
�9 VIEILLISSEMENT ET REPRODUCTION Andrologie 2004, 14, N~ 197-205 

Influence du vieillessement sur la spermatogen se : 
 tude histologique et cytog n tique mol culaire 

au niveau testiculaire chez 46 sujets 
de 29 & 102 ans 

M b a r k a  D A K O U A N E  1, Luc ia  B I C C H I E R A Y  1, M a r i a n n e  B E R G E R E  1,3,4, Mar t i ne  ALBERT1,3 ,  4 

Na tha l i e  L E D E E  3, Fran(~ois V I A L A R D  3,4, O l i v i e r  C U S S E N O T  2, J a c q u e l i n e  S E L V A  1,3,4 

1 Laboratoire d'Histologie Embryologie, UFR des Saint P~res,Universite Paris V, Paris ; 
2 Laboratoire CEREPP, Paris ; 

3 CHI Poissy Service Histo-Embryologie-Biologie de la Reproduction-Cytogenetique, Poissy ; 
4 INSERM Unite 407, Oulins 

RESUME 

L'effet d~l~tere de I'~ge maternel sur le risque d'anomalie 
m~iotique est bien etabli, mais il n'en est pas de m~me 
pour I'effet de I'&ge paternel. Nous avons etudie I'influen- 
ce du vieillissement sur la spermatogenese evalu~e par 
I'histologie testiculaire 6valu6e par histomorphometrie et 
sur le taux d'anomalies meiotiques testiculaires ~valu6 
par la technique d'hybridation in situ fluorescente (FISH) 
pour les chromosomes X, Ye t  18. L'etude a comport~ 46 
hommes &ges de 29 a 102 ans (36 sujets ~ges et 10 
temoins). L'analyse histomorphom~trique des biopsies 
testiculaires a concern(~ les tubes s~miniferes : surface, 
~paisseur de la membrane propre, densite en cellules de 
Sertoli, en spermatogonies, en spermatocytes et en sper- 
matozofdes, ainsi que le tissu interstitiel :nombre de 
groupements des cellules de Leydig par champ, surface 
occup~e par les cellules de Leydig, et densit& Cette 
etude nous a permis de classer les sujets &g~s (n=36) en 
trois groupes: 17 sujets &g6s de 61 ~ 95 ans a spermato- 
gen~se complete (groupe 1), 4 sujets & spermiogen~se 
arr~t6e (groupe 2) et 15 sujets avec un arr~t pr~coce de la 
spermatogenese (cellules diplo'fdes) (groupe 3). Les 
variations interindividuelles ~taient tr~s importantes. 
L'epaisseur de la membrane propre parai't ~tre le param~- 
tre le mieux correl(~ & la conservation de la spermatoge- 
nese. Nous avons analys6 par FISH un total de 10000 cel- 
lules postmeiotiques dont 4738 cellules post meiotiques 
dans le groupe 1 et un total de 4882 cellules post m~io- 
tiques chez les sujets jeunes temoins. Les taux des cellu- 
les normales haplo'fdes X18 et Y18 repr6sentent respecti- 
vement 50,76% et 47,95% dans le groupe de sujets &g6s 

(groupe 1), 50,35% et 48,55% dans le groupe des temoins. 
Le taux d'aneuplo'fdie totale est de 1,29% chez les sujets 
~g6s du groupe I et de 1,10% chez le groupe temoin. Pour 
le groupe 2 (sujets avec un arr~t de la spermiogen~se), 
les pourcentages de cellules X18, Y18 et le taux d'aneu- 
plofdie 6taient respectivement 47,96%, 37,75% et 14,28% 
au niveau des spermatides (n=98). Ce taux d'anomalies 
de 14,28% est significativement accru, compare aux 
r6sultats du groupe 1 et des t6moins. 

