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RESUME 
Les hommes porteurs d'une translocation chromoso- 
mique produisent un pourcentage significatif de sperma- 
tozo'fdes avec une combinaison d6s6quilibr~e de la trans- 
location chromosomique. Dans le but de d6terminer une 
corr61ation entre les anomalies chromosomiques et I'a- 
poptose dans les spermatozo'fdes humains, nous avons 
analys(~ la fragmentation de I'ADN spermatique et la 
segr6gation m6iotique chez des hommes porteurs d'une 
translocation Robertsonienne (13;14). L'6tude a 6t6 r6ali- 
s(~e sur des 6chantillons de spermatozoi"des provenant de 
12 hommes porteurs d'une translocation Robertsonienne 
(13;14) et de 9 hommes f6conds ayant un caryotype nor- 
mal. La s(~gr(~gation m(~iotique des chromosomes 13 et 14 
a ~t~ analys6e par hybridation in situ fluorescente double 
couleur avec des sondes d'ADN sp~cifiques des chromo- 
somes 13 et 14. L'apoptose dans les spermatozoi"des a 
(~t6 analys~e par la technique TUNEL in situ. L'6tude de la 
s~gr~gation m6iotique a montr~ une fr~quence moyenne 
de 15,9% de spermatozo'l'des d(~s6quilibr~s pour les 
chromosomes 13 et 14 chez les hommes porteurs de la 
translocation Robertsonienne (13;14) significativement 
diff6rente de la fr6quence moyenne de 1,3% observ~e 
dans la population contr61e (p=0,00016). L'etude de I'a- 
poptose a montr6 un pourcentage moyen de fragmenta- 
tion de I'ADN spermatique significativement plus ~lev6 
chez les hommes porteurs de translocations (34,9 %) par 
rapport a la population contr61e (13,8 %) (p = 0,0036). 
Cette augmentation de I'apoptose a ~t6 observ~e dans 
des spermatozoYdes o~ il existe une augmentation des 
d~s(~quilibres chromosomiques pour les chromosomes 
13 et 14 avec cependant une predominance des formes 
~quilibr6es en comparaison au risque th6orique de la 
segregation m6iotique. Ces r6sultats sugg~rent que I'a- 
poptose pourrait intervenir comme m6canisme regulateur 
dans 1'61imination des spermatozoi"des ayant un d6s6qui- 
libre chromosomique chez les hommes porteurs d'une 
translocation chromosomique. 

Mots Cl~s : apoptose, segr6gation meiotique, translocafion, 
FISH, TUNEL 

I. INTRODUCTION 

L'infertilit6 touche dans les pays industrialists 15% des 
couples [5]. L'infertilite est d'origine strictement feminine 
dans 36% des cas, d'origine strictement masculine dans 
21% des cas, d'origine mixte dans 25% des cas et inexpli- 
qu~e dans 18% des cas. 

L'infertilit6 masculine est associ~e le plus souvent ~ des 
alterations des parametres spermatiques. Les anomalies 
spermatiques peuvent ~tre dues & des causes infectieu- 
ses, environnementales, traumatiques, malformatives et 
g6n6tiques. Diff6rentes etiologies g6n6tiques de I'infertilit~ 
masculine ont 6t6 decrites telles que les mutations du 
gene CFTR, le syndrome de Klinefelter, les translocations 
chromosomiques et les microdel6tions du chromosome Y. 
Chez les hommes infertiles, la fr6quence des anomalies 
chromosomiques est augmentee [9]. Parmi ces anomalies 
chromosomiques, les translocations Robertsoniennes et 
les anomalies des gonosomes sont les plus fr6quentes. 
Les hommes porteurs d'une translocation produisent un 
pourcentage significatif de spermatozoTdes avec une com- 
binaison d6s6quilibree de la translocation, & I'origine d'un 
risque plus ou moins important de des6quilibre pour leur 
descendance. 
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L'etude cytogenetique des spermatozo'ides humains a ete 
possible tout d'abord grace a la methode de fecondation 
heterospecifique d'ovocytes de hamster par des spermato- 
zoi'des humains [23]. Neanmoins, par fecondation hete- 
rospecifique, le nombre de cellules analysees est generale- 
ment peu important. De plus, I'oligoasthenoteratozoosper- 
mie (OAT) des patients souvent associee ~ la translocation 
chromosomique rend difficile la mise en oeuvre de cette 
technique. Le developpement des techniques d'hybridation 
in situ fluorescente avec des sondes chromosomiques per- 
met d'analyser un nombre plus important de spermatozoi"- 
des sans le biais de la fecondation [10]. L'etude cytogene- 
tique des spermatozoides des hommes porteurs de trans- 
location permet d'analyser les differents modes de segre- 
gation meiotique de la translocation et de determiner les 
taux de spermatozoi'des equilibres et desequilibres [7]. Ces 
etudes permettent une meilleure comprehension du pro- 
cessus meiotique et un conseil genetique plus precis pour 
les couples porteurs de translocation chromosomique desk 
rant un enfant. 

