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RESUME 

Le gene POLG, Iocalisd en 15q24-15q26, code pour la 
sous-unit~ catalytique de I'ADN polymdrase mitochon- 
driale 7. La partie N terminale contient une sdrie de 13 
glutamines dont les 10 premieres sont coddes par une 
r(~pdtition du trinucleotide CAG. Cette rdpdtition de CAG 
est polymorphique, avec un allele majoritaire de 10 CAG 
(pr(~sent dans 87% des cas dans la population g(~n(~rale). 
Rovio et al. ont compar6 le nombre de rdpdtitions des tri- 
plets CAG dans une population d'hommes << contr61e >) 
(population gdndrale), d'hommes fertiles et diffdrentes 
populations d'hommes infertiles ; ils ont observ(~ une 
association entre I'absence de I'all~le normal (correspon- 
dant aux 10 rdp(~titions) et I'infertilit(~ masculine, b I'ex- 
clusion de I'azoospermie. 

Nous avons (~tudid 503 patients infertiles (dont 84 por- 
teurs d 'une microd~l~t ion du chromosome Y) et 90 
t(~moins fertiles et normospermiques. La rdgion conte- 
nant les triplets CAG du g~ne POLG a dtd amplifi~e et I'a- 
nalyse de la tai l le des f ragments a ~t(~ rdalis(~e sur  
sdquenceur. 

L'allble pr(~dominant de 10 rdpdt i t ions de CAG a dt(~ 
retrouvd chez 98,9% des sujets normospermiques et fer- 

ti les de fagon homozygote ou hdtdrozygote (g~notype 
10/10 ou 10/x). Parmi les sujets infertiles, nous avons 
trouv~ 14 patients (3%) ayant b l 'dtat homozygote un 
nombre de r6p~titions different de 10 :dans  6 cas, les 
sujets ont deux alleles mutants identiques (x/x), et dans 
les 8 autres cas, les sujets ont 2 alleles diffdrents (x/y). 

Contrairement a I'dtude de Rovio et al., parmi les 14 
patients homozygotes mutants, deux sont  azoosper- 
miques et un est cryptozoospermique. De m~me, dans 
notre etude, les sujets infertiles sont aussi souvent hdtd- 
rozygotes 10Ix (26,6%) que les sujets fertiles (27%). De 
plus, un sujet homozygote mutant 12/12 a obtenu une 
grossesse spontan~e ; une seconde grossesse est sur- 
venue pendant la pr ise en charge de son infertil it(~ 
secondaire. Un autre sujet ayant une mutation a obtenu 
une grossesse apr~s ICSI, ce qui implique que la muta- 
tion n'aurait pas d'effet nefaste sur le d6veloppement 
embryonnaire et I'implantation. A la diff(~rence de Rovio 
et al., un mutant a 6td trouvd parmi les contr61es fertiles 
(1,1%). 

Nos r~sultats sont les premiers & infirmer ceux de Rovio 
et al. IIs indiquent qu'il s'agit probablernent d'un simple 
polymorphisme. II est possible que les r~sultats pr6sen- 
t~s pr(~c6demment par I'(~quipe de Rovio et al. provien- 
nent d'un biais d'~chantillonnage. 

Mots cl~.s : infertilit6 masculine, ADN mitochondrial, polym6- 
rase gamma 
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I. INTRODUCTION 

Le gene humain POLG, Iocalise en 15q24-15q26, code 
pour la sous-unit~ catalytique de I'ADN polym~rase mito- 
chondriale y (OMIM 174763), qui est la seule polymerase 
de I'ADN mitochondrial (mt) [3]. La partie N terminale 
contient une s~rie de 13 glutamines dont les 10 premieres 
sont codees par une repetition du trinucl~otide CAG situ~e 
dans le premier exon codant du g~ne. Cette r~petition de 
CAG est polymorphique chez I'homme, avec un allele 
majoritaire de 10 CAG (87% dans la population g~n~rale) 
[4, 5]. II est bien ~tabli que les r~p~titions CAG sont impli- 
quees dans diverses pathologies humaines, pathologies 
liees ~1 I'expansion du nombre de r~p~titions CAG. 