Au total nous avons conclu qu'une spermatogen~se peut 
~tre conserv6e & un age tr~s avance (95 ans), que le taux 
d'aneuplofdie postm~iotique des sujets &g6s & spermato- 
genese complete n'est pas globalement diff6rent de celui 
qui est observ(~ chez des sujets jeunes t6moins et que 
I'incidence des aneuplofdies post-meiotiques semble ~tre 
plus elev6e Iorsque la spermiogenese est arr~t~e (14,28% 
versus 1,10%). 

Mots c l ~ s  : vieillissement, testicules, histomorphometrie, 
spermatozo'ldes, FISH et anomafie chromosomique 
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I. INTRODUCTION 

Les hommes produisent de maniere continue des sperma- 
tozo'l'des et ceci durant toute la vie (a partir de la puberte). 
Le nombre de divisions des celiules germinales prealables 

la production de spermatozoides augmente avec I'&ge. Or 
on peut penser que cette augmentation du nombre de divi- 
sions avec I'~ge puisse induire des accidents genetiques au 
niveau germinal. Chez la femme la production d'ovocytes 
diminue des I'~ge de 30 ~ 40 ans [17]. Autour des 50 ans, 
la fertilite feminine s'arrete totalement (menopause). A cet 
~ge, on estime que ie nombre de divisions cellulaires pre- 
alables a la production d'un ovocyte est de 24 tandis que 
chez un homme ~ge de 45 ans le nombre de divisions cel- 
lulaires prealables a la production des spermatozoides est 
d'environ 770 [6]. Ainsi, un homme peut etre pere & un ~ge 
avance mais avec un risque probablement accru de muta- 
tion genetique. 

Plusieurs etudes ont montre qu'avec I'&ge, le volume sper- 
matique et la mobilite des spermatozoTdes diminuent, de 
meme que la morphologie des spermatozofdes se modifie 
[7, 15]. Par ailleurs, les investigations histologiques effec- 
tuees sur des testicules preleves sur des hommes &ges ont 
rapporte I'existence d'une arteriosclerose systemique [30, 
35] et d'une involution des cellules de Leydig [29]. Une cor- 
relation positive entre la proportion de cellules de Leydig 
alterees et la diminution du niveau de testosterone a egale- 
ment ete rapportee [23, 27]. De plus chez les hommes 
~figes, I'epaisseur de la membrane basale des tubes semini- 
fetes augmente [20]. On observe egalement des change- 
ments dans la structure des cellules de Sertoli [26]. Enfin, 
dans les testicules de sujets &ges il a aussi ete observe une 
degenerescence des cellules germinales ainsi qu'une dimi- 
nution progressive des spermatozoides ou un arret complet 
au stade pachytene [11, 12, 25, 5]. 

Le risque d'accident genetique lie a I'&ge paternel est une 
question discutee et d'actualite du fait d'une frequence 
accrue de demandes d'assistance medicale a la procrea- 
tion (AMP) par des couples dont le conjoint est ~ge. Si I'ef- 
fet deletere de I'&ge maternel sur le risque d'anomalie meio- 
tique est bien etabli [28], en revanche, nous ne disposons 
que de peu de donnees concernant I'effet de I'~ge paternel 
sur I'incidence des anomalies chromosomiques au cours de 
la meiose. Les resultats des etudes traitant cette question 
sont plutSt controverses et le nombre de sujets etudies 
&ges de plus 60 ans est trop faible pour tirer des conclu- 
sions definitives. 

Ces divergences nous ont conduit a etudier I'influence du 
vieillissement sur la spermatogenese evaluee par I'histolo- 
gie testiculaire et sur le taux d'anomalies meiotiques testi- 
culaires evalue par la technique d'hybridation in situ fluo- 
rescente (FISH) pour les chromosomes X, Ye t  18, effec- 
tuee sur les cellules germinales obtenues par empreinte 
testiculaire. Nous avons choisi d'etudier les chromosomes 
X et Y pour plusieurs raisons : d'une part les anomalies des 
chromosomes sexuels observees a la naissance sont sou- 
vent d'origine paternelle [10, 24] ; d'autre part les malse- 
gregations XY sont plus frequentes dans le sperme des 
patients oligospermes que chez les contrSles [1, 34] ; enfin 

les chromosomes sexuels permettent de voir a quelle etape 
la meiose est arretee (meiose 1 ou 2) ou bien a quelle etape 
la non disjonction est intervenue. Le chromosome 18 nous 
a permis de verifier la plofdie des cellules examinees ainsi 
que I'incidence des mals6gregations pour le chromosome 
18 dont les trisomies sont viables. 