Actuellement, les mecanismes qui determinent la qualite 
genetique des gametes sont peu connus. Certains facteurs 
genetiques tels que I'apoptose peuvent ~tre impliques dans 
le processus meiotique dans les cellules germinales. Des 
etudes ont montre que I'apoptose constitue un des princi- 
paux mecanismes physiologiques de regulation durant la 
spermatogenese chez les Mammiferes [22, 25]. L'apoptose 
est declenchee par differents stimuli et se traduit au niveau 
cellulaire par une activation d'une cascade enzymatique, la 
vole des caspases, endonucleases qui generent des frag- 
ments d'ADN double brin de 200 paires de bases, presen- 
tant des extremites 3'-OH libres. L'apoptose dans le sperme 
humain peut ainsi ~tre etudiee par la detection des frag- 
ments de I'ADN spermatique [26]. Chez la souris, des frag- 
mentations de I'ADN sent physiologiquement presentes 
certains stades de la spermatogen~se et ne sont plus obs- 
ervees Iorsque la protamination est achevee [24]. La pre- 
sence de coupures de I'ADN dans les spermatozoi'des eja- 
cules serait le reflet d'une spermatogenese anormale. Par 
la methode TUNEL, une augmentation de spermatozoi'des 
avec ADN fragmente est observee dans des populations 
d'homme infertiles [8, 11, 15, 26, 28]. 

L'etude de I'apoptose dans les testicules de verrats porteurs 
d'une translocation chromosomique (X;14) a montre une 
atteinte pr~ponderante des spermatocytes [14]. Etant 
donne que I'appariement des chromosomes transloques 
apparaTt normal, les auteurs suggerent que I'atteinte du pro- 
cessus meiotique serait due a I'invalidation par la translo- 
cation d'un gene implique dans I'apoptose [14]. Dans un 
modele souris porteurs de translocations Robertsoniennes, 
Eaker et al. [4] ont montre une correlation entre I'apoptose 
et les anomalies chromosomiques dans les spermatocytes, 
suggerant un rele de I'apoptose pour I'elimination des cellu- 
les germinales anormales. Recemment, Modi et al. [18] ont 
observe une augmentation de I'apoptose des cellules ger- 
minales par la technique TUNEL dans les gonades foetales 
humaines avec aneuploidies des chromosomes sexuels. 
Les translocations chromosomiques chez I'Homme sont 

responsables de la formation de gametes desequilibres 
significativement plus importante que la population avec un 
caryotype normal. Ces translocations chromosomiques 
peuvent donc etre utilisees comme un modele d'etude de 
processus meiotiques pathologiques chez I'Homme. 

Ainsi, dans le but de determiner une correlation entre les 
anomalies chromosomiques et I'apoptose dans les sperma- 
tozoides humains, nous avons analyse la fragmentation de 
I'ADN spermatique et la segregation meiotique chez des 
hommes porteurs d'une translocation Robertsonienne 
(13;14) et chez des hommes fertiles a caryotype normal. 

I1. M A T E R I E L S  ET M E T H O D E S  

1. Sujets 

Douze hommes porteurs de translocation chromosomique 
Robertsonienne entre les chromosomes 13 et 14 ont ete 
inclus dans cette etude. Leur caryotype etait 
45,XY, der(13;14)(q10;10). L'~ge moyen de ces 12 hommes 
etait de 33,9 + 3,85 ans (26 a 41 ans). Ces hommes ont 
consulte pour infertilite et diagnostic genetique pre-implan- 
tatoire dans notre centre de Medecine et Biologie de la 
Reproduction. Trois de ces hommes avaient 6te a I'origine 
de fausse-couches survenues apres grossesses naturelles 
et les neuf autres hommes avaient beneficie d'assistance 
medicale a la procreation (de 1 ~ 4 tentatives avec fecon- 
dation par ICSI), sans grossesse chez la conjointe. Aucun 
de ces couples n'avaient d'enfants vivants. 

