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R E S U M E  

La m o r t  ce l lu la i re  p r o g r a m m 4 e  cons i s t e  e n  
u n e  41 iminat ion  a c t i v e  et  r4gu l~e  de ce l lu les  
b i e n  i d e n t i f i 4 e s  p e n d a n t  l ' e m b r y o g e n ~ s e  et la  
v i e  adul te .  L 'apoptose  est  u n e  f o r m e  part icu-  
l i~re de  m o r t  ce l lu la i re  p r o g r a m m ~ e  avec  des  
c a r a c t ~ r i s t i q u e s  m o r p h o l o g i q u e s  et b iochi -  
m i q u e s  sp~c i f iques .  L'un des  b u t s  de la mor t  
ce l lu la i re  p r o g r a m m 4 e  est  d'61iminer les  cel- 
lu l e s  a n o r m a l e s  o u  s u p e r f l u e s  af in  de mainte -  
n i r  l ' h o m ~ o s t a s i e  a u  s e i n  des  t i s s u s .  
L '~pi th~l ium s 6 m i n i f ~ r e  en  r e n o u v e l l e m e n t  
r a p i d e  est  u n e  c ib le  de c h o i x  p o u r  l 'apoptose  
qu i  e x p l i q u e  le fa ib le  r e n d e m e n t  de la sper- 
m a t o g e n ~ s e  et  les  "g4n4ra t ions  m a n q u a n t e s  ". 
L 'apoptose  se  m a n i f e s t e  a ins i  lors  du  d4clen-  
c h e m e n t  de  la s p e r m a t o g e n 6 s e ,  ~ la pubert6 ,  
p u i s  i n t e r v i e n t  chez  l 'adul te  en  r4gulant  et  
contr61ant  la s p e r m a t o g e n ~ s e  normale .  U n  
n o m b r e  a n o r m a l e m e n t  41ev4 de ce l lu le s  ger- 
m i n a l e s  a p o p t o t i q u e s  p e u t  ~tre observ4  e n  
cas  de s p e r m a t o g e n ~ s e  a n o r m a l e  : cryptorchi -  
die,  arr~ts  de m a t u r a t i o n ,  h y p o s p e r m a t o g e -  
n~se .  

La d ~ t e c t i o n  de l ' a p o p t o s e  d a n s  les  spermato-  
z o i d e s  ~ jacul4s  p e u t  se  fa ire  en  m i c r o s c o p i e  
~ l e c t r o n i q u e ,  m a i s  la f r a g m e n t a t i o n  de I'ADN 
d d t e r m i n 4 e  apr~s  m a r q u a g e  de  type  TUNEL 
d e m e u r e  la t e c h n i q u e  de  r~f4rence  la p lus  
ut i l i s4e .  Que l l e  es t  l 'or ig ine  de  ce t t e  f ragmen-  
t a t i o n  de  I'ADN ? Que l l e s  p e u v e n t  ~tre l es  
c o n s 4 q u e n c e s  de  l 'u t i l i sa t ion  d 'un  spermato-  
z o i d e  ~ A D N  f r a g m e n t 4  e n  ICSI ? Quel  est  l'in- 
t~r~t de  q u a n t i f i e r  le p o u r c e n t a g e  de sperma-  
t o z o i d e s  ~ A D N  fragmental  e n  AMP ? N o u s  dis- 
c u t e r o n s  ces  d i f f4rent s  p o i n t s  et  p r o p o s e r o n s  
l 'ana lyse  d 'autres  m a r q u e u r s  d ' a p o p t o s e  dans  
le s p e r m e  4jacul6.  

M o t s  clds : Apoptose, spermatogen~se, spermato- 
zo[de, fragmentation de I'ADN 

La compr6hension des processus de mort  cel- 
lulaire dans les syst6mes en d6veloppement 
s'est consid6rablement modifi4e duran t  la der- 
ni6re d4cennie. On ne parle plus de ph6no- 
m6nes passifs d6g6n4ratifs ou de r6ponse 
une agression, mais d'un m6canisme com- 
plexe, actif et r6gul6. A cet 6gard,  la mort  cel- 
lulaire programm6e est comparable ~ la proli- 
f6ration ou ~ la diff6renciation cellulaire. La 
question n'est  plus d4sormais de savoir quelle 
est la cause de la prolif6ration cellulaire, mais 
de d6terminer  les raisons de la persistance (de 
la non disparition) de certaines cellules. 

Jusqu'~ ces dix derni6res ann4es, le " suicide " 
cellulaire, mieux connu sous le te rme de mort  
cellulaire programm6e ou apoptose, n 'avait  
gu6re attir6 l 'at tention des chercheurs.  C'est 
aujourd'hui un sujet ~ la mode, comme le mon- 
t rent  les milliers de publications dans des 
domaines aussi vari6s que l ' immunologie, la 
virologie, l'oncologie, la neurologie, la biologie 
du d6veloppement et de la reproduction. 

L'6pith61ium s6minif'ere est constitu6 d'asso- 
ciations de 3 types de cellules germinales  
d4crites au cours de la spermatogen6se : les 
spermatogonies  (qui se mu l t i p l i en t  par  
mitoses, dur6e de 27 jours), les spermatocytes  
I e t  II (divisions m4iotiques de 23 et 1 jours) 
et les spermatides (spermiog6n6se, dur6e de 
23 jours) et des cellules de Sertoli (cellules 
nourrici6res).  L'6volution th6or ique  de la 
lign4e germinale  normale devrait  donc per- 
met t re  l 'obtention, ~ partir  d 'une spermatogo- 
nie Ad de 16 spermatozoides au bout de 74 
jours. Le r endement  r6el de la spermatogen6se 
normale est m6diocre, avec bien moins de 16 
spermatozoides form6s ~ partir  d 'une sperma- 
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togonie [25]. La cause de ces "g4n6rations man- 
quantes"  a longtemps 6t6 at tr ibu6e h u n  ph6- 
nom6ne de d4g4n6rescence cellulaire [10]. En 
fait, il s 'agit d 'une manifes ta t ion aujourd'hui  
reconnue du processus de mort  cellulaire pro- 
gramm6e ou apoptose [13]. La question de 
l 'existence et du r61e de ce m~me processus 
dans  le sperme 6jacul4 reste  cependant  encore 
d6battue.  

