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Le noyau spermatique déverrouillé
par une thiorédoxine ultraspécialisée

Béatrice Horard, Benjamin Loppin

> L’organisation fonctionnelle du
génome repose sur la chromatine, dont
’unité structurale, le nucléosome,
est quasi universelle chez les euca-
ryotes. On trouve comme toujours en
biologie des exceptions remarquables,
telles que les dinoflagellés, organismes
planctoniques unicellulaires, dont les
chromosomes, chez certains groupes,
sont organisés en cristaux liquides et
sont largement dépourvus d’histones.
Chez les métazoaires, c’est le gameéte
male mature qui fait figure d’excep-
tion. Au cours du long processus de dif-

férenciation des spermatides haploides
en spermatozoides, la grande majorité
des histones (voire la quasi-totalité
chez certaines espéces) est en effet
remplacée par de petites protéines
chromosomiques trés basiques (nom-
mées SNBP, pour sperm nuclear basic
proteins). Les SNBP forment un groupe
trés hétérogene de protéines dont les
mieux caractérisées sont les prota-
mines. Ces protéines, trés enrichies en
résidus chargés positivement (arginine
et/ou lysine selon les espéces), neu-
tralisent les charges négatives de ’ADN

Histone H3.3 (Homme/Drosophile)

(136 aa)

MARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPSTGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELL
IRKLPFQRLVREIAQDFKTDLRFQSAATIGALQEASEAYLVGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKD
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Protamine P1 (Homme)
(51 aa)

MARYRCCRSQSRSRYYRQRQRSRRRRRRSCQTRRRAMRCCRPRYRPRCRRH

Protamine-like A (Drosophile)
(146 aa)

MSSNNVNECKSLWNGIISISAKDESPKGLTEMCNHPIRRAPQKCKPMKSC
AKPRRKAACAKATRPKVKCAPRQKCSKQGPVTNNAYLNFVRSFRKKHCNL
KPRELIAKAAKAWARLSENRKDRYRRMACKVTTSERHKRRRICQQY
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et permettent son organisation sous
une forme extrémement compacte, qui
differe radicalement de I’organisation
en nucléosomes [1].

Si la compaction du noyau spermatique
par les protamines contribue certai-
nement aux performances hydrodyna-
miques du gamete et joue vraisembla-
blement un rdle protecteur pour son
ADN, cette organisation chromatinienne
unique n’est pas compatible en I’état
avec 'intégration du génome pater-
nel dans le zygote lors de la féconda-
tion. La formation d’un pro-noyau mdle,
capable notamment de répliquer son
ADN, implique en effet le remplacement
des protéines SNBP par des histones
fournies par le cytoplasme de I’ceuf.
Notre équipe a d’ailleurs montré, en
2005, que cette étape d’assemblage de
novo de la chromatine paternelle mobi-

Figure 1. Distribution des résidus cystéines
dans la séquence de trois protéines de la
chromatine. 'histone H3.3 est 'une des rares
histones a posséder au moins un résidu cys-
téine (surligné en bleu). Les petites protéines
chromosomiques trés basiques (SNBP) de
mammiféres euthériens (protamine P1) et de
drosophile (protamin-like A) sont enrichies
en cystéines. Les résidus basiques (R, K) sont

indiqués en gris.
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Figure 2. La thiorédoxine « deadhead » permet la décondensation du noyau spermatique.
A. Images de microscopie confocale montrant des ceufs de drosophile au stade pro-noyaux
apposés. A gauche, un ceuf sauvage (wild-type) avec les deux pro-noyaux méle et femelle
décondensés. A droite, un ceuf pondu par une femelle deadhead (dhd). Le noyau du sperma-
tozoide ne s’est pas décondensé et ses petites protéines chromosomiques tres basiques SNBP
(en vert) n'ont pas été enlevées. UADN est en rouge. Barre d’échelle : 5 pm. B. Représentation
schématique du mode d’action de la thiorédoxine Deadhead (DHD) & la fécondation. A gauche,
la thiorédoxine DHD (enjuune) réduit les ponts disulfures (-S-S-, en bleu) reliant les protéines
SNBP (en vert) de la chromatine spermatique compacte, conduisant & la libération des résidus
-SH. A droite, cette réduction des ponts disulfures permet I’éviction des protéines SNBP et la
décompaction de I’ADN (trait noir). La réaction d’oxydoréduction entraine la formation d’un
pont disulfure entre les deux résidus cystéines du site catalytique de la thiorédoxine DHD. SNBP :

sperm nuclear basic proteins.

lise spécifiquement
le chaperon d’his-
tones HIRA (histone
cell cycle regulator)
[2] (=»). Dans des
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qui permet I'élimination des protéines
SNBP est beaucoup moins bien compris.
Chez certains groupes d’animaux, comme
par exemple les mammiferes placen-

ceufs de drosophile dépourvus de cha-
peron HIRA, les protéines SNBP sont
éliminées du noyau fécondant mais la
chromatine n’est pas réassemblée, ce
qui empéche la formation du pro-noyau
mdle [3]. On sait maintenant que le
role critique du chaperon HIRA dans
I’assemblage de la chromatine pater-
nelle a la fécondation est conservé chez
les mammiféres ainsi que chez d’autres
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taires, Iexistence d’un réseau tridimen-
sionnel de ponts disulfures reliant les
protamines associées a I’ADN sperma-
tique ajoute une dimension supplémen-
taire au probleme de leur élimination a
la fécondation [1]. Les ponts disulfures
(-S-S-) sont des liaisons covalentes for-
mées par I’oxydation de deux groupe-
ments thiols (-SH) provenant de deux
résidus cystéines proches. La présence

de ces ponts disulfures contribue effi-
cacement au maintien de la chromatine
spermatique dans sa configuration ultra-
compacte. Il est d’ailleurs bien connu que
la décondensation in vitro de ces noyaux
nécessite la présence d’un agent réduc-
teur, comme le dithiothréitol (DTT).

