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> Les spermatozoides ont besoin de trés hauts
niveaux d’énergie pour assurer leur mobilité
et leur capacité fécondante. Peu d’études
ont analysé le rdle de I’AMPK (5’adenosine
monophosphate-activated protein kinase), une
protéine kinase clé du métabolisme cellulaire,
dans la fonctionnalité des gametes males. Cet
article présente une synthese du rdle connu
de cette kinase sur cet aspect. UAMPK est
impliquée dans la régulation de la qualité des
spermatozoides par son action sur la prolifération
des Elle

controle également directement la qualité des

cellules somatiques testiculaires.

spermatozoides par son implication dans la
régulation de leur mobilité et de leur capacité a
réaliser la réaction acrosomique. Elle participe
a la gestion du stress oxydatif en jouant un role
dans la peroxydation lipidique et le controle
des enzymes antioxydantes des gametes. Ainsi,
’AMPK apparait comme une protéine-clé de
signalisation, alafoispourlescellulessomatiques
testiculaires et pour les spermatozoides, et donc
nécessaire a la fertilité masculine. <

Les spermatozoides sont des cellules spécialisées. Leur
principale fonction est de transporter en toute sécurité
le génome du pere pour qu’il puisse fusionner avec celui
de la mere au cours de la fécondation. Pour y parvenir,
dans les especes a fécondation interne, les spermato-
zoides ont besoin de beaucoup d’énergie pour assurer
leur mobilité tout au long du parcours dans les voies
génitales madles puis femelles, et pour, ensuite, réussir
leur réaction acrosomique’ sur le site de fécondation
et leur pénétration dans I"ovocyte. UAMPK (5°adenosine
monophosphate-activated protein kinase) contrdle
’lhoméostasie énergétique en stimulant les voies pro-

Vignette (Photo © Inserm-Frédérique Koulikoff).

! La réaction acrosomique est I’exocytose du contenu de I’acrosome qui participe &
la lyse de la zone pellucide pour permettre la pénétration du spermatozoide et son
contact avec I'ovocyte.
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ductrices d’ATP et en inhibant les voies qui en consomment [1].
Présente dans différents compartiments subcellulaires des spermato-
zoides [2-4], PAMPK pourrait impacter les fonctions biologiques des
gametes.

Structure et expression de ’AMPK

Parmi les protéines de signalisation ayant un fort impact sur la régula-
tion des fonctions des cellules somatiques et germinales, ’AMPK est un
senseur clé du métabolisme énergétique cellulaire qui participe a de
multiples cascades de kinases. Cette sérine-thréonine protéine kinase
a été conservée tout au long de I’évolution des eucaryotes, de la levure
aux mammiferes [5]. CAMPK est un complexe hétérotrimérique formé
d’une sous-unité catalytique o et de deux sous-unités régulatrices,
B ety [6]. Des génes homologues codant les différentes sous-unités
de PAMPK ont été identifiés chez toutes les especes animales dont le
génome a été séquencé [7]. Les trois sous-unités présentent plusieurs
isoformes (al, a2, B1, B2, y1, ¥2, et ¥3) qui sont codées par sept
génes dont certains subissent des épissages alternatifs, aboutissant
ainsi & une diversité importante d’hétérotrimeres [8]. Les différentes
isoformes permettent la formation de 12 complexes (Boy) différents.
’AMPK participe a la détection et au contrdle de I’équilibre énergé-
tique cellulaire de I’ensemble de I’organisme par sa sensibilité a ’AMP
et a ’ADP. Son activité est régulée allostériquement par la liaison de
’AMP/ADP ou de PATP & la sous-unité régulatrice y [1, 9, 10], par la
phosphorylation de la sous-unité o, sur la thréonine 172, par une AMPK
kinase [11] - dont STK11 (serine/threonine kinase 11) aussi appelée
LKB1 (liver kinase BI) ou CaMKKP (calmodulin-dependent kinase-3) -
et sa déphosphorylation par les phosphatases (protein phosphatase-2
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Figure 1. Régulation et réles de AMPK. 'AMPK est un complexe hétérotrimérique formé
d’une sous-unité catalytique o et de deux sous-unités régulatrices [} et y. UAMPK
phosphorylée au niveau de la thréonine 172 stimule les voies cataboliques, productrices
d’ATP, et inhibe les voies anaboliques, consommatrices d’ATP. UAMPK peut étre activée
par plusieurs facteurs comme les activateurs physiologiques, les modulateurs pharma-
cologiques, ou une autre kinase (dont LKB1, CaMKK et TAK1), et déphosphorylée par les
phosphatases PP2A ou PP2C (figure adaptée de [46]). AMPKK : AMPK kinase ; LKB1 : liver
kinase B1 ; CaMKK : Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase kinase ; TAK1 : TGF-acti-