I. LE  P R O C E S S U S  A P O P T O T I Q U E  

1.D4finit ions 

Le t e rme  de mort  ce l lu la i re  p rogramm6e 
(MCP) ou mort  cellulaire na ture l le  apparut  
dans  les ann6es soixante pour d6crire la d6g6- 
n6rescence s6quentielle des muscles inter  seg- 
menta i res  du v e r h  sole. L'exemple classique- 
men t  cit6 concerne l'61imination active h des 
moments  pr4cis de l 'embryogen6se de cellules 
par fa i tement  bien identifi4es de C. elegans, ce 
type de mort  cellulaire r6sul tant  de l 'activation 
de g6nes de la mort  cellulaire. 

Le te rme d'apoptose, d'origine grecque, rut 
in t rodui t  par  Kerr  en 1972 [12] en r6f6rence h 
la chute des feuilles en automne,  faisant  allu- 
sion h un ph6nom6ne programm6 dans le 
temps. Kerr  6non~a les caract6rist iques mor- 

phologiques de cellules en d6g6n6rescence en 
l 'absence de toute pathologie : lobulation de 
l 'enveloppe nucl6aire, condensation et d4gra- 
dation de la chromatine,  f ragmentat ion de 
I'ADN puis f ragmentat ion de la cellule et for- 
mation de v6sicules membrana i res  (blebs) qui 
se d6tachent et sont alors appel6es corps apop- 
totiques [33]. Au cours de ces diff6rents stades, 
la membrane  cellulaire demeure  intacte. Les 
corps apoptotiques form6s sont rapidement  
phagocyt6s. 

Bien que le ph6nom6ne d'apoptose soit d6crit 
dans des tissus en d6veloppement et des tissus 
adultes, les deux termes ne sont pas syno- 
nymes. La MCP implique une 61imination acti- 
ve et r6gul6e des cellules pendant  l 'embryoge- 
n6se et la vie adulte. L'apoptose est une forme 
particuli6re de MCP avec des caract6ristiques 
morphologiques et biochimiques sp6cifiques 
qui permet ten t  de la dis t inguer  de la n6crose 
(tableaux 1 et 2). 

2. Les trois phases  du processus  apopto- 
t ique.  

On peut en effet dis t inguer  trois phases au 
cours du processus apoptotique : une phase 
d'induction, une phase d'ex6cution du signal et 

Tab leau  1 : C a r a c t $ r i s t i q u e s  m o r p h o l o g i q u e s  de r a p o p t o s e  et  de  la  nderose.  

APOPTOSE 
M o r t  c e l l u l a i r e  p r o g r a m m ~ e  
= suicide cellulaire (physiologique) 

NECROSE 
Mort  c e l l u l a i r e  a c c i d e n t e l l e  

= agression (pathologique) 

Diminution du volume cellulaire de 30% 

Int6grit6 de la membrane plasmatique 
longtemps pr6serv6e 

Condensation et marginalisation de la chromatine 

Corps apoptotiques 

Absence de r6action inflammatoire 

Phagocytose par cellules adjacentes 

Affecte une cellule unique 

Organites intacts initialement puis condensation 

Perte de contact entre cellules et avec la 
matrice extra cellulaire 

Gonflement puis lyse de la cellule 

Perte rapide de l'int6grit4 membranaire 

Compaction 16g6re de la chromatine 

Pas de corps apoptotiques 

R6action inflammatoire importante 

Affecte des groupes de cellules voisines 

Destruction des mitochondries 
et lysosomes, pycnose 
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Tab leau  2 : C a r a c t d r i s t i q u e s  b i o c h i m i q u e s  d e  l ' apop tose  et  de  la  ndcrose .  

APOPTOSE NECROSE 

Induction par des stimuli physiologiques 

Processus r6gul6 actif 

Consommateur d'6nergie 

Activit6 transcriptionnelle 

Activit6 traductionnelle 

Fragmentation oligonucl6osomique ADN 
(200 paires de bases) 

Induction par stimuli non physiologiques 

Processus non r6gul6, passif 

Ne n6cessite pas d'6nergie 

Pas d'activit6 transcriptionnelle 

Pas d'activit6 traductionnelle 

Fragmentation al6atoire de I'ADN 

une phase de d6gradation. La complexit6 de la 
phase d ' induction est li6e h la diversit6 des 
signaux inducteurs  (dATP, d6pl6tion en fac- 
teurs  de croissance,  glucocortico~des, p53, 
TNFa, ionophores calciques, irradiation UV, 
agonistes du r6cep teur  APO-1/Fas en t re  
autres) et de leurs modes d'action. 