Cette r~petition de CAG a ete etudiee dans des situations 
de pathologie mitochondriale, deletions multiples ou deple- 
tion de I'ADN mitochondrial [9, 10]. Seuls quelques cas 
d'ophtalmoplegie externe progressive (OEP) avec d~l~- 
tions multiples de I'ADN mitochondrial ont ete relies ~ des 
mutations faux-sens de POLG (sans modification de la 
r~p~tition des CAG) [6]. L'activit~ POLG est diminuee in 
vitro par certaines mutations faux-sens, mais n'est pas 
modifiee apr~s d~l~tion du motif de polyglutamines [8]. 
Rovio et al ont compare le nombre de r~p~titions des tri- 
plets CAG dans une population d'hommes contr61e (popu- 
lation generale), d'hommes fertiles et differentes popula- 
tions d'hommes infertiles. Leur equipe a observ~ une asso- 
ciation entre I'absence de I'allele normal (correspondant 
aux 10 r~petitions) et I'infertilit~ masculine, a I'exclusion de 
I'azoospermie [7]. Selon cette etude, 9% des infertilites 
masculines, hormis les azoospermies et oligozoospermies 
extremes, seraient dues a cette mutation de POLG. Enfin, 
une ~tude danoise recente impliquerait le polymorphisme 
du g6ne POLG dans I'infertilit~ inexpliquee avec param~t- 
res spermatiques normaux [2]. 

I1. MATERIEL ET METHODES 

1. Patients 

Nous avons 6tudie 503 patients infertiles (dont 84 porteurs 
d'une microd61etion du chromosome Y prealablement iden- 
tifiee) et 90 t~moins sains, f~conds et normospermiques. 
Les temoins provenaient de 7 laboratoires en France ; il 
s'agissait de donneurs de sperme, ou d'homme ayant 
obtenu une grossesse par insemination intra-conjugale ou 
fecondation in vitro pour cause strictement feminine (tubai- 
re par exemple), ou encore de volontaires et enfin de can- 
didats a la vasectomie. 

Un spermogramme, realise pour chaque individu apres 3 
jours d'abstinence, a ~t~ analys6 selon les recommanda- 
tions de I'OMS. Les donnees cliniques et biologiques 
(param6tres du spermogramme, bilan hormonal, biochimie 
du liquide seminal, caryotype) ont permis d'etablir la repar- 
tition suivante : 27% d'azoospermies, 36% d'oligozoosper- 
mie extr6me (< 1 million spz/ml), 22% d'oligozoospermie 
severe (1 ~ 5 millions de spz/ml), 6% d'oligozoospermies 
moderees (5 a 20 millions de spz/ml) et 9% astheno- 
zoospermie et/ou t~ratozoospermie avec numeration nor- 
male. 

Dans le cadre de leur bilan d'infertilite, chaque patient a 
~t~ vu en consultation par un urologue et a beneficie d'une 
~chographie pelvienne et testiculaire. La repartition des 
sujets ~tait homog6ne entre fertiles et infertiles avec une 
majorite de fran(;:ais d'origine caucasienne et une minorit~ 
d'origine nord africaine. L'extraction d'ADN a ~t~ r~alisee 
partir de cellules buccales ou de sang peripherique. 

2. Amplification par PCR 

La r6gion des triplets CAG du gene POLG a ere amplifi6e 
selon les conditions de PCR d6ja publiees (amorces mip51 
et mip33) avec quelques modifications mineures. L'analyse 
de la taille des fragments a 6re r~alisee sur un s~quenceur 
CEQ2000 XL (Beckman Coulter France S.A., Roissy, Fran- 
ce) e ta permis de classer les patients en (i) homozygotes 
pour I'all~le 10-CAG, (ii) homozygotes mutants en cas 
d'absence de I'allele 10-CAG, qu'ils aient deux alleles diffe- 
rents (het~rozygote composite : x/y) ou un seul allele 
(homozygote vrai : x/x), ou (iii) en h~t~rozygotes (10/non 
10) (Tableau 1). 

3. Analyses statistiques 

Les comparaisons ont ete effectu6es pour les variables 
qualitatives par le test du chi2 et le test exact de Fisher 
quand cela 6tait n6cessaire. Une valeur de p inferieure 
0,05 6tait consid~r~e comme significative. 