Neuf hommes feconds ayant un caryotype normal (46,XY) 
et des caracteristiques spermatiques normales selon I'OMS 
[27] ont ete utilises comme population contrSle. L'&ge 
moyen de ces 9 hommes etait de 34,6 + 5,2 ans (28 ~ 44 
ans). Tous ces hommes ont ete a I'origine d'une grossesse 
dans les deux annees precedentes. Ces hommes etaient 
les conjoints de femmes conductrices de maladies gene- 
tiques pour lesquelles un diagnostic genetique pre-implan- 
tatoire a ete realise. 

2. Caract~ristiques spermatiques 

Awes recueil du sperme par auto-masturbation dans un 
receptacle sterile et liquefaction a temperature ambiante, 
les parametres spermatiques suivants ont ete analyses, 
selon les recommandations de I'OMS [27] : volume et pH de 
1'ejacul~t, concentration, mobilite progressive rapide, lente 
et non progressive et vitalite des spermatozoides. La 
morphologie des spermatozo'fdes a ete analysee selon la 
classification de David et al. [3] apres coloration de Schorr. 

3. Etude de la fragmentation de I 'ADN spermatique 

La fragmentation a ~te analysee dans les spermatozoTdes 
ejacules par la technique TUNEL (Terminal deoxynucleoti- 
dyl transferase-mediated fluorescein-dUTP nick end labe- 
ling) en utilisant le kit Apoptosis in situ (Roche, Meylan, 
France). 

L'ejacul~t a ete mis en suspension dans 5 ml d'une solution 
hypotonique de KCI, 5,65 g/I eta ete place a 37~ pendant 
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20 minutes. Apres centrifugation (5 minutes, 300 g) le culot 
a 6te remis en suspension dans 5 ml de fixateur. Dix micro- 
litres de la suspension de spermatozofdes ont ete etales sur 
une lame de verre Superfrost (Mentzel, Braunschweig, 
Allemagne). Les lames ont et~ lavees trois fois dans un 
tampon Phosphate Buffered Saline (PBS) 1X, pH 7 et 
sechees a rair. Les solutions contenant I'enzyme Terminal 
desoxyribonucleotid Transferase (TdT) (Roche, Meylan, 
France) et les nucleotides marques ont ete depos~es sur 
les spermatozofdes, puis les lames ont ete recouvertes 
d'une lamelle et placees dans une chambre humide a 37 ~ C 
et ~ I'obscurite pendant une heure. Les lames ont ete ensui- 
te lavees trois fois dans une solution de PBS 1X. Les 
noyaux des spermatozoides ont et~ contre-colores avec 
une solution de 4',6-diamino-2-phenyl indole (DAPI). 

Pour chaque analyse, un contrele positif et un contrele 
negatif de la fragmentation de I'ADN ont ete realises. Le 
contrSle positif etait constitue d'une lame oQ les spermato- 
zoides ont ete incubes avec une solution enzymatique de 
DNAse I l mg/ml (DNAse I, Roche, Meylan, France) pen- 
dant 30 minutes & temperature ambiante avant realisation 
de la technique TUNEL. Le contrSle negatif etait constitu6 
d'une lame sur laquelle seuls les nucleotides fluorescents 
ont ~t~ deposes. La lecture de la fragmentation de I'ADN a 
ete realisee en microscopie ~ ~pifluorescence avec un filtre 
specifique pour la fluoresceine. Seuls les noyaux presen- 
tant une fluorescence verte intense ont ete comptabilis~s 
comme positifs (Figure 1). Le pourcentage de fragmenta- 
tion d'ADN a et~ defini comme le rapport du nombre de 
spermatozo'ides fragmentes sur le nombre total de sperma- 
tozofdes analyses. Le pourcentage de spermatozofdes pre- 
sentant un ADN fragmente a ete calcule & partir de ranaly- 
se de 1000 spermatozofdes quand les parametres sperma- 
tiques le permettaient. 