vated kinase-1; AICAR : acadésine ; PP2 : protein phosphatase 2.

[PP2A ou PP2C]). Uactivation de I’AMPK permet de compenser la perte
d’ATP en stimulant des mécanismes cataboliques et en inhibant des
mécanismes anaboliques (Figure 1). Régulateur majeur de I’énergie
aux niveaux cellulaire, tissulaire et corporel, ’AMPK participe a la
régulation des métabolismes lipidiques, glucidiques et protéiques
de tous les tissus. Au niveau central (hypothalamus), la kinase est
impliquée dans la régulation des dépenses énergétiques et de la prise
alimentaire [12]. Elle a aussi été localisée dans les tissus reproduc-
teurs male et femelle. €n plus de sa sensibilité aux hormones et aux
cytokines, dont certaines impliquées dans la reproduction, ’AMPK
peut moduler la synthése des hormones stéroidiennes gonadiques en
controlant le niveau de cholestérol et I’expression des enzymes de
la stéroidogenese. Au cours des dernieres années, son implication a
été mise en évidence dans la reproduction, chez la femelle [13-17].
La démonstration, plus récente, de la présence d’AMPK au niveau de
la gonade male et des spermatozoides de plusieurs especes a permis
d’aborder son role dans la reproduction chez le mdle [2, 3, 18-23], rdle
que nous allons préciser ci-apres.

Localisation de ’AMPK
dans la gonade mdle et les spermatozoides

LUAMPK a été identifiée pour la premiere fois dans le testicule de
rat [18], plus précisément dans les cellules germinales en cours de
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-¥Synthese des acides gras, cholestérol

spermatogenése, dans les cellules de Leydig?
et dans les cellules de Sertoli®* [19-21]. Dans
les cellules de Sertoli, la voie de signalisation
AMPK/mTOR (mammalian target of rapamycin)
participe a la régulation de I’autophagie et de
I’apoptose induite par des substances toxiques
[24]. Plus récemment, la présence de ’AMPK,
notamment sous sa forme active, phosphorylée
sur la thréonine 172 (phospho-AMPK-Thr172),
a été mise en évidence dans les spermato-
zoides de verrat?, d’étalon, de souris et de coq
[2-4]. Chez le verrat, la forme phospho-AMPK
est principalement localisée dans I’acrosome
et le sous-segment équatorial de la téte ainsi
que dans la piéce intermédiaire du sperma-
tozoide [2]. Chez I’étalon, la phospho-AMPK
est retrouvée au niveau de la piece principale
du flagelle et de la région subéquatoriale de
la téte [3]. Chez le coq, I’AMPK est principa-
lement localisée dans "acrosome, la piéce
intermédiaire et ’ensemble du flagelle, mais
sa forme phosphorylée est surtout présente
dans le flagelle et "acrosome et, avec une
intensité beaucoup plus faible, dans la piece
intermédiaire [4]. Cette localisation au niveau
du flagelle et de "acrosome suggere donc des
roles importants de I’AMPK dans la mobilité et
dans la réaction acrosomique. Néanmoins, les
relations entre les différences de localisation subcel-
lulaire de "AMPK selon les espéeces et les spécificités
biologiques des spermatozoides n’ont pas encore été
définies. A noter qu’en 2013, PAMPK a également été
mise en évidence chez des invertébrés, dans les cel-
lules germinales males et femelles d’huitre ou elle est
impliquée dans le métabolisme du glucose et des acides
gras [25].

