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Deérivés actifs de I'oxygéne
et fonctions
du spermatozoide

Les dérivés actifs de I’oxygéne ont des effets mixtes sur
les spermatozoides humains. Le peroxyde d’hydrogeéne
provoque un arreét total de mobilité dit a un épuisement
de PATP intracellulaire et a une diminution de phospho-
rylation des protéines axonémales. En revanche, I’anion
superoxyde semble nécessaire a la série de transforma-
tions, nommée capacitation, que les spermatozoides doi-
vent subir avant de pouvoir féconder ’ovocyte. La nature
du dérivé actif de I'oxygene en jeu ainsi que sa concen-
tration et le moment du contact avec les spermatozoides
sont donc importants pour expliquer les effets observés.

ous les organismes qui vi-
vent dans des conditions aé-
robies font face au para-
doxe de l'oxygene: ils ont
besoin d’oxygéne pour
vivre, mais celui-ci peut leur étre né-
faste ou méme mortel s’il est en
quantité excessive ou est inadéquate-
ment métabolisé. Dans cet article,
nous introduirons d’abord quelques
notions de base concernant les déri-
vés actifs de I'oxygene (DAO) les
plus fréquemment rencontrés ; par la
suite, nous présenterons les résultats
et les concepts les plus récents sur les
effets des DAO sur les fonctions des
spermatozoides.
La réduction compléte et séquentiel-
le de I'oxygeéne (O,) pour en arriver
a l'eau requiert quatre électrons et
implique la formation de DAO (figure
I). La réduction univalente de I'oxy-
géne produit I'anion superoxyde
(O3 qui, par dismutation spontanée
ou enzymatique, engendre le peroxy-
de d’hydrogéne (H,0,)[1]. Malgré
son faible pouvoir oxydant et sa cour-
te durée de vie (< 103 s) qui le ren-

dent relativement peu toxique [1],
O; peut néanmoins inactiver cer-
taines macromolécules comme les
RNases et la glycéraldehyde-3-phos-
phate déshydrogénase [2]. La stabili-
té et le fort pouvoir oxydatif du H,O,
rendent ce DAO plus toxique que O}
[1]. L’extréme réactivité du radical
hydroxyle (¢OH), produit lors de la
réduction du H,O, par des ions fer-
reux (Fe*?) (réaction de Fenton) ou
par la réaction H,0, + Oj en présen-
ce d’ions ferriques (Fe*) (réaction
d’Haber-Weiss) [1], est contrebalan-
cée par sa trés courte durée de vie
(10% s). Les DAO sont produits par
plusieurs processus cellulaires, dont
les chaines mitochondriales et micro-
somiales de transport d’électrons, la
NADPH oxydase des membranes
plasmatiques de plusieurs types cellu-
laires, certaines réactions métabo-
liques, etc. [1].

Tous les constituants cellulaires sont
des cibles potentielles pour les DAO.
L’étendue des modifications oxyda-
tives causées aux protéines, lipides,
acides nucléiques et hydrates de car-
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bone dépend de la quantité et de la
nature des DAO présents [1, 3]. Les
organismes aérobies ont développé
une impressionnante panoplie de
mécanismes pour se protéger des ef-
fets toxiques des DAO. En premieére
ligne, les petites molécules comme la
vitamine C, l'urate, les substances
porteuses de groupes sulfhydryles et
les enzymes solubles comme la super-
oxyde dismutase (SOD), la catalase et
la glutathion peroxydase piégent les
DAO avant qu’ils ne puissent inter-
agir avec leurs cibles cellulaires [1,
3]. D’autres petites molécules com-
me l'a-tocophérol et la B-caroténe et
des enzymes comme la phospholipi-
de hydroperoxyde glutathion peroxy-
dase préviennent ou limitent les
dommages secondaires en mettant
un terme a la propagation des DAO
et de leurs effets. De plus, on recon-
nait maintenant que les cellules pos-
sédent des mécanismes de réparation
permettant de régénérer les compo-
sants endommagés par les DAO [1,
3].