A la phase d'induction, de dur6e extr6mement  
variable, succ~de la phase d'ex6cution. I1 s'agit 
d'une 6tape effectrice commune dont la mito- 
chondrie est l'616ment central. En effet, le fait 
qu 'une cel lule a p p a r e m m e n t  saine puisse 
d6clencher sa propre mort  6voque l 'existence 
d'une v6ritable " armoire  h poisons " capables 
d'6tre activ6s rapidement .  C'est dans l'espace 
compris entre  la membrane  externe et la mem- 
brane in terne  de la mitochondrie que sont 
stock6s dans la cellule en vie les pro-facteurs 
de mort cellulaire que sont les 3 procaspases et 
le facteur d ' induction de l'apoptose AIF h l'6tat 
latent. L' induction du signal apoptotique pro- 
voque une d iminut ion  du potentiel t ransmem- 
branaire  avec l 'ouverture de m6gapores et lib6- 
ration de ces diff6rents facteurs. Les caspases 
passent dans le cytoplasme off elles exercent 
leur  action prot6olytique. Le cytochrome c 
passe dans le cytoplasme off il agit comme 
cofacteur des caspases. L'AIF passe dans le 
noyau et indui t  une  fragmentat ion internu- 
cl6osomique caract6rist ique de I'ADN [30]. Les 
radicaux libres, et les ions calcium part icipent  
6galement h cette phase d'ex6cution en ampli- 
fiant le signal. Ce signal peut 6tre inhib6 par  
les prot6ines de la famille Bcl-2 ancr6es dans 
la m e m b r a n e  ex te rne  des mitochondries .  
L'activation de la famille des caspases, pro- 
t6ases h cyst6ine et effecteur principal, ultime, 

et irr6versible d6clenche le clivage prot6oly- 
tique de la PARP, des lamines nucl6aires, de 
l 'actine, de la topoisom6rase I, de la prot6ine 
kinase d6pendante de I'ADN entre autres.  

Le processus apoptotique s'ach~ve par  une  
phase de d6gradation avec f ragmentat ion de la 
cellule qui a perdu ses connexions intercellu- 
laires en corps apoptotiques puis phagocytose 
de ces 616ments par  des cellules comp6tentes 
voisines. L'apti tude des cellules h dig6rer les 
corps apoptotiques est un ph6nom~ne com- 
plexe : l 'expression par  les macrophages d 'une 
glycoprot6ine ABC1 (ATP binding cassette) 
semble 6tre indispensable ~ cette phagocytose. 
D'autre  part,  des modifications h la surface cel- 
lulaire accompagnent  l'apoptose, pe rme t t an t  la 
reconnaissance par les macrophages des corps 
apoptotiques : clivage des acides sialiques ter- 
minaux et exposition de saccharides sub termi-  
naux [28], t ranslocat ion des r6sidus de phos- 
phat idylser ine (PS) depuis la face in terne  de la 
membrane  plasmique h la surface externe de la 
cellule en apoptose [6]. 

3. Contr61e  g 6 n 6 t i q u e  et  contr61e  s o c i a l .  

Si les prot6ines effectrices de l 'apoptose sont 
pr6sentes h l '6tat inact i f  dans les cellules 
vivantes sous la forme d'une " armoire h poi- 
sons ", leur  potentiel  " t ueur  " dolt ~tre annihi-  
16 dans ces cellules. Raft  [22] a ainsi propos6 
un module d 'organisat ion sociale off les cellules 
sont pr6 programm6es pour s 'autod6truire ,  
leur survie d6pendant  de signaux ext6rieurs 
6mis en cont inu par  d 'aut res  cellules. Ce 
contr61e social de la survie ou non des cellules 
garant i t  une  stabilit6 dans le nombre de cel- 
lules const i tuant  un t issu donn6. 
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Les principaux g~nes impliqu6s dans le contr6- 
le de l 'apoptose ont tout  d'abord 6t6 identifi6s 
grace aux t ravaux  sur le n4matode C. elegans, 
ver constitu6 de 1091 cellules dont 131 meu- 
rent  par  apoptose. Le programme de mort  cel- 
lulaire de C. elegans fait in tervenir  au moins 
14 g6nes : parmi  eux, 1 g6ne anti-apoptotique 
ced 9 et 2 g6nes pro-apoptotiques ced 3 et ced 4 
jouent  un r61e primordial.  

Ces g6nes ont des homologues chez les mam- 
miferes : Bcl-2 et sa famille pour ced 9, la 
famille des caspases pour ced 3 et les apoptosis 
protease-activating factors (APAF) pour ced 4 
qui jouera ient  un  r61e de chaperon et catalyse- 
ra ient  l 'activation des caspases (tableau 3). 

II. A P O P T O S E  AU C O U R S  DE LA 
S P E R M A T O G E N E S E  N O R M A L E  

L'6pith61ium s6minif'ere en renouve l l ement  
rapide est une cible de choix pour l 'apoptose 
qui explique le faible r endemen t  de la sperma- 
tog6n6se et les " g6n6rations manquan tes  " 

1. C h e z  l ' a d u l t e  = C i b l e s  c e l l u l a i r e s  e t  
c o n t r 6 1 e  h o r m o n a l  

Les 14 stades d4crits par  Y. Clermont corres- 
pondent ~ des associations cellulaires de 3 
types de cellules germinales  au cours de la 
spermatogen6se du rat,  les spermatogonies,  les 
spermatocytes et les spermatides  et des cel- 
lules de Sertoli (nourrici6res). Le processus 
d'apoptose in tervient  pour main ten i r  constant  
le nombre de cellules en t r an t  en m6iose (les 
spermatocytes)  et p r4server  l 'hom6ostasie  
entre cellules de Sertoli et cellules germinales  : 
pr6s de 75% des spermatogonies A et 20% des 
cellules entre  spermatocytes  I e t  spermatides 
seraient  concern6es. 