I1. MATERIEL ET METHODES 

1. Sujets 

II s'agit de 35 hommes decedes entre I'~ge de 65 et 102 ans 
et ayant donne leur corps au Centre du Don du Corps des 
Saints-Peres (Universite Paris V). Les testicules ont ete 
preleves dans un delai n'excedant pas les 36 heures post 
mortem. Cette etude inclut egalement un patient ~ge de 61 
ans consultant pour AMP suite a une vasectomie et qui 
avait ete fertile avant sa vasectomie. Les 10 temoins sont 
des sujets jeunes ~ges de 26 a 40 ans presentant une 
azoospermie obstructive avec une histologie testiculaire 
normale. 

2. Histologie 

Pour chaque sujet, trois fragments ont et~ preleves sur 
chaque testicule. Ces fragments ont ere fixes dans le Bouin 
et indus dans la paraffine. Des coupes minces (71Jm) ont 
ete colorees au trichrome de Masson. Pour chaque coupe 
histologique, six tubes seminiferes ont ete analyses au 
grossissement • L'etude histomorphometrique des 
biopsies testiculaires a ete realisee & I'aide du Iogiciel 
Histolab (version 5.2.3 ; Microvision instrument, France). 
Concernant les tubes seminiferes, nous avons mesure leur 
surface, I'epaisseur de la membrane propre, la densite en 
ceflules de Sertoli, en spermatogonies, en spermatocytes et 
en spermatozofdes. Concernant le tissu interstitiel, nous 
avons evalue le nombre de groupements de cellules de 
Leydig par champ, la surface occupee par les cellules de 
Leydig et leur densit& 

3. Hybridation in situ fluorescente (FISH) 

a) Preparation des empreintes testiculaires. 

Les empreintes testiculaires ont 6te r6alis6es sur des lames 
propres (Super frost plus slides) et ont et6 stockees au 
congelateur a -20~ Au total, 8 lames ont ete preparees 
pour chaque sujet. Pour les temoins, des frottis ont ete 
realises a partir des fragments de biopsie testiculaire dila- 
ceres. 

b) Preparation des lames, 

Les lames ont ete fixees par un melange methanol acide 
acetique pendant 5 minutes. Elles ont ensuite ete immer- 
gees dans du 2XSSC (0,3M NaCI, 0,03 M trisodium citrate 
2H20, pH 7,0) ~ temperature ambiante pendant 5 ~ 10 
minutes, puis soumises ~ un lavage au PBS durant 5 minu- 
tes. Les lames ont ensuite ete deshydratees par immersion 
dans des bains d'alcool de degres croissants (80 ~ 90 ~ et 
100 ~ ) pendant 1 & 2 minutes dans chaque bain, puis 
sechees & temperature ambiante. 
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c) Choix de la zone ~ hybrider. 

La Iocalisation de la zone a hybrider a ete choisie au micro- 
scope a contraste de phase (grossissement x 100) en fonc- 
tion de la densite cellulaire et entouree par un stylo dia- 
mant. Selon la methode utilisee dans I'equipe et decrite par 
Bergere et al. [4], nous n'avons pas effectue de deconden- 
sation sur les noyaux des cellules testiculaires. 

d) Les sondes. 

Les sondes utilisees pour les chromosomes 18 et X sont 
des sondes centromeriques Cep18 (D18Z1) spectre aqua, 
et CepX (DXZ1) spectre vert, et pour le chromosome Y, une 
sonde de I'heterochromatine du bras long de I'Y (CEPY 
DYZ1) spectre orange (Abott). Tous ces sondes ont ete 
conservees ~ -20~ 

e) Hybridation. 