Réle de I’AMPK dans la gonade male
et la production spermatique

Chez les mammiferes, le systeme reproducteur male
comprend les testicules et les voies génitales mdles com-
posées de I’épididyme, des canaux déférents et glandes
accessoires, et finalement du pénis. Une coordination
parfaite est nécessaire pour le bon déroulement de la
spermatogenése puis, en post-testiculaire, de la matu-
ration des spermatozoides. Ces étapes sont contrdlées,

? Les cellules de Leydig assurent la biosynthése des stéroides dont la testostérone.

¥ Les cellules de Sertoli produisent ’hormone anti-miillerienne (AMH) qui permet la
régression des canaux de Miller lors du développement embryologique. Elles ont un
role de soutien et de protection.

# Sus scrofa domesticus, cochon domestique.



au niveau central, par le systeme hypothalamo-hypophysaire par
’action des gonadotropines [26]. Les testicules sont tout d’abord
responsables de la production des spermatozoides (spermatogenése)
mais ils sont également le siege de la synthese, stimulée par les gona-
dotropines, des hormones stéroides sexuelles (stéroidogenése) [27,
28] qui contrdlent les caractéres physiologiques et comportementaux
de la reproduction. Plusieurs auteurs ont récemment étudié I"activité
de ’AMPK dans les différents types de cellules testiculaires. Dans les
testicules de rats, I'activité totale de "AMPK repose principalement
sur PAMPKaul [18]. Les spermatides de rongeurs possédent une iso-
forme spécifique de LKB1, ’AMPK kinase impliquée dans "activation de
PAMPK, la LKB1S, illustrant I'importance de cette voie dans la fertilité
masculine. Ainsi, chez les souris dont le géne LKBI a été délété (LKB1
KO [knock-out]), I’absence de la forme courte de la kinase® entraine
une diminution de la spermatogenése avec pour conséquence une
réduction du nombre de spermatozoides matures dans I’épididyme et
une augmentation des spermatozoides morphologiquement anormaux
et non-mobiles [29]. Dans les cellules de Sertoli, qui sont les cellules
nourricieres de la lignée germinale, activation de la voie de ’AMPK
conduit, chez le rat et la souris, @ une production accrue de lactate, en
réponse a une augmentation de I"absorption du glucose et, en consé-

quence, des niveaux de GLUT1 (transporteur 1
(=) Voir la synthese de
L. Tosca et al., m/s n° 3,

mars 2008, page 297

de glucose) et MCT4 (transporteur 4 mono-
carboxylate) [19, 30] (=).

Ces données indiquent ainsi que la voie de
’AMPK est également impliquée dans la modulation de la fonction
nutritionnelle de la lignée germinale.

Réle de ’AMPK dans les fonctions des spermatozoides

Réle de ’AMPK dans la qualité des spermatozoides

L'AMPK est exprimée dans les spermatozoides. Chez le coq, son activa-
tion pharmacologique influence la mobilité et la réaction acrosomique
des spermatozoides ainsi que leur capacité a réussir la fécondation [4,
22]. UAMPK participe également a I’organisation de la membrane plas-
mique des spermatozoides. Son inhibition induit en effet une désor-
ganisation des lipides de la membrane plasmique et une réduction
de la translocation de la phosphatidylsérine vers la surface externe
des spermatozoides [2]. Ces différentes observations ont conduit a
envisager que ’AMPK était impliquée dans les fonctions des sperma-
tozoides de mammiferes a différents niveaux. Tartarin et al. ont étudié
le role de cette kinase sur la fonction reproductrice madle chez des
souris KO pour PAMPKaul [21]. Ces auteurs ont rapporté une réduction
significative de la capacité de ces animaux a féconder en raison d’une
asthénozoospermie (défaut de mobilité) et d’un taux important d’ano-
malies morphologiques (fragilité membranaire de la téte, anomalies
des mitochondries) des spermatozoides. Toutefois, aucune altération
de la morphologie des testicules ou de la production de sperme n’a

