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RESUME 

Les androgenes sont des hormones st6roi'des 
m&les n6cessaires a 1'6tablissement et au maintien 
de la spermatogenese. IIs agissent par I'interm6- 
diaire d'un r6cepteur specifique appartenant & la 
superfamille des r6cepteurs nucl6aires. Le r6cep- 
teur des androg~nes comporte un domaine N-termi- 
nal de transactivation qui a la particularit6 de pr6- 
senter un polymorphisme de r6p6tition de triplets 
CAG codant pour des polyglutamines. Cette r6gion 
est impliqu6e dans la maladie de Kennedy, maladie 
neurod6g6n6rative avec infertilit6 et d6faut de mas- 
culinisation. Certaines 6tudes rdcentes ont montr6 
une corr61ation entre le nombre de CAG et la fertili- 
t6 masculine, correlation qui n'a pas 6t6 retrouv6e 
par d'autres 6quipes. Le but de ce travail a 6t6 de 
preciser si une mosa'l'que tissulaire entre le sang et 
le sperme, d6crite dans de nombreuses maladies 
r6p6tition de triplets, pouvait 6tre retrouv6e chez 
des hommes infertiles et ~tre responsable des dis- 
cordances observ6es dans la litt6rature quant ~ la 
relation infertilit6 - nombre de triplets. La Iongueur 
des r6p6titions CAG des cellules sanguines et ger- 
minales (6jaculat, biopsies) a 6t6 mesur~e chez 36 
patients oligo ou azoospermiques et 15 t6moins. 
Une corr61ation entre I'augmentation de la taille des 
repetitions de triplets CAG dans I'exon 1 du g6ne du 
recepteur des androg&nes et une diminution du 
nombre total de spermatozdides produits par ~jacu- 
lat a 6t6 retrouv6e, mais aucune mosa'ique tissulai- 
re entre sang et sperme n'a pu ~tre mise en eviden- 
ce dans la population 6tudi6e. 

Mots cl~s : r#.p~titions de triplets CAG, r~.cepteur 
des androg~nes, infertilit~ masculine idiopathique. 

I. I N T R O D U C T I O N  

Les androg~nes agissent par l'intermEdiaire d'un rEcepteur 
localis6 dans le cytoplasme des cellules cibles. Le rEcep- 
teur des androg~nes (RA) n'a jusqu'h present pas 6tE 
retrouv6 dans les cellules germinales malgr6 des Etudes 
immunohistochimiques tr~s sensibles. I1 a 6t6 localis6 au 
niveau testiculaire dans les cellules de Leydig, les cellules 
pEritubulaires et dans les cellules de Sertoli mais 6gale- 
ment au niveau des cellules de l'Epididyme, des canaux 
dEfErents et des vEsicules sEminales [17]. Ce rEcepteur 
appartient h la superfamille des rEcepteurs nuclEaires qui 
comprend notamment les rEcepteurs des hormones stE- 
roi'des (gluco et minEralocortico~des, oestrog~nes et pro- 
gestErone) ainsi que les rEcepteurs des hormones thyro'f- 
diennes et de l' acide rEtinoique [ 11 ]. S a structure est sem- 
blable h celle des autres rEcepteurs nuclEaires et comporte 
un domaine N-terminal d' activation de la transcription, un 
domaine central de liaison h I'ADN tr~s conserve au sein 
de la superfamille des rEcepteurs stEro'fdiens, un domaine 
de signalisation nuclEaire et enfin un domaine C-terminal 
responsable de la liaison h l'hormone [14]. 