Une apoptose spontan6e dans  l'4pith61ium 
s6minal du rat ,  su r tou t  au  stade XIV [12] a pu 
~tre observ6e. L'apoptose peut  ~tre induite  
par diff6rents agents  (hyper thermie ,  cyclo- 
heximide,  colchicine,  cytochalas ine ,  PMA) 
mais pour cer ta ins  s tades  seulement  : 

les stades I, XII et XIV [3]. Ces r6sultats sug- 
g6rent l 'existence d 'un contrSle intercel lulaire 
de la mort cel lulaire des cellules germinales  
au cours de la spermatogen6se.  L'6pith61ium 
s6minif'ere pourra i t  se r6v61er 6tre un mod61e 
d'6tude in vivo des m6canismes en jeu  au 
cours du "contr61e social " de l 'apoptose 6vo- 
qu6 par Raff. Enfin,  il existe des variat ions 
selon les e thnies  avec une  expression plus 
importante  de l 'apoptose au cours de la sper- 
matogen6se chez les Chinois. 

Un contr61e hormonal  de l'apoptose au cours de 
la spermatogen6se a pu 6tre d6crit, avec un  
rSle important  des st6roides (testost4rone) et 
des gonadotrophines (FSH). Des ph6nom~nes 
d'apoptose ont ainsi pu 6tre induits dans 4 
situations : 

a) rat  hypophysectomis6, 

b) t ra i tement  par antagonis tes  de la GnRH, 

c) d4pl6tion en testost6rone [32] et ou FSH, 
LH, 

d) adminis trat ion d'cestradiol [4]. 

Fas R4cepteur (ou APO-1, CD95) est pr4sent 
sur les cellules germinales  et son ligand, Fas 
Ligand a pu ~tre d6tect4 sur les cellules de 
Sertoli. Le syst6me Fas  R4cepteur  - Fas 
Ligand est un aut re  616ment c16 du contr61e de 
l'apoptose des cellules germinales  dans le tes- 
ticule [14, 15, 21]. 

Tableau 3 : P r i n c i p a u x  ~l~ments du  contrSle  gdn~tique de l 'apoptose  

C e legans  Mammif~res  Mode d'act ion 

Ced-9 Bcl-2, Bcl-X, Bax, Bad, Bak. 

Ced-4 

Ced - 3 

Apaf = 
apoptosis protease activating factor 

ICE (caspase-1), ICH1 (caspase-2), 
CPP32 caspase-3 

R6gulateurs canaux transmembranaires 
intracellulaires et de prot6ines de la 
transduction du signal apoptotique 

Activateur de caspases 

Prot6ase ~ cyst6ine (caspases) 
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2. Au cours  du d 4 v e l o p p e m e n t  pubertaire  

Une vague d'apoptose massive des spermato- 
gonies peut  6tre observ4e au d6but de la puber- 
t6 avec un pic d'apoptose chez le rat  de 32 jours 
( le  cycle spermatog6n6tique). Les principales 
cibles cellulaires sont les spermatogonies et 
spermatocytes I au d4but de la m6iose. Ce pic 
d'apoptose est indispensable pour le d6clenche- 
ment  et la poursuite d'une spermatogen6se 
normale. 

Diff6rents m6canismes ont 6t6 d6crits, pour 
lesquels les mod61es de souris transg6niques 
avec proto - oncog6nes ont 6t6 utilis6s [24] : 

�9 Sur - expression de c-myc, avec apoptose 
accrue des spermatocytes I 

�9 Sur expression de bcl - xL, avec suppression 
du pic pr6coce d'apoptose 

�9 Inactivation du r6cepteur  c-kit . Les muta- 
tions du locus " W "White spotting (c kit)- 
locus " S1 " Steel (stem cell factor) affectent, 
entre autres,  la lign6e germinale.  I1 s'agit 1~ 
d'un second exemple int6ressant  de dia- 
logue entre  cellules germinales  (pr6sentant 
le r6cepteur, c kit) et cellules de Sertoli (dis- 
posant du ligand, s tem cell factor) (20 ; 23). 
Les m~les h6t6rozygotes sont hypofertiles 
avec 2 pics d'apoptose plus intenses au 
d6but de la spermatog6n6se, une diminu- 
tion des diam6tres des tubes s6minif'eres de 
l 'adulte, et une diminut ion du rapport entre  
spermatogonies  et spermatocytes .  Une  
diminution de l 'expression du r6cepteur c- 
kit a par  ail leurs 6t6 observ6e dans les sper- 
matogonies A de testicules de patients infer- 
tiles pr6sentant  un  arr~t de maturat ion [7]. 
Aucune expression du m~me r6cepteur c-kit 
n'a pu 6tre d6tect6e dans les cas o4 l'on ne 
retrouve dans les tubes s6miniFeres que des 
cellules de Sertoli. En  revanche, le l igand 
stem cell factor est normalement  exprim6 
dans les cellules de Leydig et les cellules de 
Sertoli de t o u s l e s  pr616vements 6tudi6s. 
Parall61ement, les spermatogonies de type 
A des pat ients  avec un  arr~t de matura t ion  
pr6sentaient  une  augmenta t ion  du nombre 
de cellules ~ ADN fragment6. 

�9 Inactivation de bcl-w . Les m~les h4t6rozy- 
gotes sont 6ga lement  st6riles avec une  

vague d'apoptose pr6 puber ta i re  normale,  
mais  des tubes s6miniFeres d4sorganis6s 
chez l 'adulte avec un nombre  61ev6 de cel- 
lules apoptotiques et aucun  spermatozo~de 
mature .  