Les résidus cystéines sont générale-
ment trés rares dans les protéines de
la chromatine comme les histones.
U'acquisition au cours de I’évolution de
ces résidus cystéines dans la séquence
protéique des protamines signe la pré-
sence de ponts disulfures dans le noyau
spermatique [4]. Il est intéressant de
souligner que les protéines SNBP prota-
mine-like de drosophile, bien que non
apparentées aux protamines de mam-
miferes, sont également enrichies en
cystéines (Figure 1). Un simple test de
décondensation in vitro en présence de
DTT nous a permis de confirmer que la
chromatine spermatique de drosophile
était effectivement «verrouillée » par
des ponts disulfures, suggérant que ce
processus est beaucoup plus répandu
qu’initialement supposé [5].

€n 1994, une équipe américaine publie
la caractérisation phénotypique d’un
mutant de drosophile appelé deadhead
(dhd). dhd est un mutant a effet mater-
nel : les femelles dhd pondent des ceufs
dont la plupart ne se développent pas
[6]. Larticle mentionne néanmoins
la présence de rares embryons qui se
développent, mais qui meurent en fin
d’embryogenése avec des défauts au
niveau de leur téte. Ce que ces cher-
cheurs ignorent alors, c’est que ce phé-
notype bimodal associé a des défauts
d’involution de la téte est caractéris-
tique des mutants a développement
embryonnaire haploide [7]. Notre propre
caractérisation de ce mutant, une ving-
taine d’années plus tard, confirme en
effet que les embryons issus de meres
dhd sont haploides et sont, plus pré-
cisément, dépourvus de chromosomes
d’origine paternelle. Notre analyse cyto-
logique a également révélé que le noyau
du spermatozoide dans les ceufs dhd ne
montre aucun signe de décondensation



(Figure 2A). Sa morphologie caractéris-
tique en aiguille est intacte et, surtout,
les protéines SNBP sont toujours pré-
sentes [5]. Il est important de préciser
que I’élimination des SNBP est un pro-

o

cessus tres fugace chez la drosophile,
tel point qu’il est presque impossible
observer dans des ceufs sauvages.

Le géne deadhead (dhd) code une thio-
rédoxine spécifiquement exprimée dans
la lignée germinale femelle. Les thioré-

o

doxines sont de petites protéines d’une
centaine d’acides aminés présentes
chez tous les étres vivants. Elles sont
généralement connues pour leur réle
dans la régulation de I"équilibre redox
(oxydo-réduction) de la cellule et ont
justement pour fonction moléculaire
de réduire les ponts disulfures [8]. Si
I’hypothese d’une implication directe
de la thiorédoxine DHD dans la réduc-
tion des ponts disulfures spermatiques
semblait s’imposer, encore fallait-il le
démontrer. Nous avons tout d’abord pu
établir que la protéine DHD s’accumule
spécifiquement dans le cytoplasme des
ceufs avant d’étre rapidement dégra-
dée apres la fécondation. Nous avons
également montré que la thiorédo-
xine DHD (mais pas la thiorédoxine-2
généraliste Trx-2) s’avére tout aussi
capable, in vitro, de décondenser les
noyaux spermatiques qu’un traitement
au DTT. Enfin, grace a I’expression d’un
mutant catalytique de DHD capable
de rester lié de fagon covalente a ses
cibles, nous avons pu démontrer que
cette thiorédoxine était active sur le
noyau spermatique in vivo. Une étude
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complémentaire récente montre que
la thiorédoxine DHD est capable de
réduire in vitro les ponts disulfures
intermoléculaires présents entre les
monomeéres de protamines [9].

Ces travaux élucident donc le méca-
nisme moléculaire par lequel le noyau
spermatique est déverrouillé a la
fécondation chez la drosophile (Figure
2B). Cette étape, absolument cruciale
pour la formation du zygote diploide,
fait donc appel a une activité oxydo-
réductase spécialisée. Les observa-
tions faites en étudiant la drosophile
contrastent singulierement avec celles
faites chez la souris, ou plusieurs tra-
vaux suggerent que la réduction des
ponts disulfures spermatiques s’opere
passivement, par le niveau réducteur
intrinséque de "ovocyte [10]. Ainsi,
c’est le glutathion ovocytaire (un tri-
peptide réducteur) qui serait impliqué
dans ce processus chez les mammi-
feres euthériens, méme si une étude
récente suggere que la question n’est
pas encore tranchée [11].

La transformation nucléaire complexe
que subit le gamete madle a la féconda-
tion est au cceur des techniques d’assis-
tance a la reproduction humaine comme
I’injection intracytoplasmique de sper-
matozoides (ICSI, pour intra-cytoplasmic
sperm injection). Cette technique, en
particulier, a révolutionné la médecine de
la reproduction en quelques décennies,
sans que ne progressent trés significa-
tivement les connaissances fondamen-
tales dans ce domaine. Beaucoup reste a
découvrir sur ces mécanismes dont le bon

> Grdce a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
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déroulement est si précieux pour Iinté-
grité génétique et épigénétique du zygote
et du futur embryon. ¢

Fertilization: the spermatic nucleus
unlocked by an ultra-specialized
thioredoxin
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