Le g~ne du RA est localisE sur le bras long du chromoso- 
me X en Xqll-ql2.  I1 s'Etend sur environ 90 kb et com- 
porte 8 exons. Plus de 300 mutations ponctuelles ont EtE 
dEcrites sur ce rEcepteur [8] entra~nant le plus souvent un 
syndrome d'insensibilitE aux androgbnes ; elles sont res- 
ponsables d'environ la moitiE des cas de pseudoherma- 
phrodisme masculin [ 15]. 
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Le g~ne du RA contient une s6quence polymorphe de tri- 
plets CAG codant pour des polyglutamines au niveau du 
premier exon. Dans la population normale, le nombre de tri- 
plets CAG varie entre 11 et 38. Une expansion de plus de 
40 r6p6titions entraine une maladie de Kennedy ou atrophie 
musculaire spino-bulbaire r6cessive li6e h I'X. Cette mala- 
die, li6e h la neurod6g6n6rescence des motoneurones, asso- 
cie une faiblesse musculaire proximale qui apparait pro- 
gressivement chez l'homme entre 30 et 40 ans, une oligo ou 
azoospermie, un d6faut de masculinisation, une atrophie 
testiculaire et une fertilit6 r6duite [10]. D'autres maladies 
sont dues h une expansion de triplets diff6rents des CAG 
comme par exemple le syndrome de I'X fragile (CCG), 
1' ataxie de Friedreich (GAA) ou encore la dystrophie myo- 
tonique de Steinert (CTG) [ 1]. La caract6ristique commune 
de toutes ces maladies est la pr6sence d'expansions de tri- 
plets et l'instabilit6 de ces s6quences qui peut 8tre mitotique 
et m6iotique. C'est cette instabilit6 m6iotique, le plus sou- 
vent croissante lors de la transmission de la mutation d'une 
g6n6ration h la suivante, qui est h l'origine du ph6nom~ne 
d' anticipation avec s6v6rit6 plus marqu6e et apparition plus 
pr6coce des signes de la maladie dans la descendance. A 
l'inverse, une contraction de la r6p6tition CAG dans le g6ne 
du RA est 6pid6miologiquement associ6e h une augmenta- 
tion du risque de cancer de la prostate qui est une tumeur 
androg6no-d6pendante [6]. 

Des 6tudes r6centes ont 6voqu6 une association entre l'in- 
fertilit6 masculine idiopathique et l'expansion du nombre 
de triplets CAG [3, 12, 19]. N6anmoins cette hypoth~se a 
6t6 infirm6e par d'autres travaux [2, 7, 9, 16]. Une des rai- 
sons de la discordance entre ces travaux, outre des diff6- 
rences possibles dans le mode de recrutement des patients, 
pourrait 8tre l'existence d'une mosa'fque tissulaire dans le 
nombre des r6p6titions CAG entre les cellules somatiques 
sur lesquelles tousles auteurs ont r6alis6 leurs 6tudes, et les 
cellules germinales. Le but de ce travail a donc 6t6 de pr6- 
ciser la corr61ation entre infertilit6 masculine et longueur 
des triplets CAG d'une part, et de rechercher une 6ventuel- 
le mosa'fque germinale d' autre part en comparant la taille de 
la zone d'expression CAG entre les cellules somatiques et 
germinales (spermatozoades ou cellules testiculaires). 

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

1. Patients 

Les sujets recrut~s pour cette 6tude ont 6t6 au nombre de 51, 
r6partis en 19 patients oligozoospermiques mod6r6s, 17 
patients oligozoospermiques s6vbres ou azoospermiques et 
15 t6moins normospermiques (Tableau 1). Patients et 
t6moins ont 6t6 inform6s du contenu de l'6tude et ont sign6 
un consentement 6clair6. Les patients ont 6t6 recrut6s lors 
d'une consultation pour infertilit6 masculine. Le crit~re 
d'inclusion a 6t6 l'existence d'une oligozoospermie inf6- 
rieure h 20 millions de spermatozoades par ml d'origine 
idiopathique. Les t6moins ont 6t6 recrut6s parmi les couples 
consultant pour infertilit6 f6minine. Le critbre d'inclusion a 
6t6 la constatation d'une normospermie, c'est ~t dire plus de 
20 millions de spermatozoYdes par ml. 