Les preuves que les DAO jouent un
role physiologique dans une variété
de processus cellulaires sont ré-
centes. Par exemple, les DAO sem-
blent essentiels a la différenciation
cellulaire lors du développement [4].
Un systéme générateur de HyO, mo-
dule I'iodation des protéines et I'acti-
vité du cycle des phosphates de pen-
tose dans la thyroide du chien [5].

H202
O, —» Oy —» °OH
Fe3+
Spontanée
ou SOD
CAT Fe2t
H20 T H202 — °OH

Figure 1. Production des dérivés ac-
tifs de I'oxygéne. La réduction univa-
lente de [I'oxygene (O,) produit
I'anion superoxyde (03 qui, par dis-
mutation spontanée ou enzymatique
(SOD = superoxyde dismutase), en-
gendre le peroxyde d’hydrogéne
(H,0,). Le radical hydroxyle (OH) est
produit lors de la réduction du H,0,
en présence d’ions ferreux (Fe*?) ou
par la réaction H,0, + O, en présence
d’ions ferriques (Fe*®). La catalase
(CAT) réduit H,0, en H,0.
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Enfin, chez l'oursin de mer, I'ccuf
utilise une réaction oxydative qui re-
quiert du H,O, et la sécrétion d’une
peroxydase pour effectuer le pontage
entre des groupes tyrosyles et former
I'enveloppe de fécondation, préve-
nant ainsi la polyspermie tout en ap-
portant une protection contre les
dangers de I'environnement [6].

Effets toxiques des DAO
sur les spermatozoides

Des contenus élevés en acides gras in-
saturés et relativement faibles en
pieges a DAO rendent les spermato-
zoides spécialement sensibles a I'ac-
tion des oxydants [7, 8]. Le H,O, [9-
18], les peroxydes d’acides gras
provenant de la réaction des DAO
avec les phospholipides des mem-
branes [14], ainsi que leurs produits
de dégradation (hydroxyalkenals,
malonaldehyde, etc.) [8, 15] sont
aussi toxiques pour les spermato-
zoides. Le niveau de peroxydation
des lipides et les dommages cellu-
laires qui en résultent dépendent
non seulement de la nature et de la
quantité des DAO présents, mais aus-
si de facteurs extracellulaires comme
la composition ionique du milieu
d’incubation, la température et les
concentrations d’oxygéne, de pro-
téines ou de piéges a DAO (dans ce
milieu par exemple, la taurine et
I’hypotaurine) [16].

La génération excessive de DAO par
les spermatozoides ou par d’autres
composants cellulaires du sperme,
pourrait diminuer la fertilité chez
I’homme [17, 18]. Une étude récen-
te montre que 25 % des échantillons
de sperme de patients infertiles pro-
duisent des DAO alors que les échan-
tillons de sperme d’hommes nor-
maux n’en produisent pas [18]. On
note également des relations inverses
entre le niveau de formation de DAO
dans le sperme et le pourcentage de
spermatozoides mobiles [18], les ré-
sultats du test de fusion spermato-
zoides/ovocyte et la fertilité in vivo
[17]. Les neutrophiles ainsi que
les spermatozoides endommagés ou
méme morphologiquement normaux
(mais immobiles ou de biochimie
anormale) sont a I'origine des DAO
mesurés dans le sperme [18].

Les spermatozoides des patients asthé-
nozoospermiques produisent presque
deux fois plus de malonaldéhyde (un

sous-produit de la peroxydation des
lipides) que ceux des hommes fer-
tiles [14]. On observe une corréla-
tion inverse entre la formation de
malonaldéhyde et le pourcentage de
spermatozoides mobiles et une corré-
lation positive entre la formation de
malonaldéhyde et la présence de cel-
lules morphologiquement anormales
[19].

On ne connait pas, actuellement,
I'origine de la production accrue de
DAO dans les spermatozoides des pa-
tients infertiles, mais elle pourrait
provenir de la diaphorase mitochon-
driale (une oxydoréductase dépen-
dante du NADH) [20] ou encore
d’une hypothétique NADPH oxydase
située dans la membrane plasma-
tique des spermatozoides [21].