Apres depSt des sondes, les lames ont ete disposees sur 
une plaque chauffante en atmosphere humide (Hybrite, 
Vysis) & une temperature de 45~ pendant 2 minutes, puis 
denaturees a 73~ pendant 3 minutes et enfin remise & 
37~ pour I'hybridation pendant une nuit. 

f) Lavage. 

Les lames ont ete plongees successivement dans une pre- 
miere solution de lavage (0.4 SSC 0.3NP40) prechauffee 
dans un bain-marie & 73~ + 1~ pendant 1 minute et 45 
secondes, puis dans une deuxieme solution de lavage 
(2xSSC 0.1NP40) & temperature ambiante pendant 15 
secondes. 

g) Contre coloration. 

Les noyaux cellulaires ont ete centre colores au 4,6-diami- 
no 2 phenylindole (DAPI) (15 microlitres), puis chaque lame 
a ete couverte d'une lamelle et laissee a I'obscurite pendant 
10 minutes. 

h) Lecture. 

La lecture a ete effectuee dans une chambre noire le jour 
meme ou apres conservation des lames ~ +4~ #, i'obscuri- 
te au refrigerateur. Le contenu chromosomique a ete deter- 
mine selon le nombre de signaux detectes pour chaque 
sonde en utilisant un microscope & fluorescence (Olympus) 
equipe de differents filtres (rouge, vert, DAPI, turquoise). 
Les images ont ete saisies par une camera LCD reliee a un 
equipement informatique G4 Macintosh equipe du Iogiciel 
d'acquisition des images (Quips Pathvysion Digital 
Scientific version 1.4) (Figure 1). 

4. Analyse statistique 

La comparaison des resultats concernant le taux d'aneu- 
plo'idie dans les deux populations de sujets &ges et de 
sujets jeunes a ete effectuee en utilisant ie test de Mann 
Whitney et le test de khi2 (Iogiciel StatView). 

III. RESU LTATS 

1. Histologie 

L'etude histomorphometrique a montre que differents para- 

metres etaient perturbes par le vieillissement avec une 
grande variabilit6 interindividuelle (Figures 2a, 2b, 2c, 2d). 
La moyenne des diametres des tubes diminuait mais I'e- 
paisseur de la membrane propre augmentait chez les hom- 
rues Ages. Les echantillons presentant une spermatogene- 
se complete avaient tous une membrane propre d'epais- 
seur conservee faible, proche de celle des contreles. Par 
contre, des qu'elle depassait 10 microns (Figure 3) on cons- 
tatait, a une exception pres, la presence soit d'un arret de la 
spermatogenese, soit d'une fibrose complete. 

L'appauvrissement de I'epithelium seminifere etait caracte- 
rise par une diminution progressive des cellules de Sertoli, 
des spermatogonies, des spermatocytes et des spermato- 
zoides (Figure 4). Les lignees etaient de plus en plus 
incompletes au fur et ~ mesure que I'&ge augmentait. Les 
variations interindividuelles etaient tres importantes ; 17 
sujets &ges (environ la moitie) presentaient encore des 
spermatozoides (Figure 4) ; la spermatogenese peut etre 
maintenue jusqu'a un ~ge tres avance puisqu'un sujet &ge 
de 95 ans presentait une spermatogenese complete. La 
rarefaction des spermatozoides paraissait en relation avec 
la diminution des spermatogonies et des spermatocytes 
(Figure 4) et I'arret de la spermatogenese se produisait le 
plus souvent au stade pachytene. 

Concernant les cellules de Leydig, nous avons releve une 
augmentation de leur taille avec I'&ge (Figure 5). 