4. Etude de la segr(~gation meiotique 

Dix microlitres de la suspension de spermatozofdes ont ete 
etales sur une lame de verre Superfrost (Mentzel, 
Braunschweig, Allemagne). Les noyaux spermatiques ont 
ete decondenses dans une solution de NaOH 1 N pendant 
deux minutes a temperature ambiante. Les lames ont ete 
ensuite lavees deux fois dans une solution Standard Saline 
Citrate (SSC) 1X pendant 5 minutes ~ temperature ambian- 
te puis deshydratees dans trois bains successifs d'ethanol 
de 70 ~ 85 ~ et de 100 ~ pendant deux minutes chacun 
temperature ambiante. 

Une hybridation in situ fluorescente (FISH) double couleur 
a ete realisee en utilisant des sondes d'ADN specifiques 
des chromosomes 13 et 14. Ces sondes ont ete preparees 

partir de clones de chromosomes artificiels de bacteries 
(BAC). Pour le chromosome 13, les sequences d'ADN 
6talent Iocalisees en 13q34 (163C9, 98F14, 391H12, 
230F18, 245Bll). Pour le chromosome 14, les sequences 
d'ADN etaient Iocalisees en 14q32 (982M15, 44N21, 
417P24, 1087P8, 158A2). Le marquage des sondes a ete 
realise par nick translation avec la fluoresceine 12 d-UTP 
(Roche) pour le chromosome 13 et avec la Rhodamine 6- 
dUTP (Roche) pour le chromosome 14. Dix microlitres de 

sondes chromosomiques ont ete deposes sur les prepara- 
tions de spermatozoides. La denaturation de I'ADN sper- 
matique et des sondes chromosomiques a ete realisee 
simultanement & 73~ pendant 3 minutes. 

Les lames ont ete ensuite hybridees dans une chambre 
humide ~ I'obscurite & 37 ~ C pendant 15 heures. Les lamel- 
les ont ete ensuite retirees et les lames ont ete lavees dans 
une solution de 0,4 X SSC/0,3% IGEPAL pH 7 a 73~ pen- 
dant deux minutes et dans une solution de 2 X SSC/0,1% 
IGEPAL pH 7 ~ temperature ambiante pendant trente 
secondes. Les noyaux spermatiques ont ete contre-colores 
avec une solution de DAPI. 

Les lames ont ete analysees en microscopie ~ epifluores- 
cence avec des filtres specifiques pour la fluoresceine, la 
rhodamine et le DAPI. Pour chaque sonde chromosomique, 
1000 noyaux spermatiques ont ete analyses Iorsque la 
concentration de spermatozo)'des le permettait. L'analyse 
des signaux fluorescents a ete realisee selon les criteres de 
Martin et Rademaker [16]. Un spermatozofde etait conside- 
re comme disomique s'il montrait deux signaux fluorescents 
de la meme couleur, intensite et taille. L'absence d'un signal 
fluorescent pour un chromosome etait interprete comme 
nullisomique seulement si I'autre sonde chromosomique 
donnait un signal fluorescent. 

5. Analyses statistiques 

Compte-tenu du nombre d'indMdus dans chaque groupe 
(inferieur ~ 30), un test non parametrique de Kruskal-Wallis 
a ete utilise pour comparer les moyennes des concentra- 
tions, mobilite, morphologie des spermatozofdes, des pour- 
centages de fragmentation de I'ADN et des pourcentages 
de formes monosomiques 13 et 14 entre le groupe des 
hommes porteurs de translocations et le groupe des hom- 
mes contrSles. Les differences etaient considerees comme 
significatives quand la valeur de la probabilit6 etait inferieu- 
re & 0,05. 

III. RESU LTATS 

1. Caractdristiques spermatiques 

Le volume moyen de 1'6jacul~t n'est pas significativement 
different entre les deux groupes (4,4 ml + 3,8 versus 4,1 ml 
+ 2,5) mais la concentration, la mobilit6 et la morphologie 
typique des spermatozofdes sont significativement' plus 
basses chez les hommes porteurs de translocation (Figure 
2). Selon les criteres de I'OMS, dans le groupe des homme 
porteurs de translocation, seul un patient ne presentait pas 
d'oligozoospermie. Trois hommes presentaient une oligo- 
zoospermie moderee (respectivement 5,0, 2,6 et 4 x 106 
spermatozoi'des/ml) et 8 hommes presentaient une oligo- 
zoospermie extreme (0,005 a 1,15 x 106 spermatozo'f- 
des/ml). Tousles hommes porteurs de translocations pre- 
sentaient une asthenozoospermie. Dix hommes porteurs de 
translocation presentaient une teratozoospermie. Aucun 
des hommes porteurs de translocation ne presentait un 
sperme normal. 
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Figure 1 : Analyse des spermatozoYdes par la technique 
TUNEL. Les spermatozordes ayant une fragmentation de 
I'ADN prdsentent une fluorescence verte 