Pour se protéger des DAO, les sper-
matozoides peuvent compter sur plu-
sieurs mécanismes de défense intra-
et extracellulaires. Le sperme con-
tient des enzymes telles que la SOD
[8, 22], la catalase [23] et le sys-
teme glutathion peroxydase/réducta-
se [10], mais aussi d’autres sub-
stances qui peuvent piéger les DAO
comme I’albumine [16], le pyruvate
[12], 1a taurine et ’hypotaurine [16],
la vitamine C [24], etc. La corréla-
tion directe qui existe entre la durée
de mobilité des spermatozoides dans
le sperme et le niveau de SOD de ces
spermatozoides confirme I'importan-
ce de ces pieges a DAO [8]. De plus,
les niveaux élevés de production de
DAO que I'on mesure dans le sperme
des patients infertiles ne semblent
pas dus a une diminution de la capa-
cité de piéger les DAO, mais plutét a
une production accrue de DAO par
les cellules du sperme [25].

Les globules blancs, et surtout les
neutrophiles, présents dans le sper-
me peuvent aussi produire des quan-
tités importantes de DAO [26, 27] et
donc étre potentiellement dange-
reux pour les spermatozoides. Dans
un mélange de neutrophiles activés
et de spermatozoides purifiés par
centrifugation sur un gradient de
Percoll, on note une baisse de mobi-
lité des spermatozoides qui dépend
de la durée d’incubation et de la
concentration de neutrophiles [27].
L’ajout de catalase et de diméthylsul-
foxyde (DMSO) au milieu d’incuba-
tion contrecarre totalement les effets
néfastes des neutrophiles sur la mobi-

lité des spermatozoides [27]. Le plas- s
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ma séminal peut aussi protéger les
spermatozoides des effets toxiques
des neutrophiles mais cette protec-
tion varie énormément selon I’échan-
tillon de plasma séminal utilisé [27].
On peut donc supposer que la pré-
sence de neutrophiles dans le syste-
me reproducteur male (lors des in-
fections ou de réactions inflam-
matoires) pourrait causer une dimi-
nution de fertilité.

On a d’abord tenté d’expliquer la
baisse des fonctions cellulaires des
spermatozoides due aux DAO par la
peroxydation des lipides [14]. Celle-
ci, de méme que la formation impor-
tante de malonaldéhyde qui en résul-
te, se produit cependant lorsque les
spermatozoides sont incubés dans
des conditions non physiologiques
qui entrainent une perte irréversible
de mobilité ainsi qu’une perte de via-
bilité [8, 10].

A concentrations faibles, les DAO
agissent au niveau de 'axonéme des
spermatozoides sans affecter la viabi-
lit¢ de ceux-ci [11, 12]. L’ajout de
xanthine et de xanthine oxydase (X
+ XO, pour produire de I'0Oj qui se
dismute spontanément en H,O,), a
des spermatozoides mobiles diminue
leur mobilité, mais seulement 3 a 4
heures aprés le début du traitement,
alors que les DAO sont produits puis
détruits durant la premiére heure
[11, 12]. Bien que le traitement avec
X + XO n’affecte pas le pourcentage
de spermatozoides mobiles pendant
2 a 3 heures, il provoque, peu de
temps apres le début de I'incubation,
une baisse progressive de la fréquen-
ce de battement flagellaire [11]. Cel-
le-ci s’accompagne d’une baisse en-
core plus rapide du niveau d’ATP
intracellulaire [11, 12]. Ces observa-
tions, ainsi que d’autres [11, 12], sug-
gerent que la baisse d’ATP intracellu-
laire est une des premiéres modi-
fications importantes qui déclenche
une cascade d’événements condui-
sant a I'immobilisation des spermato-
zoides [12]. Une des étapes impor-
tantes de cette séquence d’événe-
ments semble étre la baisse de phos-
phorylation des protéines axoné-
males [12] (figure 2). Les faibles ni-
veaux d’ATP des spermatozoides
traités avec des DAO ne suffiraient
pas au maintien d’un niveau adéquat
de phosphorylation des protéines
axonémales [12]. A concentrations
beaucoup plus élevées, les DAO en-
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gendrés par X + XO provoquent une
chute importante de tous les para-
metres de mouvement des spermato-
zoides et une production significative
de malonaldéhyde [13].