II1. RESU LTATS 

h, la difference de Rovio et al, [7] un mutant a 6t6 trouve 
parmi les contr61es fertiles (1,1%). Parall~lement, parmi les 
419 patients infertiles idiopathiques (i.e. sans anomalie 
g6n6tique d6pist6e et sans 6tiologie retrouvee), nous 
avons trouv6 12 <~ homozygotes mutants )) ayant & 1'6tat 
homozygote un nombre de r~p~titions diff6rent de 10 
(Tableau 2) : dans 6 cas, les sujets ont deux alleles 
mutants identiques (un 12/12 et cinq 11/11), et dans les 6 
autres cas, les sujets ont 2 alleles differents (trois etaient 
11/12, deux 9/11 et un 6/9). II est int6ressant de noter 
qu'un sujet homozygote mutant 12/12, oligozoospermique 
(4 millions de spz/ml) a obtenu une grossesse spontan6e ; 
une seconde grossesse est survenue pendant la prise en 
charge de son infertilite secondaire. Un autre patient 
<~ homozygote mutant )) a obtenu une grossesse apres 
ICSI, ce qui impliquerait que la mutation n'aurait pas d'effet 
n6faste sur le d6veloppement embryonnaire et rimplanta- 
tion. Un autre patient ~< homozygote mutant )) a vu sa 
numeration spermatique se normaliser apres chirurgie de 
sa varicocele. 

Parmi les sujets presentant une microd~l~tion du chromo- 
some Y, nous avons trouv6 2 patients (2,4%) ayant & I'etat 
homozygote un nombre de r6p6titions diff6rent de 10 : 
dans les 2 cas, les sujets ont 2 alleles differents (x/y). 

L'all61e pr6dominant de 10 repetitions CAG a et~ retrouv~ 
chez 98,9% des sujets normospermiques et fertiles de 
fa~:on homozygote ou het~rozygote (genotype 10/10 ou 
10/x). Ainsi, la fr6quence des ~( homozygotes mutants )) 
6tait de 2,9% parmi les patients infertiles sans etiologie et 
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Tableau 1 : Genotype POLG selon le nombre de rdpdtitions CAG clans les differentes populations masculines. 

"homozygotes fr(~quence 
heterozygotes mutants"(a) attendue des 

Population Total 10/10 (10/non10) (nonl0/nonl0) "homozygotes 
mutants" 

Reference 

Hommes fertiles et 90 65 24 1 
2,2% presente etude normospermiques (100%) (72,2%) (26,7%) (1,1%) 

Hommes infertiles 503 352 137 14 
... (tous) I100%) (70,0%) (27,2%) I2,8%) 2,7% presente etude 

Hommes infertiles 419 296 111 12 
2,5% presente etude sans anomalie genetique depistee (100%) (70,6%) (26,5%) (2,9%) 

Hommes infertiles avec 84 56 26 
microdeletion du chromosome Y (100%) (66,7%) (31,0%) 

2 
(2,4%) 3,4% presente etude 

98 80 18 
Hommes fertiles (100%) (82%) (18%) 0 0,9% Rovio et al. 2001 [7] 

Hommes infertiles : 
99 55 35 9 

selectionnes (excluant 6,3% Rovio et al. 2001 [7] 
azoospermies) (b) (100%) (56%) (35%) (9%) 

Hommes infertiles : 817 Non 30 
Totalite (c) (100%) presente Non presente (3,7%) 

(Finlande, Allemagne, GB) 
Non presente Rovio et al. 2001 [7] 

Hommes non-selectionnes (d) 270 196 70 4 
(Anglais) (100%) (73%) (26%) (1%) 2,1% Rovio et al. 2001 [7] 

Hommes non-selectionnes (d) 118 90 27 1 
(Allemands) (100%) (76%) (23%) (1%) 1,6% Rovio et al. 2001 [7] 

(a) : La frequence attendue des "homozygotes mutants" est obtenue selon la Ioi Hardy-Weinberg & partir de la frequence du genotype homozygote 10 CAG/IOCAG ; 
(b) : Rovio et al. [7] ont selectionnes une population d'hommes infertiles en excluant les azoospermies et les oligozoospermies extr6mes ; 
(c) : Nous avons inclus ces 99 hommes selectionnes clans le total des 817 hommes infertiles de Rovio et al. [7] ; 
(d) : Les individus non selectionnes, d'Allemagne et d'Angleterre n'ont pas ete caracterises selon leur fertilite ou leurs parametres spermatiques. 

sans anomalie genetique depistee (12/419) et plus precise- 
ment de 3,5% et 3,1% chez les patients avec oligozoosper- 
mie et asthenozoospermie. 