75,6 
! 
1 

33,3 T 

Volume de l'6jaculat Concentration Mobilit6 progr~sive Morphologie typique 
(ml) Spermat ozoides (%) (%) 

(M/ml) 

Figure 2 : Comparaison des caract~ristiques sperma- 
tiques des hommes porteurs de translocation (13 ;14) 
(colonne violette) et dans la population contr61e (colonne 
verte). 

2. Fragmentation de I'ADN 

Le pourcentage de fragmentation de I'ADN spermatique est 
significativement plus eleve chez les hommes porteurs de 
translocations (34,9 + 20,2 versus 13,8 + 7,7 ; p = 0,0036). 
II existe une correlation negative (r = - 0,45) entre le pour- 
centage de fragmentation de I'ADN spermatique et la 
concentration de spermatozoides (Figure 3). 

3. Segr6gation mdiotique 

Un spermatozoTde equilibre correspondait a un spermato- 
zoide avec une monosomie 13 et une monosomie 14 
(Figure 4). Un spermatozoTde desequilibr6 correspondait 
un spermatozo'ide avec une nullisomie ou une disomie pour 
I'un des chromosomes 13 et 14 (Figure 4). La proportion de 
spermatozoides desequilibres pour les chromosomes 13 et 
14 est significativement plus importante chez les hommes 
porteurs de translocations (13 ; 14) par rapport a la popula- 
tion contrSle (15,9 + 4,25% versus 1,3 + 0,6% p=0,00016). 

IV. DISCUSSION 

Dans cette 6tude, la s~gregation meiotique des chromoso- 
mes 13 et 14 et ia fragmentation de I'ADN spermatique ont 
6te analysees dans une serie de 12 translocations 
Robertsoniennes (13;14). Une segregation meiotique liable 
des chromosomes est essentielle pour une reproduction 
normale. Des erreurs dans la segregation des chromoso- 
mes au cours des deux divisions meiotiques peuvent 
conduire ~ la perte des gametes, a une hypofertilit6 ou 
des anomalies chromosomiques dans la descendance. 

L'etude de la s6gr6gation meiotique a montre une frequen- 
ce moyenne de 15,9% de spermatozoi'des desequilibres 
pour les chromosomes 13 et 14 chez les hommes porteurs 
de translocation Robertsonienne (13;14). Cette fr6quence 
est significativement plus importante que celle observ6e 
clans la population contrSle. Cette augmentation des aneu- 
ploidies des chromosomes 13 et 14 est probablement majo- 
ritairement due a une malsegegration de la translocation 
(13;14). Pour I'~tude des chromosomes 13 et 14 par FISH, 
nous avons utilis6 des sondes g~nerees & partir de plu- 
sieurs BAC contigus pour chaque chromosome. Ceci nous 
a permis d'obtenir des signaux d'hybridation intenses dans 
les noyaux spermatiques et une probabilite tres faible de 
non hybridation (<5%). Concernant le protocole d'hybrida- 
tion nous avons simplifi6 I'etape de denaturation en reali- 
sant une denaturation simultanee des sondes chromoso- 
miques sur les noyaux spermatiques. 

Les resultats publies pour 11 translocations 
Robertsoniennes (13;14) ont montre des taux de desequili- 
bre chromosomique variant de 6% & 26,4% [6, 7, 17, 19, 20, 
21]. Trois translocations (13; 14) ont 6t6 6tudi6es par fecon- 
dation in vitro heterospecifique [17, 20, 21]. Le faible nom- 
bre de spermatozoi"des analyses au total pour ces trois etu- 
des (n = 240) et le biais de la selection de spermatozo'(des 
f6condants pour la fecondation in vitro ne permettent pas de 
donner une observation exacte de la segregation meio- 
tique. L'utilisation de I'hybridation in situ avec des sondes 

189 ........... 