2. Reeueil des ~chantillons biologiques 

Un pr61~vement de lymphocytes sanguins a 6t~ r6alis6 par 
ponction veineuse recueillie sur un tube EDTA (5 ml). Un 
spermogramme a 6t6 r6alis6 selon les indications de I'OMS 
apr~s une abstinence sexuelle de 3 h 5 jours. L'oligospermie 
ou 1' azoospermie a 6t6 confirm6e par deux spermogrammes 
pratiqu6s h trois mois d'intervalle (1' azoospermie 6tant d6fi- 
nie par l'absence de spermatozoides aprbs centrifugation de 
l'6chantillon de sperme). De faqon h ne traiter que des cel- 
lules germinales, les spermatozo~des ont 6t6 r6cup6r6s sur 
gradient de Percoll TM (Amersham Pharmacia Biotech AB, 
Uppsala, Sweden), ce qui a permit leur s6paration en fonc- 
tion de leur densit6. 

Un pr61~vement de cellules testiculaires a 6t6 r6alis6 chez 8 
patients azoospermiques ou oligozoospermiques extrSmes. 
Le fragment de biopsie testiculaire a 6t6 dilac6r6 puis lav6 
dans du PBS. Les spermatozofdes r6cup6r6s de cette mani6- 
re ont 6t6 ensuite congel6s pour une utilisation ult6rieure en 
ICSI. Par contre, une suspension de cellules testiculaires 
compos6e de cellules germinales immatures et de cellules 
somatiques a pu 8tre utilis6e pour notre 6tude. 

Une extraction d'ADN a 6t6 r6alis6e sur les trois types cel- 
lulaires : cellules sanguines, spermatozofdes et cellules tes- 
ticulaires. L'ADN g6nomique a ensuite 6t6 amplifi6 par 
PCR avec des amorces flanquant la r6gion du polymorphis- 

Tableau 1 : Numeration des spermatozokles dans les populations ~tudi~es 

Age moyen Spermatozo'ides/ml Numeration/~jaculat 

T6moins 37 ans (28-51) 129x106 352,9x106 

Oligozoospermies mod6r6es 37 ans (27-48) 6,1x106 17,2x106 

Oligozoospermies extrSmes et 
azoospermies 32 arts (20-46) 0,16x106 0,28x106 
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me CAG de l'exon 1 [10]. La taille des 6chantillons est 
mesur6e par un s6quenceur (ABI PRISM, 310 Applied 
BioSystems Perkin Elmer Norwalk, CT, USA) par une 61ec- 
trophor~se capillaire avec des 6chantillons coupl6s ~t un 
fluorochrome. La taille du produit d'amplification PCR a 
6t6 d6termin6e par r6f6rence ~ un marqueur de taille stan- 
dard interne (TAMRA GeneScan, 500 PE Applied 
Biosystems). Les donn6es ont ensuite 6t6 analys6es ~ l'aide 
du logiciel ABI PRISM GeneScan, Analysis. Pour confir- 
mer la sp6cificit6 de la r6gion amplifi6e, six 6chantillons 
avaient 6t6 auparavant enti~rement s6quenc6s. 

3. Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont 6t6 r6alis6es en utilisant le 
logiciel Stat View software (Abacus Concepts, Berkeley, 
Calif). Les diff6rences entre les groupes de sujets ont 6t6 
6valu6es par le test U de Mann et Whitney. Le coefficient 
de corr61ation sur les rangs de Spearman a 6t6 utilis6 pour 
les analyses de r6gression. L'analyse de variance a 6t6 rda- 
lis6e ~t l'aide du test non param6trique de Kruskal-Wallis. 