II est interessant de souligner que Rovio et al n'ont pas 
observe d'association entre les mutations de POLG et ra- 
zoospermie ou roligozoospermie extreme [7]. Dans notre 
etude, parmi les 14 patients homozygotes mutants, trois 
sont azoospermiques, deux sont cryptozoospermiques et 
deux presentent une oligozoospermie extreme (Tableau 2). 
Enfin, contrairement a Rovio et al [7], nous avons trouve 
une fr6quence similaire d'heterozygotes lO/non 10 
(Tableau 1) chez les sujets infertiles (26,5% ; 111/419) et 
chez les sujets feconds (26,7% ; 24/90). 

Aucun des patients {< homozygotes mutants >> ne presen- 
tait de symptomatologie neuromusculaire, en particulier 
d'ophtalmoplegie. 

IV. DISCUSSION 

Nos resultats suggerent que les repetitions de CAG du 
gene POLG ne jouent aucun r01e significatif dans I'infertilite 
masculine. Premierement, un individu fertile et normosper- 
mique a 6te trouve << homozygote mutant >>. Deuxieme- 
ment, un individu "homozygote mutant" presentant une oli- 
gozoospermie severe a obtenu spontanement deux 
enfants (paternite v6rifi6e genetiquement). De plus, aucu- 
ne difference significative n'a 6te observee (Tableau 1) 
entre les sujets fertiles et infertiles dans la distribution des 

trois genotypes ("homozygote mutant", homozygote 10/10 
et heterozygote). 

Nous n'avons trouve que 12 ~ homozygotes mutants >~ 
parmi les 419 patients infertiles sans etiologie reconnue et 
sans anomalie genetique depistee, ce qui est en contradic- 
tion avec les resultats de Rovio et al [7] dans lesquels 9 
"homozygotes mutants" avaient ete identifies sur 99 hom- 
mes infertiles. Nous estimons que le nombre superieur de 
patients inclus dans notre etude permet d'eviter un biais de 
recrutement. Toutefois, des etudes complementaires res- 
tent n6cessaires pour 61iminer des polymorphismes even- 
tuels en etudiant des individus d'origines geographiques 
diverses. 

Comme nous avons identifi6 comme <~ homozygotes 
mutants >~ 7 patients avec azoospermie, cryptozoospermie 
ou oligozoospermie extreme, il nous semble licite d'inclure 
dans les calculs de frequence toutes les populations 
d'homme infertiles, quels que soient leurs parametres 
spermatiques. Ainsi, si I'on totalise les 817 patients inferti- 
les de I'etude de Rovio et al provenant de Finlande, Alle- 
magne, Grande Bretagne et Irlande [7], la frequence 
d' ~ homozygotes mutants ~ pour leur etude tombe de 9% 
& 3,7%, ce qui est comparable a nos resultats (Tableau 1). 

Dans notre etude, la frequence observee (2,9%) des 
<~ homozygotes mutants ~ parmi les hommes infertiles, est 
proche de la frequence attendue (2,5%), calcul6e suivant 
la Ioi de Hardy-Weinberg, a partir de la frequence des 
homozygotes 10-10. Dans notre population d'hommes fer- 
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Tableau 2 : Phdnotype et gdnotype des 12 hommes infert i les ~ homozygotes mutants ~. 

Patients MES-A BLA.B Y87-C MEL-D MEK-E ZAH.F HAD-G BER-H BAS-I Pe-J MAC-K MOU-L 

Age 39 29 32 36 38 39 36 28 35 32 35 35 

Origine F F F F AK M A F F F F A 
ethnique (a) 

Numeration (b) < 1000 3x106 < 1000 0,012 x106 4x106 0,24 106 0 0 0 7,106 1 lx106 4x106 

Mobilit6 (%)(c) 30 25 60 40 20 15 30 

Formes 61 70 83 94 86 40 
anormales (%) 

FSH UI/Ic (d) ND 4,1 15,9 3,9 5 8,9 16,7 15,1 21,5 15 7,7 10,4 

LH UI/Id (e) ND ND ND 2,9 6,7 6 ND 4,3 7,9 4,7 2,7 4,7 

Testosterone ND 5,89 11,2 17 7,91 2,9 ND 200 ng/dl 5.4 4 3,49 3,69 
ng/mle (f) (libre) 