¥ Les deux formes de LKB1 ont des séquences C-terminales différentes & I'origine de LKB1L de 50 kDa et de
LKB1S de 48 kDa. LKBIL est exprimée dans la plupart des tissus chez la souris. LKB1S est restreinte avec
une expression prédominante dans les testicules.
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été observée. Des niveaux élevés d’androgenes, avec
une augmentation du cholestérol et de la testostérone
intra-testiculaires, ont également été mesurés chez ces
animaux, avec, en outre, des niveaux d’hormones gona-
dotropes hypophysaires (hormone lutéinisante [LH]
et hormone folliculo-stimulante [FSH]) plus faibles
dans les souris KO, en relation avec 'augmentation des
taux de testostérone. l'absence d’activation de "AMPK
semble donc, en augmentant les niveaux d’androgenes,
affecter la qualité des spermatozoides et leur aptitude
a la fécondation [21].

La localisation de la forme active phospho-AMPK au
niveau du flagelle et/ou de la piece intermédiaire des
spermatozoides chez les espéces ol elle a été recher-
chée (verrat, coq) suggére que I’AMPK agit par phos-
phorylation des substrats protéiques participant au
fonctionnement de I’appareil central de I’axonéme® qui
sont essentiels pour la mobilité flagellaire. Le méca-
nisme impliqué pourrait étre similaire a celui qui a été
mis en évidence pour une AMPK-related kinase des tes-
ticules, la TSSK2 (testis-specific serine kinase 2), une
Ser/Thr protéine kinase proche de ’AMPK [31]. In vitro,
TSKK2 phosphoryle SPAG16L (sperm-associated antigen
16), une protéine de I’appareil central de I’axonéme qui
est essentielle a la mobilité flagellaire des spermato-
zoides de souris [32]. Chez le coq, en revanche, la phos-
pho-AMPK-Thr-172 est principalement localisée dans le
flagelle et la région de I"acrosome, avec une expression
réduite dans la piéce intermédiaire [4]. Ces résultats
sont en accord avec le fait que la production d’ATP ne se
limite pas a la piece intermédiaire des spermatozoides
(respiration mitochondriale), mais elle peut également
avoir d’autres origines via la glycolyse anaérobie [33,
34]. La répartition différente de I’AMPK suggére qu’elle
peut favoriser selon les espéces, a la fois la mobilité des
spermatozoides et leur réaction acrosomique [4].

Réle de ’AMPK dans la gestion de la peroxydation
lipidique et des enzymes antioxydantes

LAMPK semble participer aux mécanismes conduisant a la
production de radicaux libres de I’oxygene (ROS). Bien qu'il
reste encore des facteurs inconnus ou des difficultés a éva-
luer leur importance, "objectif de nombreuses recherches
est de prévenir ou de neutraliser les effets déléteres de ces
radicaux responsables de nombreux dommages molécu-
laires et cellulaires. Ils sont impliqués dans de nombreuses
affections (sclérose latérale amyotrophique, cancer, athé-
rosclérose, maladies cardiovasculaires, diabéte, Alzhei-
mer) et de nombreuses maladies inflammatoires. Dans les
formes de diabéte ou Iactivité de PAMPK est trés altérée,

¢ Partie axiale et motrice du flagelle.
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Figure 2. Schéma de la régulation de I'activité de ’AMPK dans la reproduction méle. Le schéma repré-
sente un résumé des actions de ’AMPK dans le systéme de la reproduction madle (testicules, cellules
de Sertoli, spermatozoides). LH : hormone lutéinisante ; FSH : hormone folliculo-stimulante ; GLUT :

transporteur de glucose ; MCT : transporteur monocarboxylate ; ROS : radicaux libres de I"oxygéne ; LPO :

peroxydation des lipides. T augmentation, { : diminution.

la réactivation de la kinase pourrait ainsi contrecarrer les effets négatifs
du stress oxydatif lié a cette maladie métabolique [35]. Dans un modéle
murin de diabéte de type II, un activateur de ’AMPK, le resvératrol, permet
en effet de diminuer la production d’anion superoxyde et la carbonylation’
des protéines par un mécanisme qui dépend de la kinase [36]. De méme,
chez la souris obese Ob/0Ob soumise au régime gras, mais également chez
I’homme, la metformine réduit la stéatose hépatique non alcoolique [37],
un effet qui dépendrait de I'activation de ’AMPK, secondaire a I'inhibition
du complexe | de la chaine respiratoire et a la carence énergétique ainsi
engendrée.