Cette etude histologique (Figures 2a, 2b, 2c, 2d) nous a 
permis de classer les sujets &ges (n=36) en trois groupes : 
17 sujets &ges de 61 ~ 95 ans a spermatogenese peu 
dense mais complete (groupe 1 ), 4 sujets ~ spermiogenese 
arretee (groupe 2) et 15 sujets (groupe 3) avec un arret pre- 
coce de la spermatogenese (cellules diploides) ou une 
absence totale de cellules dans les tubes (4 sujets). 

2. FISH 

Bans le groupe 1 (n--17), seuls 14 sujets presentaient des 
cellules post meiotiques analysables par FISH en nombre 
suffisant. Nous avons analyse un total de 4738 cellules 
post meiotiques chez ces sujets et un total de 4882 cellules 
post meiotiques chez les sujets jeunes temoins. 

Chez les sujets &ges, les cellules normales haploides X18 
et Y18 representaient respectivement 50,76% et 47,95% 
contre 50,35% et 48,55% chez les temoins et le taux d'a- 
neuploidie totale etaient identiques chez les sujets &ges et 
chez le groupe temoin 1,29% versus 1,10% (Tableaux 1 et 
2). Pour le groupe 2 (sujets avec un arret de la spermioge- 
nese), les pourcentages de cellules X18, Y18 et le taux d'a- 
nomalies chromosomiques au niveau des spermatides 
(n=98) etaient respectivement 48%, 38% et 14%. Ce taux 
de 14% (3% XY et 11% pour la disomie 18) est significati- 
vement plus eleve que les resultats releves dans les grou- 
pes de sujets &ges a spermatogenese complete et de sujets 
temoins ; quant au groupe 3 avec un arret precoce de la 
spermatogenese (cellules diplofdes), nous avons observe 
100% de cellules rondes diplofdes (n=lO0 par sujet) sans 
anomalie chromosomique concernant I'X, Ye t  18. Lorsque 
I'arret de ia spermatogenese se situait au stade pachytene 
les gonosomes n'etaient pas apparies. 
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Figure 1 : Exemples de cellules examindes par FISH X, Yet 18. a) En haut de gauche ~ droite : des spermatides et des 
spermatozoMes euploTdes ; b) Spermatocyte I euplorde avec un appariement des gonosomes XY et des autosomes 18 ; 
c) Arr~t de la m~iose : un spermatozoYde XY1818 ; d) Absence de m~iose II aboutissant ~ un spermatozoYde XX1818 ; e) 
Non disjonction de X en m~iose II : un spermatozoYde XX18 ; f) Schema de la Iocalisation des sondes sur les chromoso- 
mes X, Y et 18. 

3O 

=.= 25 
=. 

w = 

'|I io 
==== 5 

A Oe. 
olbeo 

30 50 70 

,t ~permatogen~e complete J 
| 

J spermatogen~se arr~6e J 

90 
i 

110 

~e[==) 

Figure 2 : Histologie testiculaire, a) Coupe histologique au 
niveau du testicule illustrant les differents parametres etu- 
dids. b) Spermatogen~se compldte ~ u n  ~ge trds avanc~ 
chez un sujet de 95 ans. c) Epaississement de la membra- 
ne propre et arr~t de la spermatogen~se au stade sperma- 
togonie, d) Disparition des lign~es cellulaires du parenchy- 
me testiculaire. 

Figure 3 : Epaisseur de la membrane propre en fonction 
de I'~ge et de I'~tat de la spermatogen~se. 

- -  2 0 0  . . . . . . . . . .  



Nombre de spermatogonies 
par tube s6minif6re 

~ / /  
/ 

�9 .t_~ / . 

~ , o  

o 

/! 

> 

Nombre de spermatocytes 
par tube s6minif6re 

r I . [ 

i 

/ 
/ /  

r 
0 

> 

Nombre de cellules de Sertoli 
par tube s6minif6re 

/ 

"..::/." 
/ 

, e e  e 

i ,~/, e e  
: e ~J~o e �9 

r,.7. 

$ 

> 

Nombre de spermatozoi'des 
par tube s6minif6re 

�9 i , 1 , i , I , i , i 

O 
O 

/ 

/ .  