III. SPERMATOGENESE PATHOLO- 
GIQUE (2 e x e m p l e s )  

1. Cryptorch id ie  

On observe un arr~t de la spermatogen6se 
dans le testicule at teint ,  parfois 6galement  
dans le testicule controlat6ral.  On note fr6- 
q u e m m e n t  une diminut ion du volume et du 
poids du testicule avec augmenta t ion  de la 
f ragmenta t ion  de I'ADN des cellules testicu- 
laires. Les cellules germinales  sont en nombre  
normal  ~ la naissance,  puis d ispara issent  ent re  
Page de 1 - 2 ans. Les cellules cibles sont les 
spermatocytes  puis les spermat ides  rondes les 
plus sensibles ~ l'apoptose. 

E t u d e  d ' H E L S I N K I  [5]  

Sur des biopsies test iculaires  effectu6es chez 
des enfants  lors du t r a i t e m e n t  chirurgical  
d 'une cryptorchidie, on note une  augmenta t ion  
significative des spermatogonies  apoptotiques 
(% f ragmenta t ion  ADN) lorsque la biopsie fait 
suite ~ un 6chec du t r a i t emen t  m4dical par  
hCG. par rapport  au t r a i t emen t  chirurgical  
effectu6 d'embl6e. 

Lorsque l'on s ' int6resse ~ la fertilit6 de ces 
enfants  devenus adultes,  on observe que les 
enfants  ayant  eu un taux de f ragmenta t ion  de 
I'ADN des cellules test iculaires  61ev6 ont, 
l 'age adulte,  un volume test iculaire  inf6rieur 
et un  taux de FSH s4rique sup6rieur, sans 
aucune  diff4rence significative, cependant ,  sur  
la qualit6 du sperme 6jacul6. 

2. H y p o s p e r m a t o g e n ~ s e  et  arr~t  de  la 
s p e r m a t o g e n ~ s e  

D6s 1997, Lin et al [16] ont d6crit une  aug- 
menta t ion  des cellules apoptotiques sur  des 
biopsies test iculaires de pat ients  inferti les pr6- 
sen tan t  des aspects d'arr~t de ma tu ra t i on  ou 
des hypo -spermatogen6ses.  Des biopsies testi- 
culaires de pat ients  candidats  ~ une  micro 
injection et pr6sentant  une azoospermie s4cr4- 
toire ont 6t6 6tudi6es par Tesarik [31]. Dans les 
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cas d'arr~t complet de la spermatogen6se au 
stade de spermatides rondes, une  fragmenta- 
tion massive de I'ADN des spermatocytes I e t  
spermat ides  rondes a 4t6 observ6e dans 80% 
des cellules examin6es (TUNEL+), avec un 
marquage extr~mement  faible des r6sidus de 
phosphatidylserine par annexine V. En cas 
d'arr~t incomplet  avec pr6sence de quelques 
spermatides  allong6es, environ 30% des sper- 
matocytes I et 15% des spermatides  pr4sen- 
ta ient  une fragmentat ion d'ADN avec marqua- 
ge par annexine V clairement  d6tect6 dans 
pr6s de 50% des spermatides allong6es exami- 
n4es. L'association de ces 2 techniques de mar- 
quage permet  d'6tablir un pronostic de succ6s 
de I'ICSI effectu6e avec des spermatides,  voire 
des spermatocytes.  L'4tude de Tesarik montre 
clairement  que la f ragmentat ion de I'ADN est 
tr~s fr6quente dans les spermatides et sperma- 
tocytes de pat ients  avec arr6t complet de la 
spermiogen6se. 

Cette 6tude est confirm6e par un mod61e exp4- 
r imental .  La souris homozygote pour la muta- 
tion cibl4e sur le g6ne Pplcg  aboutit  ~ des 
males st6riles produisant  exceptionnellement  
quelques  spermatozo~des. Les spermat ides  
rondes Pp lcg  -/- obtenues ne parv iennent  pas 
effectuer la t ransi t ion histones - protamines 
n6cessaire. Les spermatozo~des et les sperma- 
tides rondes Pplcg  -/- obtenus apr6s biopsie 
testiculaire ou ponction de l '6pididyme pr6sen- 
tent  des taux tr6s importants  de f ragmentat ion 
de leur ADN [11]. 

Or, il n'existe actuel lement  aucun moyen de 
diff4rencier une spermatide ~ ADN fragment6 
d'une spermatide indemne.  Le risque de micro 
injecter une spermatide ~ ADN fragment6 est 
donc important .  

IV. APOPT OSE  DANS LE S P E R M E  
EJACULE 

1. C o m m e n t  d6tec ter  les  ce l lu l e s  apopto-  
t iques  dans  l '~jaculat ? 

�9 le  6tude = Gorczyca [8] 

L'6tude du sperme de 25 sujets infertiles a per- 
mis d'6tablir une corr61ation entre  le pourcen- 
tage de spermatozoides apoptotiques (pr6sen- 
tan t  une fragmentat ion de leur ADN d6tect6e 
par technique TUNEL) et le pourcentage de 

spermatozoides p r6sen tan t  une sensibili t6 
accrue de I'ADN ~ la d6naturation in situ en 
cytom6trie de flux permet ten t  d'envisager le 
r61e de l'apoptose dans l'61imination des sper- 
matozoides anormaux 6jacul6s comparable 
l'61imination des cellules somatiques. 