(yo 
. - ,  i 
~, 7 0 '  1, 

",~ 6o~ 

Z I�9 
r~ 
< 4 0 '  
7--, 

: 30  ~ �9 

20 �9 

!. " 
10- �9 , , " ~ .  

0 ~  

50 100 150 

Concentration des spermatozo,des (M/ml) 

200 

It 

I )  

Figure 3 : Pourcentage de fragmentation 
de I'ADN spermatique en fonction de la 
concentration des spermatozoi'des. 

Figure 4 : Hybridation in situ fluorescen- 
te double couleur avec des sondes 
d'ADN sp~cifiques du chromosome 13 
(vert) et du chromosome 14 (rouge) sur 
noyaux spermatiques. A) spermatozor- 
des dquilibr~s (monosomie 13, monoso- 
mie 14) ; B) la fl~che indique un sperma- 
tozo'(de d~s~quilibr~ avec une monoso- 
mie 13 et une disomie 14 ; 
C) la fl~che indique un spermatozoTde 
d~sdquilibr~ avec une monosomie 14 et 
une nullisomie 13 ; D) spermatozo'(de 
dds~quilibr~ avec une disomie 13 et une 
disomie 14. 
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Figure 5 : Schema thdorique de la sdgrd- 
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Robertsonienne (13;14). 
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specifiques des chromosomes 13 et 14 autorise I'etude d'un 
grand nombre de spermatozoYdes permettant une evalua- 
tion plus precise des differents modes de segregation meio- 
tique. Dans notre etude, il existe une certaine homogeneite 
des desequilibres chromosomiques dans les spermatozoT- 
des d'hommes porteurs de la translocation (13; 14). Ces fie- 
quences observees sont inferieures aux frequences theo- 
riques attendues (Figure 5) avec une predominance de for- 
mes equilibrees suggerant une elimination des cellules ger- 
minales anormales. 

Dans notre etude, nous avons observe une augmentation 
significative de I'apoptose dans les spermatozoi'des d'hom- 
rues porteurs de translocations Robertsoniennes (13;14) 
par rapport a la population contrSle. Plusieurs techniques 
peuvent etre utilisees pour evaluer I'apoptose au niveau 
cellulaire (COMET, TUNEL, Sperm Chromatin Structure 
Assay). Les techniques utilisant la cytometrie en flux n'e- 
taient pas adaptees a la faible concentration de spermato- 
zo'fdes des hommes porteurs de translocations. Nous 
avons donc mis au point la technique TUNEL in sfu sur 
spermatozoi'des qui permet d'evaluer la fragmentation de 
I'ADN au niveau d'une cellule unique. Dans notre raise au 
point, une des difficultes etait de definir un spermatozo'fde 
avec un ADN fragmente. En effet, & cote des spermatozof- 
des montrant une fluorescence verte intense, certains sper- 
matozo'fdes avaient une fluorescence verte tres faible ou 
partielle. Dans notre etude nous avons comptabilise comme 
positifs avec la technique TUNEL les spermatozo'fdes mon- 
trant une fluorescence verte intense comme decrit par 
Barroso et al. [1]. 

Nos resultats montrent une activation du processus apop- 
totique dans les testicules d'hommes porteurs de transloca- 
tions Robertsoniennes (13;14). Ceci pourrait suggerer un 
rSle de I'apoptose pour eliminer les cellules germinales des- 
equilibrees. Dans les souris males porteuses de transloca- 
tions Robertsoniennes, Eaker et al. [4] suggerent que la 
malsegregation de la translocation est responsable d'un 
mauvais alignement des chromosomes au niveau du 
fuseau metaphasique activant ainsi un mecanisme de 
contrSle declenchant i'apoptose. Pendant la spermatogene- 
se, I'apoptose est un regulateur physiologique qui intervient 