IlL RESULTATS ET DISCUSSION 

1. Analyse de la longueur des triplets CAG dans le sang. 

L'analyse des r6p6titions CAG a montr6 une longueur 
moyenne de 18,9 triplets chez l'ensemble des 36 patients 
infertiles, avec une moyenne de 18,2 triplets chez les 
patients pr6sentant une oligozoospermie mod6r6e et de 19,8 
triplets chez les patients oligozoospermiques s6v~res ou 
azoospermiques. Dans la population t6moin, la moyenne de 
longueur des CAG a 6t6 de 18,3 triplets. La comparaison 
statistique de ces moyennes, a l'aide du test de Mann et 
Whitney, n'a pas retrouv6 de diff6rence significative entre 
le nombre de triplets chez les patients infertiles, pris dans 
leur ensemble, et les t6moins (p = 0,37). Lorsque la compa- 
raison porte sur les moyennes des sujets pr6sentant une oli- 
gozoospermie extreme ou une azoospermie par rapport 
celle des t6moins, la diff6rence n'est pas non plus significa- 
tive (p  = 0,18). 

L'appr6ciation de l'atteinte de la spermatogenbse, mesur6e 
par la concentration de spermatozoYdes par ml, 6tant relati- 
ve, nous avons cherch6 ~ retrouver d'6ventuelles diff6- 
rences statistiques entre nos diff6rentes populations en tra- 
vaillant sur le nombre total de spermatozo]des par 6jaculat. 
En effet, la majeure partie du volume d'un 6jaculat est ori- 
ginaire des v6sicules s6minales et de la prostate, deux 
organes androg6no-d6pendants dont le fonctionnement 
pourrait 6galement &re alt6r6 par des anomalies du r6cep- 
teur des androgbnes. I1 se peut donc que, chez certains 
patients, la prise en compte uniquement de la concentration 
en spermatozoYdes aboutisse ~t une surestimation de la pro- 
duction r6elle de spermatozoides en raison d'un volume 
r6duit de l'6jaculat. Sur le nombre relativement faible de 

sujets 6tudi6s, en r6alisant un test de corr61ation sur les 
rangs de Spearman, il n'existe pas de relation entre le 
nombre de triplets et le volume de l'6jaculat (p = 0,09). Par 
contre, en utilisant ce dernier test sur la totalit6 des 51 sujets 
inclus, une corr61ation n6gative significative a pu ~tre 6ta- 
blie entre le nombre total de spermatozo'/des produits par 
6jaculat et la longueur des r6p6titions de CAG (p=0,048). 