Un effet « antioxydant » de ’AMPK a été mis en évidence dans différents
modeéles, en particulier, dans les cellules d’adénocarcinome du poumon
déficientes en LKBI, les cellules de la lignée A549. Dans ce modele,
I’AMPK semble augmenter les niveaux de NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) intracellulaire par différents mécanismes :
Pactivation de I"oxydation des acides gras et I'inhibition de la synthese
des acides gras pour neutraliser les ROS cytotoxiques [38]. Dans la fonc-
tion reproductrice male, un lien entre mécanismes antioxydants et AMPK
a également été décrit. Ainsi, dans les testicules de rats diabétiques et
obeses, la metformine permet de réduire les niveaux de peroxydation des
lipides (LPO) avec, associées, une stimulation de la stéroidogenése, une

" La carbonylation est une oxydation protéique induite par les ROS.
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Physiologique

iDégénérescence des tubes séminiferes

restauration de la spermatogenese,
et une augmentation de la concen-
tration des spermatozoides et de
leur motilité [39, 40].

Au cours des derniéres années, I'im-
plication de "AMPK dans la régula-
tion des concentrations de ROS ou
de LPO, ainsi que dans I'activité des
principales enzymes antioxydantes
présentes au niveau des sperma-
tozoides, a été mise en évidence
[41]. Chez le coq, I’ajout, avant
cryoconservation de sperme, d’ac-
tivateur de P’AMPK (metformine ou
AICAR [acadesine]), permet ainsi
d’augmenter la phosphorylation de
la kinase apres décongélation tout
en diminuant la production de LPO
et de ROS. Simultanément, I’AICAR
et la metformine augmentent I'ac-
tivité des enzymes antioxydantes
- superoxyde dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPx) et
glutathione réductase (GR) - dans
la semence cryopréservée. Cepen-
dant, les mécanismes par lesquels
les activateurs de ’AMPK pourraient
agir sur les systemes d’enzymes
antioxydantes dans les sperma-
tozoides sont encore mal connus. Pourtant, PAMPK est
impliquée dans le renouvellement du contenu mitochon-
drial des cellules. Elle stimule en effet la dégradation des
mitochondries défectueuses par I'intermédiaire d’ULK1/2
(Unc51-like kinase), une kinase associée au processus
d’autophagie, et en activant la biogenese de nouvelles
mitochondries, via PGClow (peroxisome proliferator-
activated receptor y coactivator 1¢t) impliqué dans leur
régulation, et donc, indirectement, les systemes antioxy-
dants [42, 43]. Mais la stimulation de la régénération
du NADPH par ’AMPK [44], par la voie des pentoses
phosphates, mise en évidence dans les spermatozoides
de mammiféres, et qui contribue au systéme antioxy-
dant par la stimulation de la GPx (NADPH-dependent
glutathione peroxidase-like protein), pourrait également
avoir un réle dans cette fonction. Ces données pourraient
étre d’une grande utilité pour développer et améliorer les
méthodes utilisées pour la manipulation et le stockage
du sperme. Par ailleurs, les effets positifs de la stimu-
lation de I’AMPK sur les fonctions des spermatozoides
sont conservés apres cryopréservation (chez le coq et la
souris), ce qui conforte I’hypothése de son rdle « protec-
teur » apres exposition des gametes aux conditions de



Conclusions

’ensemble de ces données suggere donc
un réle important de I’AMPK dans le déve-
loppement de la gonade male et la pro-
duction spermatique (Figure 2). Cette
kinase participe également aux fonctions
des spermatozoides (Figure 3) (mobilité
et réaction acrosomique), mais aussi aux
capacités énergétiques et d’oxydo-réduc-
tion qui régulent les processus cellulaires

A Acrosome
Fécondation B
. Phospo-AMPKat (Thrl72)
Téte
(10 um) Noyau
Piece
intermédiaire
(5 um) ‘
Flagelle Phosphorylation AMPKat dans
(90 um) les zones nécessitant beaucoup
H d’énergie : flagelle (mobilité),
Mobilité acrosome (RA§

essentiels a la réussite de la fécondation.
Son r6le dans la régulation des défenses
antioxydantes de la cellule a des consé-