De facon surprenante, dans 50 % des
cas, la mobilité des spermatozoides
immobilisés par de faibles quantités
de DAO reprend spontanément 6 a
24 heures aprés le début du traite-
ment, ce qui suggére que les sperma-
tozoides humains possédent des mé-
canismes cong¢us pour réparer les
effets des DAO [11]. De plus, le fait
que la catalase mais non le DMSO ou
la SOD (qui piégent respectivement
le radical hydroxyle et O3), prévienne

la baisse du pourcentage de sperma-
tozoides mobiles indique que H,O,
est le DAO toxique pour les sperma-
tozoides humains [11].

Effets bénéfiques
des DAO
sur les spermatozoides

Les spermatozoides de mammifeéres
doivent mener a bien une série de
transformations métaboliques et
membranaires, globalement nom-
mée capacitation, dans le tractus gé-
nital femelle pour que la fécondation
soit possible [28]. Ces changements
s’associent temporellement a ’acqui-

DAO  ATP ¢ Temps ATP #

p P Hz § P Hz % I p p

P p

Al Ve B Jom D {om
+AMPc

P — > )p
Y P +Protéine kinase A P

p c p

Figure 2. Effets des dérivés actifs de I'oxygene (DAO) sur les flagelles des
spermatozoides. La portion supérieure de la figure présente les événements
qui se produisent dans les spermatozoides entiers (en gris) traités ou non
avec des DAO alors que la portion inférieure de la figure présente les résul-
tats des tests de démembranation-réactivation (Dem-react) faits sur ces
mémes spermatozoides (en noir). A. Le mouvement des spermatozoides mo-
biles, non traités et dilués dans un milieu contenant du Triton X-100 (étape
de démembranation, Dem) s‘arréte immédiatement mais reprend en
quelques secondes lors de I'addition de Mg.ATP (étape de réactivation,
react). Ce modéle permet d‘étudier les mécanismes de contréle du mouve-
ment des spermatozoides ainsi que le mode d’action de diverses substances
ou traitements qui affectent la mobilité des spermatozoides en évitant le pro-
bleme de perméabilité de la membrane plasmique puisque celle-ci est enle-
vée par le détergent. B. Les spermatozoides traités par des DAO (qui ont eu
un épuisement de leur ATP intracellulaire et une chute de fréequence (Hz) de
battement flagellaire jusqu’a arrét complet de la mobilité) ne peuvent réacti-
ver le mouvement aprés démembranation dans un milieu contenant
Mg.ATP. Il y a donc eu des modifications, au niveau de I'axonéme des sper-
matozoides, causées par le traitement par des DAO (diminution de la phos-
phorylation p). C. Les spermatozoides immobilisés par le traitement avec des
DAO peuvent réactiver le mouvement aprés démembranation si le milieu
contient du Mg.ATP, de I’AMPc et de la protéine kinase A. Cette reprise de
mouvement se produit aprés un délai pendant lequel se refait la phosphory-
lation axonémale associée au mouvement flagellaire. D. Les spermatozoides
intacts, qui ont de nouveau une concentration intracellulaire d’ATP compa-
tible avec l'existence du mouvement, réinitient spontanément leur mobilité
quelques heures aprés immobilisation par les DAO et ont une démembrana-
tion-réactivation normale.
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sition d’un type de mobilité trés vi-
goureuse et peu progressive, I’hyper-
activation (HA) [28]. Dans les quel-
ques minutes qui suivent I’addition
de X + XO, avant que leur fréquence
de battement ne soit diminuée, les
spermatozoides ont un mouvement
trés vigoureux. L’ajout de catalase
(pour détruire le H,O, toxique) a ce
milieu permet d’identifier cette mo-
bilité vigoureuse au mouvement hy-
peractivé [28]. La combinaison X +
XO + catalase (CAT) provoque une
augmentation progressive de I’hyper-
activation (HA) des spermatozoides,
le maximum étant atteint 1 a 3
heures plus tard [28]. De plus, la pré-
sence de SOD empéche I'augmenta-
tion d’HA induite par X + XO + CAT
[28]. Ces résultats suggerent que O3,
produit par la réaction X + XO, dé-
clenche T’HA des spermatozoides
[28] et cela malgré sa courte durée
de vie (celle-ci est de 1 ms alors
qu’elle chute a 1 ns en présence de
SOD [1]).

