitamin E, cho-
lesterol, phospholipids, sphingomyelin and plasma-
logen 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 significantly
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.

Key words: human spermatozoa, lipids, reactive oxy-
gen species, cervical mucus, polymorphonuclear leuko-
cytes
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