Figure 3. AMPK dans le spermatozoide de coq : un lien entre localisation et fonction. A. Ultras-
tructure d’un spermatozoide de coq (d’aprés [47]). B. Localisation de ’AMPK (& gauche) et de
la phospho-AMPK (Thr172) (a droite) dans le spermatozoide de coq (d’uprés [48]). €n bleu
apparaissent les noyaux, en vert la phospho-AMPK et ’AMPK. Les fleches indiquent les régions

contenant la phospho-AMPK et I’AMPK ; les cercles, des régions ou seule la forme non phospho-

rylée est présente. RA : réaction acrosomique.

stress thermique et osmotique extrémes auxquels ils sont confrontés au
cours du processus de congélation/décongélation du sperme [23, 41].

L’AMPK des spermatozoides :

un lien entre métabolisme énergétique et fertilité

U'énergie des spermatozoides délivrée sous la forme d’ATP, est obtenue
principalement & partir des voies métaboliques aérobies (impliquant
le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative) et/ou anaérobies,
par glycolyse anaérobie.

Les voies métaboliques des spermatozoides sont localisées principale-
ment dans les mitochondries (cycle de Krebs, phosphorylation oxydative),
le cytoplasme, la gaine fibreuse du flagelle et 'acrosome [45]. PAMPK
contribue a réguler le potentiel de membrane mitochondriale dans les
spermatozoides, chez le verrat [2] et la souris [21]. Chez le cog, une
production d’ATP et de lactate a pu étre observée dans les spermato-
zoides apres stimulation par des activateurs pharmacologiques de 'AMPK
(metformine ou AICAR) [4, 41]. LAICAR stimule également la production
de citrate, un intermédiaire du cycle de Krebs. Dans le cas particulier de
la cryopréservation, de nombreux spermatozoides meurent ou sont inca-
pables de se mouvoir, aprés décongélation, en raison des altérations du
flagelle ou de la piece intermédiaire, ou parce qu’ils sont incapables de
réussir la réaction acrosomique. Toutes ces altérations ont pour consé-
quence une diminution de leur fertilité. Dans ces conditions particuliéres,
les spermatozoides nécessitent une quantité tres importante d’énergie
pour restaurer leur pouvoir fécondant. U'ajout de metformine ou d’AICAR
avant cryoconservation permettrait donc de restaurer une partie de cette
énergie nécessaire, en stimulant le métabolisme anaérobie et, pour I'Al-
CAR, le métabolisme aérobie [41]. PAMPK est donc essentielle pour main-
tenir, dans les spermatozoides, un niveau d’énergie qui est nécessaire pour
la conduite de la fécondation, en particulier en conditions « stressantes ».

m/sn® 8§, vol. 32, mai 2016

quences sur les capacités de conservation
in vitro comme dans le cas de la congé-
lation de semence. Plus généralement,
’AMPK pourrait devenir une cible thé-
rapeutique en vue de limiter les infer-
tilités et améliorer les biotechnologies
utilisées pour I'insémination artificielle
et la conservation de semence. D’autres
travaux seront néanmoins nécessaires pour étudier
Iimplication de ’AMPK dans la fonction reproductrice
chez "lhomme. ¢

SUMMARY

AMPK, regulator of sperm energy and functions

The 5-AMP-activated protein kinase, AMPK, is a key
protein kinase in the metabolism of the cell that regu-
lates many metabolic pathways. The involvement of
cell metabolism in sperm ability to fertilize is well
established, but only a few studies have focused on the
role of AMPK in the control of male fertility. This article
summarizes the known role of AMPK in this area. AMPK is
involved in the regulation of sperm quality by its action
on the proliferation of Sertoli cells. AMPK also directly
controls the quality of sperm by its involvement in the
regulation of motility and acrosome reaction. It is also
involved in the management of lipid peroxidation and
gametes antioxidant enzymes. Thus, AMPK appears as
a key signaling protein for sperm and male fertility
control. ¢
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