Inhibine B ng/I (g) ND 103 ND 95 85 15 ND 38 <15 ND ND ND 

Caryotype 46 XY 46 XY 46 XY 46 XY 46 XY 46 XY 46 XY 46 XY 46XY 46 XY 46 XY 46 XY 

Grossesse en 2 ICSI, 
Insemination avec cours apres Non Non '~ Non Non 1 enfant sain pas de 2 grossesses 

Grossesse Non Non sperme de donneur ICSI " par tCSI grossesse spontanees 

Mutation POLG 6-9 9-11 9-11 11-12 11-12 11-12 11-11 11-11 11-11 11-11 11-11 12-12 

(a) : Origine : F = Franc..ais ; AK = Algerien-Kabyle ; M = Marocain ; A = Algerien ; 
(b) : Nombre de sperrnatozdl'des par ml ; 
(r : % de mobilit6 (a+b) selon les recommandations de I'OMS (rapides progressifs + progressifs lents) ; normale > 50% ; 
(d) : FSH normale de 2 a 10 UI/I ; 
(e) : LH normale de 2 ~ 10,9 UI/I ; 
(f) : Testosterone normale de 2,43 a 8,32 ng/ml ; 
(g) : Inhibine B normale > 100 ng/I ; 
ND : Non disponible. 

tiles, la frequence observee d' ~< homozygotes mutants >) 
(1,1%) est inferieure & celle attendue (2,2%), mais cette 
difference est non significative, probablement due a un 
effectif l imite de la populat ion contrele ferti le. Cette 
remarque est ~galement valable pour la population des 98 
hommes fert i les de 1'etude de Rovio et al, o~J aucun 
~< homozygote mutant )) n'avait et6 observe alors que un 
etait attendu [7]. Deux etudes recentes conduites en Italie 
ont donn~ des resultats similaires aux netres, ne montrant 
aucun rele significatif du polymorphisme de POLG dans 
I'infertilit6 masculine [4 ; Guarducci et al : resultats presen- 
tes au Symposium International European Academy of 
Andrology "Genetics of Male Infertility : from Research to 
Clinic", Florence, Italie, 2003]. 

Enfin, si les hommes ~< homozygotes mutants >) avaient 
effectivement une fertilit6 reduite, une reduction progressi- 
ve de ce genotype a travers les g~nerations serait atten- 
due et en I'absence d'un quelconque avantage selectif 
pour les individus heterozygotes, le g~notype ~ homozygo- 
te mutant )) devrait ~tre extr~mement rare de nos jours. 

De plus, nos resultats sont en accord avec I'absence d'ef- 
fet deletere visible sur la replication du genome mitochon- 
drial de la suppression experimentale de la repetition CAG 
[8]. D'ailleurs, le motif glutamine est absent dans les protei- 
nes polg du rat et de la souris, alors qu'une r~petition plus 
courte est retrouvee chez le gorille avec 6 CAG, et chez le 
chimpanz6 avec 4 et 7 CAG (Genebank access numbers 
NM017462, NM053528, AF415155, AF415156, AF415157) 
[1], ce qui est frequemment observe pour d'autres genes. 

Enfin, Iorsque les repetitions CAG sont impliquees dans 
diverses pathologies'humaines, celles-ci sont dues ~ une 
expansion de la repetition CAG. 

En conclusion, notre etude ne confirme aucune relation 
entre le polymorphisme des repetitions CAG dans le gene 
POLG et I'infertilite masculine. 

V, CONCLUSION 

Nos resultats sont les premiers ~ infirmer ceux de 
Rovio et al [7]. IIs indiquent qu'il s'agit probablement 
d'un simple polymorphisme. II est possible que les 
resultats presentes precedemment par I'(~quipe de 
Rovio et al [7] proviennent d'un biais d'(~chantillonna- 
ge. 
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ABSTRACT 

The CAG repeat of mitochondrial DNA polymerase 
gamma (POLG) is not associated with male infertility. 

A French multicentre study 
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The single DNA polymerase gene of mitochondrial 
DNA (POLG) contains a polymorphic CAG repeat in the 
first coding exon. The promising results of a first study 
by Rovio et al. showing that several cases of male 
infertility were related to a "homozygous mutant" 
genotype with a number of CAG repeats differing from 
10, prompted us to conduct a large study on 503 infer- 
tile and 90 fertile men. 

Our results do not confirm any significant relationship 
between the polymorphic CAG repeat in the POLG 
gene and male infertility. 
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