/ 
// 

O 

Figure 4 : Evolution du nombre de cel- 
lules germinales (les spermatogonies, 
les spermatocytes et les spermatozoT- 
des) et de cellules de Sertoli en fonc- 
tion de I'~ge. 
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Tableau 1 : Incidence des aneuplo'(dies dans 3 groupes de sujets, t~moins, ~g~s ~ spermatogen~se pr~serv~e, et ~ges 
avec arr~t de la spermiogen~se. 

T~moins Sujets ~g~s avec Sujets ~g~s avec 
spermatogen~se pr~serv~e arr~t de la spermiogenese 

Sujets analyses 10 14 4 

Nombre de cellules 

post m~iotiques 4882 4738 98 

X18 2458 (50,34%) 2405 (50,76%) 47 (47,96%) 

Y18 2370 (48,6%) 2272 (47,95%) 37 (37,75%) 

Anomalies chromosomiques 54 (1,10%) 61 (1,29%) 14 (14,28%) 

Analyse statistique khi2 P > 0,05 P < 0,005 

Tableau 2 : Incidence des anomalies chromosomiques darts les spermatides et les spermatozoYdes chez les t~moins et 
les sujets &g~s ~ spermatogen~se complete. 

Type Sujets Sujets ~g~s avec 
d'anomalie tdmoins spermatogen~se 

complete 

Analyse statistique 
(Mann Withney) 

Sujets analyses 10 14 

Nombre de cellules post meiotiques 4882 4738 NS 

nullisomie 

X0 (20) a (7) 
0,40% 0,15% NS 

Y0 (1) (5) 
0,02% 0,11% NS 

O18 (13) (8) 
0,27% 0,17% US 

disomie 

XY18 (4) (7) 
(M I) b 0,08% 0,15% NS 

xx18 (2) (5) 
(M II) c 0,04% 0,11% NS 

YY18 (6) (6) 
(M II) 0,12% 0,13% NS 

X1818 and (4) (11) 
Y1818 0.08% 0.23% NS 

XX1818 (2) (2) 
(M II) 0,04% 0,04% NS 

Diploidie (Arrr de la m~iose) YY1818 (1) (1) 
(M I1) 0,02% 0,02% NS 

XY1818 (0) (9) 
(MI) 0,0% 0,19% NS 

Autres anomalies chromosomiques 01818 (1) (0) 
0,02% 0,00% NS 

Effectif total d'aneuplofdies (54) (61) 
1,1% 1,29% NS 

a " Les chiffres entre parentheses correspondent au nombre de cellules post m6iotiques avec anomalie chromosomique. 

b : MI = m~iose I ; c : MII = meiose I1. 
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Le detail des diff6rents types d'anomalies retrouves chez 
les sujets ages & spermatogenese conservee et chez les 
tOmoins est donne dans le Tableau 2. 

L'analyse de ces resultats avec le test de Mann Whitney ne 
montre aucune diff6rence statistiquement significative entre 
les sujets Ages et les temoins. 

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

Dans notre centre, parmi les 1000 consultations annuelles 
en biologie de reproduction, le nombre de demandes d'as- 
sistance medicale a la procreation (AMP) emanant de cou- 
ples dont le conjoint est age de plus 50 ans est d'une ving- 
taine par an, soit environ 2%, ce qui montre qu'il y a bien un 
int6ret clinique A evaluer les effets de I'Age sur la sperma- 
togenese et les accidents genetiques. Pour ce faire, nous 
avons procede & la recherche des alterations histologiques 
et a I'evaluation du risque chromosomique dans la sperma- 
togenese des sujets Ages de 61 A 102 ans. 