�9 2e 6tude = Baccetti [1] 

Les spermatozoides  ma tu re s  apoptot iques 
d4tect6s dans l'6jaculat (TUNEL+) ont des 
caract6ristiques ul trastructurales (en micro- 
scopie 61ectronique) identiques ~ celles des cel- 
lules somatiques apoptotiques : chromatine 
part iel lement fragment6e ou condens6e ~ la 
p6riph4rie de l 'enveloppe nucl6aire, rupture 
part iel le ou d ispar i t ion  de la m e m b r a n e  
nucl6aire, acrosome vide, de forme lobul4e, et 
distance du noyau, ou absent, ballonisation 
des mitochondries compact6es dans la pi6ce 
interm6diaire,  axon6me enroul6. Outre les 
spermatozoides apoptotiques, des spermatides 
apoptotiques (jeunes) et des corps apopto- 
tiques, phagocyt6es par des macrophages, ont 
6t4 observ6s. 

Des cellules apoptotiques ont pu ~tre observ6es 
dans t o u s l e s  spermes 4jacul6s mais en pour- 
centages tr6s variables [1] : donneurs fertiles, 
0,1% ; infections du tractus g6nital, 8% ; SIDA, 
3-8% ; varicoc61e, 1-10% ; t~tes rondes, 10% ; 
cryptorchidie, 15-20% ; ataxie c6r6belleuse, 15- 
20% ; st4rilit6 inexpliqu6e, 25% ; s4minome 
testiculaire, 50%. 

2. D'oh v ient  la f ragmentat ion  de I'ADN 
dans  le s p e r m a t o z o i d e  mfir 4jacul4 ? 

Deux th6ories ont 6t6 propos6es pour expliquer 
l'origine des alt6rations de I'ADN d6crites dans 
le spermatozo~de mfir. La premi6re fait r6f6- 
rence ~ la mani6re dont la chromatine du sper- 
matozo~de est prot4g6e dans l'esp6ce humaine  
et chez les mammiFeres. Une maturit6 nucl6ai- 
re incompl6te durant  la spermiogen6se avec 
anomalie au momen t  de la transit ion histones 
- protamines et de la mise en place des prota- 
mines a 4t6 6voqu6e [26]. Une corr61ation entre 
pourcentage de spermatozo~des ~ ADN frag- 
ment4 et pourcentage de spermatozo~des 
6quipement en protamines d6fectueux (chro- 
momycine A3) a pu ~tre 6tablie. Or les sper- 
matides en 61ongation pr4sentent  de nom- 
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breuses coupures normales,  mais transitoires 
de leur ADN bi cat6naire par une nucl6ase 
endog6ne, I'ADN topo isom6rase II, n6cessaire 

la mise en place des protamines. Une ano- 
malie de consti tut ion ou de fonctionnement de 
cette topo isom6rase II pourrait  6tre incrimi- 
n6e dans la gen6se de la fragmentat ion persis- 
tante de I'ADN des spermatozoides. La secon- 
de explication at t r ibue les alt6rations de I'ADN 
nucl6aire du spermatozo~de au ph6nom6ne 
d'apoptose. 

L'6tude d 'autres  marqueurs  d'apoptose apporte 
de nouveaux 616ments de r6ponse. L'analyse de 
l 'expression du syst6me Fas ~ la surface de 
spermatozo~des humains  4jacul6s conclut 
une net te  diff6rence entre spermes normaux et 
anormaux : dans la quasi totalit6 des spermes 
normaux, moins de 10% des spermatozoides 
seulement  sont Fas + alors que dans 58% des 
6chantillons oligozoospermiques, on retrouve 
plus de 10% des spermatozoides exprimant  Fas 

leur surface. Des r6sultats similaires ont 6t6 
obtenus en cas de t6ratozoospermie ou d'asth6- 
nozospermie. Ces r6sultats confirment l'impor- 
tance de l 'apoptose dans la r6gulation de la 
spermatogen6se.  La pr6sence de spermato- 
zo~des 6jacul6s expr imant  Fas ~ leur surface 
pourrai t  indiquer  un dysfonctionnement dans 
le processus apoptotique : le processus apopto- 
tique pourra i t  ainsi 6tre soit d6pass6 par la 
n6cessit6 d'61iminer un nombre excessif de cel- 
lules anormales  soit 6tre interrompu [27]. 

Enfin, les radicaux libres in terviennent  comme 
inducteurs  du processus apoptotique, mais 
6galement en amplif iant  le signal produit. Les 
radicaux libres pr6sents dans le sperme peu- 
vent 6tre produits  par  des leucocytes et par  
certains spermatozoides anormaux pr6sentant  
un  res te  cy top lasmique  volumineux.  Les 
6tapes de pr6parat ion du sperme, no tamment  
les centrifugations,  peuvent  induire la produc- 
tion de radicaux libres nocifs et accroitre le 
pourcentage de spermatozoides apoptotiques 
ADN fragment6 (TUNEL+). La centrifugation 
en pr6sence d'anti-oxydants "protecteurs" per- 
met t ra i t  de d iminuer  la production de radicaux 
libres au cours des 6tapes de pr6paration du 
sperme avant  AMP et de prot6ger I'ADN des 
spermatozoYdes des 16sions induites par les 
radicaux libres [17]. 

3. C o n t r 6 1 e  h o r m o n a l  d e  l ' a p o p t o s e  d a n s  
le  s p e r m e  4 j a c u l 6  

Un effet positif du t ra i t ement  par FSH (12 
jours 150 UI FSH HP (SC)) sur le nombre  de 
cellules apoptotiques pr6sentes dans le sperme 
de pat ients  inferti les a pu 6tre observ6 avec 
nette am61ioration de la qualit6 des spermato-  
zoides 6jacul6s des 23 pat ients  : am61ioration 
des organelles, acrosome normal,  forme du 
noyau normale,  disparit ion de la marginal isa-  
tion de la chromatine,  mitochondries de forme 
normale et de disposition h61icoidale, axon6me 
avec un aspect normal  (9 + 2) et 2 bras  de 
dyn6ine r6guliers [2]. Cette am61ioration des 
caract6rist iques u l t ras t ruc tura les  des sperma-  
tozoides examin6s induite  par  FSH sugg6re un  
r61e des gonadotrophines,  et n o t a m m e n t  de la 
FSH, sur le contr61e de l'apoptose dans les cel- 
lules de l'6jaculat. 