plusieurs stades. En phase pre-pub~re, une vague mas- 
sive d'apoptose survient chez les Mammiferes [13]. Des 
anomalies de cette vague d'apoptose peuvent 6tre & I'origi- 
ne d'infertilite & I'~ge adulte. Cette vague d'apoptose aurait 
pour but d'etablir le ratio optimum entre les cellules de 
Sertoli et les cellules germinales. En pathologie humaine, 
Gandini et al. [8] ont montre que le pourcentage de cellules 
germinales en apoptose chez les sujets normaux est signi- 
ficativement plus bas que ceux observes chez les hommes 
atteints d'OAT. Benchaib et al. [2] ont montre recemment 
que la fragmentation de I'ADN par methode TUNEL dans 
des spermatozofdes prepares en vue d'une tentative de 
fecondation in vitro est augmentee Iorsque les caracteris- 
tiques spermatiques sont anormales (concentration, mobili- 
te, morphologie). Dans notre etude, il existe une correlation 
negative entre la fragmentation de I'ADN spermatique et la 
concentration des spermatozofdes. Ceci est semblable aux 

resultats obtenus chez les hommes infertiles presentant 
une OAT dont la fragmentation de i'ADN a et6 etudiee par 
la methode TUNEL [8, 12]. 

Dans ce travail, nous avons montre qu'il existait une aug- 
mentation significative de I'apoptose dans les spermatozo'f- 
des d'hommes porteurs de translocations Robertsoniennes 
(13;14). Cette augmentation de I'apoptose est observee 
dans des spermatozo'fdes oQ il existe une augmentation 
des d6sequilibres chromosomiques pour les chromosomes 
13 et 14 avec cependant une pr6dominance des formes 
equilibrees. Ces resultats pourraient suggerer que I'apopto- 
se jouerait un r61e dans I'elimination des cellules germina- 
les d6sequilibrees. 

D'autres types de translocations Robertsoniennes sont 
donc necessaires & etudier. En effet, bien que les chromo- 
somes soient differents, la segregation meiotique des 
chromosomes se fait de la meme fas a partir d'un triva- 
lent. Ainsi, les resultats obtenus pourraient permettre de 
relier I'apoptose a la figure meiotique ou aux chromosomes 
impliques dans la translocation. 

L'etude de I'apoptose dans les translocations reciproques 
generant des desequilibres chromosomiques partiels dans 
les spermatozo'fdes pourrait aussi nous permettre de mett- 
re en evidence une eventuelle association avec certaines 
regions chromosomiques. 

L'identification des mecanismes genetiques par lesquels les 
cellules germinales contenant des anomalies chromoso- 
miques sont eliminees par le processus apoptotique pour- 
rait aider & la prevention de la transmission d'anomalies 
chromosomiques a la descendance. 
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ABSTRACT 

Apoptosis and meiotic segregation in sperm from men 
with chromosomal translocations 

Anne LE DU, Marc LELORC'H, Nelly FRYDMAN, Moncef 
BENKHALIFA, Serge ROMANA, Michel VEKEMANS, Ren(~ 

FRYDMAN, Gerard TACHDJIAN 

Men with a chromosomal translocation produce a signifi- 
cant percentage of unbalanced spermatozoa. In order to 
determine a correlation between chromosomal anomalies 
and apoptosis in human sperm, we analysed DNA frag- 
mentation and meiotic segregation in sperm from men 
with a (13;14) Robertsonian translocation. We studied 
sperm from 12 (13;14) translocation carriers and 9 proven 
fertile men with a normal karyotype. Meiotic segregation of 
chromosomes 13 and 14 was analysed using dual-colour 
fluorescence in situ hybridization with locus-specific pro- 
bes for chromosomes 13 and 14. Apoptosis in spermato- 
zoa was measured by in situ TUNEL assay. The meiotic 
segregation study showed a significantly increased fre- 
quency of unbalanced spermatozoa for chromosomes 13 
and 14 in (13;14) carriers (15.9%) compared to the control 
population (1.3 %) (p=0.00016). The study of apoptosis 
showed an increase of DNA fragmentation in (13;14) car- 
riers (34.9%) compared to the control population (13.8%) 
(p = 0.0036). This increased apoptosis was observed in 
spermatozoa presenting an increase of unbalanced 
chromosomal anomalies concerning chromosomes 13 
and 14, but with a predominance of balanced spermatozoa 
compared to the theoretical risk of meiotic segregation. 
These results suggest that apoptosis could be involved as 
a regulatory mechanism to eliminate unbalanced chromo- 
somal spermatozoa in men with a (13;14) Robertsonian 
translocation. 

Key words: apoptosis, meiotic segregation, translocation, 
FISH, TUNEL 
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