La forte augmentation d’HA due a X
+ XO + CAT est trés importante au
point de vue physiologique car elle
s’accompagne d’une augmentation
de la capacitation des spermato-
zoides (X+XO+CAT : 23 + 1% ; mi-
lieu seul : 5 + 1%) [28]. Le besoin
d’O; pour la capacitation des sper-
matozoides humains pourrait étre
spécifique de cette espéce puisque,
chez le hamster, c’est le H,O, engen-
dré par la combinaison glucose + glu-
cose oxydase qui permet ’augmenta-
tion de la capacitation des sperma-
tozoides [29]. Le concept qu’il y ait
un DAO spécifique de la capacitation
des spermatozoides dans chaque es-
péce est intéressant puisque diffé-
rents DAO peuvent agir de facon
semblable sur des molécules ou
groupes fonctionnels (par exemple,
groupes sulfhydryles) et causer des
effets similaires [1].

L’origine de la production d’Oj
(spermatozoide et/ou tractus génital
femelle) reliée a la capacitation n’est
pas encore connue ; on sait, cepen-
dant, que ’'HA et la capacitation des
spermatozoides sont inhibés lorsque
de la SOD est ajoutée au milieu d’in-
cubation qui normalement provoque
I’'HA et la capacitation [30, 31] (mi-
lieu Ham 5F-10 contenant du sérum
de cordon fcetal). Le sérum de cor-
don fcetal ainsi que d’autres fluides
biologiques, le plasma séminal et le
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Figure 3. Corrélation entre la capaci-
tation des spermatozoides obtenue
avec divers fluides biologiques et le
potentiel de ces fluides a piéger
I'anion superoxyde. Les divers
fluides testés sont : plasma séminal
complet (SP), dialysé (SPd), et ultra-
filtrat (SPu); ultrafiltrat de sérum de
cordon feetal (FCSu) et de fluide folli-
culaire (FFu); superoxyde dismutase
(SOD) : 0,01 mg/ml. Le coefficient de
corrélation r est 0,965.

fluide folliculaire, qu’ils soient com-
plets, dialysés (membranes a seuil de
coupure de 12 kDa) ou des ultrafil-
trats (seuil de coupure inférieur a 3
kDa) peuvent tous causer la capacita-
tion, les niveaux les plus élevés étant
toujours obtenus avec les ultrafiltrats
(31, 32]. Encore une fois, la présence
de SOD prévient, dans tous les cas, le
développement de la capacitation
[31, 32]. Les niveaux de capacitation
obtenus avec les divers fluides biolo-
giques complets, ou leurs fractions,
sont tres différents, et il existe une re-
lation linéaire inverse entre la capaci-
tation promue par ces fluides et le
potentiel de ces fluides a piéger Oy
(32] (figure 3). Les fluides biologiques
testés contiennent donc tous des pro-
moteurs de la capacitation des sper-
matozoides, et il est possible que
ceux-ci agissent tous de la méme fa-
con, peut-étre en activant directe-
ment ou indirectement une NAD(P)
H oxydase (ce qui provoquerait la
formation d’O}) au niveau de la
membrane plasmique des spermato-
zoides. Le potentiel d’un fluide a pié-
ger Oj serait donc un des facteurs les
plus importants pour déterminer son
action capacitante [32].