4. A p p l i c a t i o n s  e n  A M P  

A n a l y s e  e t  t r a i t e m e n t s  de  s p e r m e  �9 Des cas- 
sures des brins d'ADN dans les spermatozoides 
de sujets p r6sentan t  une oligozoospermie ont 
6t6 observ6es avec une  fr6quence significative- 
ment  sup6rieure compar6e ~ des sujets avec un  
sperme normal.  Le pourcentage de cellules 
ADN fragment6 est corr616 au degr6 d 'anoma- 
lies morphologiques des spermatozoides d6ter- 
min6es selon les crit6res de Kruger  mais  n 'est  
pas modifi6 par  les techniques de pr6parat ions  
du sperme telles que les gradients  de Percoll 
ou la migrat ion ascendante  ou apr6s cong61a- 
tion-d6cong61ation [9]. 

I C S I  : L'analyse des pr6parat ions de sperma- 
tozoides obtenues apr~s lavage - migra t ion  
ascendante  a permis de noter  

a) une  corr61ation n6gative entre le t aux  de 
spermatozoides TUNEL + (sperme trait6) et 
les taux de f6condation en ICSI, 

b) une  corr61ation n6gative entre  le t aux  de 
spermatozoides TUNEL+ apr6s t r a i t em en t  et 
le taux de formes mobiles et a typiques dans  
l'6jaculat. Le pourcentage de spermatozoides 
avec f ragmenta t ion  de I'ADN varie de 0,5 - 
75% (15%) [18]. 

L'6tude d'ovocytes non f6cond6s 20 heu res  
apr6s ICSI a permis de re t rouver  dans 50% des 
ovocytes une f ragmenta t ion  d'ADN : l 'origine 
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de  cet  A D N  f r a g m e n t ~  e s t  s p e r m a t i q u e  d a n s  
25 .8% des  cas  e t  o v o c y t a i r e  d a n s  24 .4% des  cas.  
L a  mic ro  i n j ec t i on  d ' u n  s p e r m a t o z o i d e  ~t A D N  
f r a g m e n t ~  (non  i d e n t i f i a b l e  d ' ap r~s  sa  s e u l e  
m o r p h o l o g i e )  s ' a c c o m p a g n e r a i t  d ' u n e  a b s e n c e  
de  d ~ c o n d e n s a t i o n  c o r r e c t e  de  la  c h r o m a t i n e  
d u  s p e r m a t o z o ~ d e  e t  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  cer- 
t a i n s  ~checs  de  f ~ c o n d a t i o n  e n  ICSI[19] .  

F / -V : L ' a n a l y s e  de s  p r e p a r a t i o n s  de  s p e r m a t o -  
zo~des r e c u e i l l i s  a p r ~ s  l a v a g e  - m i g r a t i o n  
a s c e n d a n t e  n o t e  u n  t a u x  de  s p e r m a t o z o i d e s  
A D N  f r a g m e n t ~  de  5 h 40% (25% des  FIV)  [29]. 
I1 ex i s t e  ~ g a l e m e n t  

a) u n e  c o r r e l a t i o n  n ~ g a t i v e  e n t r e  t a u x  de  sper -  
m a t o z o ~ d e s  T U N E L +  ( s p e r m e  t r a i t d )  e t  
c o n c e n t r a t i o n / m l ,  mob i l i t~  e t  p o u r c e n t a g e  de 
f o r m e s  n o r m a l e s  (~ jacu la t ) ,  

b)  u n e  c o r r e l a t i o n  n ~ g a t i v e  e n t r e  s p e r m a t o -  
zo ides  T U N E L +  e t  t a u x  de  f ~ c o n d a t i o n  e t  de 
c l ivage  e m b r y o n n a i r e  e n  FIV. 

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

L ' i n t e r v e n t i o n  de  l ' a p o p t o s e  h la  puber tY,  au  
m o m e n t  d u  d ~ c l e n c h e m e n t  de  ]a s p e r m a t o g e -  
n~se ,  p u i s  a u  c o u r s  de s  d i f f ~ r e n t e s  p h a s e s  de  la 
s p e r m a t o g e n ~ s e  ( n o t a m m e n t  la  m6iose )  es t  
e s s e n t i e l l e  : e l le  p e r m e t  la  ra i se  e n  r o u t e  de  la 
f o r m a t i o n  de s  g a m e t e s  raffles d a n s  le t u b e  
s~minif 'ere  e t  s a  r ~ g u l a t i o n .  L a  d~ tec t ion  de  la  
f r a g m e n t a t i o n  de  I ' A D N  des  s p e r m a t o z o i d e s  
~ jacuMs ( t e c h n i q u e  T U N E L )  p e u t  ~t re  ais~- 
m e n t  r~a l i s~e  en  c y t o m ~ t r i e  de  f lux  e t  p o u r r a i t  
c o m p l e t e r  l e s  p a r a m ~ t r e s  c o n v e n t i o n n e l s  
c a r a c t ~ r i s a n t  le p o u v o i r  f 6 c o n d a n t  d u  s p e r m e .  