La corr61ation entre le nombre de triplets CAG dans le gbne 
du r6cepteur des androg~nes et l'infertilit6 masculine a 6t6 
initialement sugg6r6e par Tut [19] pour qui les patients 
ayant de longues s6quences polyglutamines dans leur 
rdcepteur aux androgbnes avaient un risque accru d'alt6ra- 
tion de leur spermatogen~se. Cet auteur estimait que les 
patients pr6sentant 28 triplets CAG ou plus avaient un 
risque 4 fois plus 61ev6 d'infertilit6 masculine que les 
t6moins. D'autres 6tudes sont venues ensuite confirmer ces 
donndes [3, 12, 13, 21]. N6anmoins, d'autres travaux n'ont 
pas retrouv6 une telle corr61ation [2, 7, 11, 16], les auteurs 
mettant en avant des diff6rences interethniques dans la lon- 
gueur des r6p6titions de triplets. En effet, il est 6tabli 
aujourd'hui que les Africains d'Am6rique ont des r6p6ti- 
tions de triplets CAG (18 triplets en moyenne) plus courtes 
que les Blancs am6ricains (21 triplets en moyenne) ou les 
Asiatiques (22 triplets en moyenne) [4]. Dans notre 6tude, 
la longueur moyenne des triplets CAG est inf6rieure ?a celle 
retrouv6e dans la litt6rature ce qui peut s'expliquer par le 
fait que prbs de la moiti6 des patients inclus (24/51) sont 
d'origine africaine alors que seulement 25 patients sont 
d'origine europ6enne et 2 d'origine asiatique. De plus, en 
raisonnant non plus en fonction du crit~re de fertilit6 mais 
en fonction des chiffres du spermogramme, Von 
Eckardstein [20] a montr6 que la longueur des r6p6titions 
de triplets 6tait corr616e ~ce deuxibme crit~re plut6t qu'au 
premier, plus g6n6ral et donc moins discriminant. D'autre 
part, la variabilit6 du spermogramme est plus importante 
chez les sujets avec faible nombre de CAG que chez ceux 
fort nombre de r6p6titions [20]. Nos propres r6sultats 
confirment cette tendance h l'augmentation du nombre de 
r6p6titions de triplets chez les sujets ayant les valeurs les 
plus basses du spermogramme. En effet, bien que les 
moyennes dans le nombre de CAG ne soient pas significa- 
tivement diff6rentes entre nos deux populations, diff6ren- 
ci6es par les concentrations en spermatozoYdes, la longueur 
des r6p6titions peut cependant ~tre inversement corr616e au 
nombre absolu de spermatozoides par 6jaculat. Nos r6sul- 
tats montrent que ce dernier crit~re est celui h prendre en 
compte dans ce genre d'6tudes. Avec une valeur du p limi- 
t ea  0,09, nous n'avons cependant pas pu retrouver de cor- 
r61ation entre le nombre de CAG et le volume de l'6jaculat 
mais, sur une population plus importante, une telle relation 
pourrait apparaitre, tout du moins pour les valeurs hautes du 
nombre des r6p6titions de triplets. 
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Tableau 2 : Distribution des r~p~titions CAG chez les diff~rents groupes de population ~tudi~s. 

Nb patients Nb CAG Nb CAG Ecart-type Valeurs extr~.mes 
dans le sang dans le sperme 

Trmoins 15 18.3 18.3 2.44 16 - 25 

Oligozoospermies modrrres 19 18.2 18.2 1.782 15 - 21 

Oligozoospermies extremes 
et azoospermies 17 19.8 19.8 3.486 15 - 28 

2. Recherche de mosa'iques tissulaires. 

La comparaison des longueurs de r6p6tition des triplets 
CAG entre les cellules extraites ~ partir du sang circulant et 
les sperrnatozoides n'a montr6 aucune diff6rence de taille 
(Tableau 2), concluant ainsi h l'absence de mosaique tissu- 
laire pour ce polymorphisme darts le g~ne du r6cepteur anx 
androg~nes, tout du moins darts la population 6tudi6e. Le 
coefficient de corr61ation de Pearson est de 0,997 avec p < 
0,0001. 

Devant l'absence de corr61ation nette, dans la litt6rature, 
entre la longueur des rrprtitions de CAG et la fertilitr, la 
recherche d'une 6ventuelle mosa~que tissulaire pour la taille 
de ces rrprtitions, notamment dans la lign6e germinale, a 6t6 
motivre par les donnres concernant les maladies g6nrtiques 