L’'importance de 1'équilibre O3/pié-
ges a O; pour le bon fonctionne-
ment des spermatozoides est éviden-
te aussi chez les patients infertiles
dont les spermogrammes sont « nor-
maux » d’aprés les critéres de 1’Or-
ganisation mondiale de la santé,
mais dans le sperme desquels on re-
trouve des niveaux d’HA spontanée
(16 £ 3 %) bien plus élevés que dans
le sperme des volontaires fertiles
(26 £ 0,3%) [33]. Le potentiel a
piéger Oj du plasma séminal et des
spermatozoides de ces patients est,
respectivement, 37 % et 40 % plus

40 + Capacitation (%)
@ FFu

6 2I0 1 T 1 1
Pieéges a superoxyde (unité)

bas que celui que 'on mesure dans
le plasma séminal et les spermato-
zoides d’hommes fertiles [33]. Cette
HA spontanée dans le sperme affec-
te probablement le transport des
spermatozoides le long du tractus
génital femelle [34] et/ou entraine
une capacitation prématurée, a un
endroit inopportun ; dans les deux
cas, le résultat serait une baisse de
fertilité.

I Conclusion

Les spermatozoides sont trés sen-
sibles aux effets des DAO. Ces effets
dépendent du DAO impliqué, de sa
concentration, ainsi que du moment
et de la durée de I’exposition. Méme
a faibles concentrations, H,O, cause
une perte réversible de mobilité qui
est due surtout a I'épuisement de
I'ATP intracellulaire et a I'insuffisan-
ce de phosphorylation des protéines
axonémales qui en résulte. A forte
concentration, H,O, provoque une
peroxydation des lipides, une perte
permanente de fonctions et méme la
mort cellulaire. Bien que le plasma
séminal ait un potentiel énorme a
piéger les DAO, il ne peut pas tou-
jours apporter une protection effi-
cace aux spermatozoides, surtout
quand les DAO sont produits a I'inté-
rieur des cellules. D’un autre coté,
O3 exerce un role positif sur les sper-
matozoides par son implication dans
la promotion et le développement de
I’'HA et de la capacitation. Les DAO
participent donc a la transformation
du spermatozoide le préparant a as-
sumer son role fondamental, soit ce-
lui de féconder I’ovocyte. Cependant,
cette transformation par les DAO ne
doit se faire ni trop tot ni au mauvais
endroit l
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Summary

Reactive oxygen species and sperm
functions

Reactive oxygen species (ROS)
have detrimental or beneficial ef-
fects on sperm functions depen-
ding on the ROS involved and its
concentration, as well as the mo-
ment and location of sperm expo-
sure. In humans, the higher level
of ROS produced by damaged or
deficient spermatozoa is associated
with a loss of motility and decrea-
sed sperm-oocyte fusion, and can
be a cause for idiopathic infertility.
Treatment of human spermatozoa
with xanthine + xanthine oxidase
(X + XO, formation of the super-
oxide anion which dismutates into
hydrogen peroxide) causes a com-
plete loss of motility that is due
mostly to depletion of intracellular
ATP and a subsequent decreased
protein phosphorylation at the
axonemal level. Hydrogen peroxi-
de appears to be the ROS respon-
sible for the toxic effects observed.
The superoxide anion plays an im-
portant role in the transforma-
tions, termed capacitation, that
ejaculated spermatozoa must un-
dergo before they fertilize oocytes.
The combination X + XO in the
presence of catalase induces hi-
gher levels of capacitation than a
known biological inducer of this
process (fetal cord serum). Super-
oxide dismutase prevents the capa-
citation observed with X + XO +
catalase as well as that observed
with fetal cord serum, seminal plas-
ma, and follicular fluid. Further-
more, the superoxide scavenging
capacity of the biological fluids
mentioned appears to be one of
the determining factors influen-
cing their ability to induce sperm
capacitation.

* GLOSSAIRE *
DAO : dérivés actifs de Uoxygene
H,0, : peroxyde d’hydrogéne
HA : hyperactivation
O; : anion superoxyde
SOD : superoxyde dismutase
X + XO : xanthine + xanthine oxydase
X + XO + CAT : xanthine + xanthine
oxydase + catalase
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