C e p e n d a n t ,  la  q u a n t i f i c a t i o n  de  la  f r a g m e n t a -  
t i o n  de  I 'ADN, p a r  e x e m p l e  e n  c y t o m ~ t r i e  de 
f lux,  c o r r e s p o n d  h u n  i n s t a n t a n 6  h u n  t e m p s  t, 
q u i  sous  e s t i m e  l ' i m p o r t a n c e  rde l le  de  l ' apopto-  
se.  De  p lus ,  l a  f r a g m e n t a t i o n  de  I 'ADN e s t  u n  
p h d n o m ~ n e  c o m m u n  a u x  d i f f~ ren t s  t y p e s  de 
m o r t  c e l l u l a i r e s  e t  s a  s e u l e  d 6 t e c t i o n  ne  p e u t  
~ t r e  cons id~r~e  c o m m e  u n  m a r q u e u r  sp~c i f ique  
d ' a p o p t o s e .  C ' e s t  6 g a l e m e n t  u n  p h d n o m ~ n e  
r e l a t i v e m e n t  t a r d i f  p u i s q u e  r ~ s u l t a n t  de  l 'act i-  
v a t i o n  de s  c a s p a s e s  e t  de  l ' exdcu t ion  d u  s igna l  
a p o p t o t i q u e  t r a n s m i s .  L ' u t i l i s a t i o n  de  m a r -  
q u e u r s  d~ tec t~s  d~s les  p h a s e s  pr~coces  de 
l ' a p o p t o s e  e s t  u n e  vo le  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  int~- 
r e s s a n t e .  C ' e s t  le c a s  de  l ' A n n e x i n e  V qui  se  lie 

s p ~ c i f i q u e m e n t  h la  p h o s p h a t i d y l s ~ r i n e  pr~- 
sen t~e  p a r  la  ce l lu le  a p o p t o t i q u e .  C 'es t  6gale- 
m e n t  le cas  d u  5 ,5 ' , 6 ,6 ' - t6 t r ach lo ro - l , l ' , 3 ,3 ' -  
t ~ t r a e t h y l b e n z i m i d a z o l y l c a r b o c y a n i n e  iod ide  
ou  JC-1 ,  p e r m e t t a n t  l ' ~ tude  de s  v a r i a t i o n s  d u  
p o t e n t i e l  de m e m b r a n e  de s  m i t o c h o n d r i e s  d u  
spermatozoYde,  ~16ment  cl~ d u  p r o c e s s u s  apop-  
to t ique .  
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ABSTRACT 

Apoptos is  in  s p e r m a t o g e n e s i s  a n d  in  e jacula-  
t e d  s p e r m  

R. LEVY 

It has  b e c o m e  c l e a r  in  r e c e n t  y e a r s  t h a t  pro- 
g r a m m e d  cell  d e a t h  o c c u r s  s p o n t a n e o u s l y  in 
t h e  cyc le  of  t h e  s e m i n i f e r o u s  e p i t h e l i u m .  
I n d u c e d  g e r m  cell  apop tos i s  occu r s  a t  speci f ic  
s tages  of  t h e  s p e r m a t o g e n i c  cyc le  a n d  the  
ex i s t ence  of  s u p r a c e l l u l a r  con t ro l  of  g e r m  cell 
d e a t h  d u r i n g  s p e r m a t o g e n e s i s  has  b e e n  docu-  
m e n t e d .  If  apop tos i s  is a k e y  p h e n o m e n o n  in 
t he  con t ro l  of  s p e r m  p r o d u c t i o n ,  t h e  exis ten-  
ce a n d  ro le  of  apop tos i s  in  e j a c u l a t e d  s p e r m  
cells r e m a i n  con t rove r s i a l .  

Apoptos is  - as d e t e r m i n e d  by  DNA f r a g m e n t a -  
t ion  (TUNEL) a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  ana lys i s  - is 
a b n o r m a l l y  f r e q u e n t  in  t h e  s p e r m  cells of  the  
e j acu l a t e  of  s t e r i l e  m e n  w i t h  c lass ica l  b ioche-  
mica l  a n d  u l t r a s t r u c t u r a l  p a t t e r n .  In  th i s  
review,  we  d i scuss  t he  poss ible  o r ig ins  of  DNA 
d a m a g e  in  e j a c u l a t e d  h u m a n  s p e r m a t o z o a  
a n d  the  c o n s e q u e n c e s  of  DNA d a m a g e  if  the  
apop to t i c  s p e r m a t o z o a  is u s e d  for  ICSI. 

P e r c e n t a g e s  of  DNA f r a g m e n t a t i o n  in  h u m a n  
e j a c u l a t e d  s p e r m  a re  c o r r e l a t e d  w i t h  fert i l i -  
z a t i o n  r a t e s  b o t h  a f t e r  FIV a n d  ICSI.  
D e t e c t i o n  of  DNA f r a g m e n t a t i o n  in  h u m a n  
s p e r m  cou ld  p r o v i d e  a d d i t i o n a l  i n f o r m a t i o n  
abou t  t h e  b i o c h e m i c a l  i n t e g r i t y  of s p e r m  a n d  
m a y  be u s e d  in  f u t u r e  s tud ie s  for  f e r t i l i z a t i on  
fa i lu res  no t  e x p l a i n e d  by  c o n v e n t i o n a l  s p e r m  
p a r a m e t e r s .  However ,  t h e  ana lys i s  of  o t h e r  
m o l e c u l a r  m a r k e r s  of  a p o p t o s i s  (Fas,  
A n n e x i n e  V ...) is n e c e s s a r y  to assess  t h e  role  
of  apoptos i s  in  h u m a n  e j a c u l a t e d  s p e r m  cells. 

Key  w o r d s  : Apoptosis  spermatogenesis - 

sperm - D N A  fragmenta t ion  
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