Les quelques publications faisant etat de resultats chromo- 
somiques [8, 2, 21, 32, 18, 31, 9, 19] dans cette situation ne 
portent que sur un nombre tres limite de cas et sur des 
sujets d'~ge beaucoup moins avance. Ces travaux ont 
presque tous ete effectues sur du sperme ejacule. Le nom- 
bre de sujets Ages dont il est possible d'etudier le sperme 
ejacule est doric faible. Au total, si I'on regroupe toutes les 
etudes, seulement 14 sujets de plus de 60 ans ont ete etu- 
dies de ce point de vue. Nous avons analyse des sujets 
post mortem, et nous avons travaille sur du tissu testiculai- 
re. Certes, I'effectif de celiules post meiotiques analysables 
en FISH au niveau testiculaire est faible en comparaison 
des spermatozoides ejacules [22], d'autant plus qu'a un 
Age avanc6 la production des spermatozo'ides est diminuee 
(Figure 4). Par contre, nous avons ainsi acces ~ toutes les 
etapes de la meiose et A un plus grand nombre de sujets 
(36 darts notre etude) dont I'Age peut etre tres avance (102 
ans). De plus, nous pouvons egalement interpreter nos 
resultats chromosomiques en fonction de I'histologie testi- 
culaire. 

Dans notre serie d'hommes ages de 29 a 102 ans, nous 
avons releve une diminution du nombre de cellules de 
Sertoli avec I'Age et, dans 4 cas, une disparition complete 
de ces cellules. Ces resultats sont conformes aux travaL~x 
anterieurs montrant que les cellules de Sertoli sont les der- 
nieres a disparaftre [12]. De meme, nos resultats montrent 
I'existence d'une correlation negative entre le nombre de 
cellules de la lignee germinale et I'Age, affectant aussi bien 
les spermatogonies que les spermatocytes et les sperma- 
tozoTdes. La diminution de la production de spermatozoTdes 
peut aussi bien etre la consequence des alterations affec- 
tant les cellules de Sertoli [33], que de la disparition des 
spermatogonies [25]. Cependant dans des situations oCJ le 
parenchyme testiculaire est altere, I'arret de la spermatoge- 
nese est frequemment decrit au stade pachytene [12], ce 
que confirme notre presente 6tude; dans ce cas en FISH 
ies gonosomes des spermatocytes au stade pachytene n'e- 
talent pas apparies. 

Concernant les cellules de Leydig, si certains auteurs rap- 
portent une diminution de leur nombre avec I'Age [13], pour 
d'autres leur nombre reste stable [14], et enfin certains 
d6crivent une augmentation de leur taille avec I'Age [16]. 
Compte tenu de la tres importante variabilite interindividuel- 
le relev6e dans notre 6tude, nos resultats semblent en 
faveur de cette derniere observation. 

Plusieurs etudes ont retrouve une faible augmentation de 
I'incidence des malsegregations au cours de la meiose 
chez les hommes Ages de 40 A 60 arts. Ces etudes ont ete 
effectuees sur du sperme ejacule. Griffin et al. [8] ont trou- 
ve chez 24 sujets Ages de 18 a 60 ans une correlation entre 
I'augmentation de I'Age et la frequence des disomies XY, 
XX et YY dans les spermatozofdes. Asada et al. [2] avaient 
releve une augmentation de la frequence des spermatozof- 
des XY chez 10 sujets Ages de plus de 39 ans. Martin et al. 
[21] ont compare 7 sujets Ages de 21 A 39 ans et 3 sujets 
Ages de 44 a 52 ansen notant une augmentation de la fie- 
quence des disomies 1 et YY. Robbins et al. [32] avaient 
note une augmentation de I'incidence des disomies XX et 
YY chez 4 sujets Ages de plus de 45 ans (&ge moyen 46,8 
ans). Lowe et al. [18] ont suggere un effet de I'Age paternel 
sur ia survenue du syndrome de Klinefelter dans la des- 
cendance puisque 4 peres d'enfants Klinefelter les avaient 
con(~us entre 50 et 59 ans alors que la frequence de leurs 
spermatozoi'des XY etait elevee. Rives et al. [31] ont etudie 
une serie de 12 sujets Ages de plus de 50 ans dont 3 seu- 
lement etaient ages de plus de 60 ans. Dans cette etude 
une augmentation significative des disomies XY, 4, 18, 21 
ainsi que de la diplo'idie a ete rapportee. 