expansion de triplets en gdnrral. En effet, concernant le 
g~ne du rrcepteur des androgbnes, La Spada [10] a mis en 
6vidence une instabilit6 m6iotique chez les patients atteints 
de maladie de Kennedy, instabilit6 plus importante chez les 
hommes que chez les femmes. Celle-ci reste toutefois modr- 
rre, de l'ordre de 1 h 3 triplets en moyenne [22], en compa- 
raison avec l'instabilit6 mriotique et m~me somatique 
observre dans d'autres maladies h expansion de triplets et 
surtout dans celles impliquant des rrprtitions de CGG 
comme I'X fragile. Cependant, m~me dans les rrprtitions de 
CAG, une mosaJque tissulaire peut ~tre observre comme, 
par exemple, dans le g~ne de la chor6e de Huntington ota des 
diffrrences de taille de rrpdtitions entre le sang et le sperme 
ont 6t6 ddcrites [5, 18]. Cette mosa'fque entra~nerait un effet 
amplificateur pour les g6nrrations suivantes, h l'origine du 
phrnom~ne d'anticipation. Dans notre 6tude, aucune 
mosaique entre sperme et sang n'a 6t6 retrouvre, ni chez les 
patients, ni chez les t6moins. En particulier, les cellules tes- 
ticulaires compos6es h la fois de cellules somatiques et ger- 
minales 6tudires chez 8 patients ne montrent aucune diffr- 
rence. Cependant, il se pourrait qu'une telle instabilit6 m6io- 
tique n' apparaisse que dans des gbnes prdsentant un nombre 
de triplets CAG suffisamment important, comme c'est le cas 
dans d'autres maladies ~ expansion de triplets. Sans expli- 
quer les discordances entre les diffdrentes 6tudes, la mise en 
6vidence de mosafques tissulaires permettrait de mieux 6va- 
luer le risque de transmission de maladie de Kennedy chez 
les hommes infertiles traitds par ICSI. 

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

Bien que rralisre sur un faible nombre de patients, notre 
6tude a permis de mettre en 6vidence une corr61ation entre 
l'augmentation de la taille des rrp6titions de triplets CAG 
dans l'exon 1 du g~ne du rrcepteur des androg~nes et une 
diminution du nombre total de spermatozo~des produits par 
6jaculat. Par contre, aucune mosai'que tissulaire pour le 
nombre de ces r6prtitions n' a pu &re constatre entre les cel- 
lules sanguines et testiculaires. 

Cette 6tude sera poursuivie de fagon ~ augmenter le nombre 
de patients et ~ permettre d'analyser des sujets dont le 
nombre de triplets d6passe un seuil critique au del?~ duquel 
l'instabilit6 des r6p6titions est beaucoup plus probable. 
Chez les patients azoospermiques h qui une biopsie testicu- 
laire sera propos6e, des techniques de s6paration cellulaire 
seront rralis6es pour isoler les diffrrents types de cellules 
testiculaires (cellules germinales, cellules de Sertoli, cel- 
lules de Leydig) et affiner ainsi la comparaison avec les cel- 
lules somatiques. 

Les consrquences attendues sont une meilleure connaissan- 
ce du r61e du r6cepteur des androgrnes dans la spermatoge- 
n~se et la possibilit6 d'offrir aux patients un conseil grnr- 
tique plus prrcis quant au risque de transmettre une maladie 
neurod6grnrrative h la descendance ~ travers la pratique de 
I'ICSI. 
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A B S T R A C T  

Androgen receptor gene polymorphism: search for 
tissue mosaicism and relation with male infertility. 

C. RAVEL , J.P. SIFFROI , M. NEVES , E. VENDRELY, 
J.P. DADOUNE 

Androgens are male steroid hormones necessary for 
initiation and maintenance of spermatogenesis. 
They act via a specific receptor which belongs to the 
nuclear receptor superfamily. The transactivation N- 
terminal domain of this receptor is characterized by 
a CAG repeat polymorphism in the first exon of the 
gene coding for polyglutamines. An increased CAG 
repeat length is involved in Kennedy's disease, a 
neurodegenerative disease associated with infertili- 
ty and impaired virilization. Some recent studies 
have shown a correlation between the number of 
CAG repeats and male fertility. The aim of this study 
was to define this correlation and to determine whe- 
ther or not infertile men presented a tissue mosai- 
cism between blood and sperm, as described in 
several diseases involving CAG repeats. The length 
of CAG repeats of blood and testicular cells was 
measured in 36 oligospermic or azoospermic 
patients and 15 controls. An inverse correlation was 
found between CAG repeat length and total number 
of ejaculated spermatozoa. However, no tissue 
mosaicism between blood and sperm was observed 
in our population. 

Key words: CAG repeat, androgen receptor, idiopathic 
male infertility. 
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