Par contre d'autre etudes realisees chez des sujets plus 
Ages n'ont pas confirme ces resultats. Guttenbach et al. [9] 
ont etudie 3 sujets Ages de 81 arts A 83 ans chez quii ls 
avaient constate une faible augmentation de I'incidence des 
malsegregations pour XY alors que les autres non-disjonc- 
tions n'etaient pas affectees par I'~ge. Enfin, I'etude de 
Luetjens et al. [19] portant sur 8 sujets ages de plus de 60 
ans n'a pas trouve de difference significative concernant les 
anomalies meiotiques compares aux sujets jeunes. 

Au total, en reprenant le detail les series publiees, on 
retrouve dans la litterature des resultats d'analyse chromo- 
somique des spermatozoides pour 14 sujets Ages de plus 
de 60 ans avec des resultats contradictoires. Dans notre 
etude de sujets tres Ages A spermatogenese conservee, 
nous n'avons pas observe d'augmentation de rincidence 
des aneuploidies par rapport aux t6moins. Lorsque la sper- 
matogenese est conservee & des ages tres avances I'aug- 
mentation de I'incidence des anomalies chromosomiques 
avec I'Age, si elle existe, est tres faible en valeur absolue. 
Par contre pour les 4 sujets Ages avec spermiogenese arre- 
tee, le taux global d'anomalies chromosomiques etait de 
14,28%. Ceci suggere une relation entre atteinte de la sper- 
matogenese et alteration meiotique avec I'Age. 

En conclusion, le risque de conception d'un enfant porteur 
d'anomalie chromosomique reste donc faible Iorsque le 
pere est age. Par contre puisque plusieurs ~tudes ~pide- 
miologiques ont rapporte une correlation entre Age paternel 
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et risque de mutation autosomique dominante chez la des- 
cendance [3], la question qui reste posee est celle du risque 
de mutation g#nique au niveau des cellules germinales des 
sujets &g6s. 
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ABSTRACT 

Influence of ageing on spermatogenesis: testicular histo- 
morphometric and cytogenetic study in elderly men (61 

to 102 years) 

X18, 47.95% Y18 and 1.29% of cells with aneuploidy. 
Subjects with arrested spermatogenesis presented 47.96% 
X18, 37.75%Y18 and the aneuploidy rate among sperma- 
tids (n = 98) was 14.28%. This rate was higher than those 
observed in controls and in group 1. In conclusion, we 
observed that spermatogenesis was possible until an 
advanced age (95 years). There appears to be an increased 
incidence of post-meiotic aneuploidy in the case of arres- 
ted spermatogenesis (14.28 vs 1.10%). The aneuploidy rate 
in the group of subjects with preserved spermatogenesis 
was not statistically different from that observed in the 
control group. 

Mbarka DAKOUANE, Lucia BICCHIERAY, Marianne 
BERGERE, Martine ALBERT, Nathalie LEDEE, Fran(;ois 

VIALARD, Olivier CUSSENOT, Jacqueline SELVA 

Key words: ageing men, testis, histomorphometric study, post- 
meiotic cells, FISH, aneuploidy 

The harmful effect of maternal age on abnormal meiotic 
behaviour has been clearly established, but little is known 
about the effect of paternal age on chromosome malse- 
gregations and the results of studies on this question are 
fairly controversial. The purpose of this study was to eva- 
luate the influence of ageing on testicular histology and 
aneuploidy rate in testicular post-meiotic cells. A possible 
age-related risk has been suggested by the increased fre- 
quency of medical assisted reproduction techniques for 
older men. 

We analysed 36 testicular samples from subjects aged 
61-102 years by histology and histomorphometry. We exa- 
mined testicular cells with fluorescence in situ hybridisa- 
tion (FISH). We studied six histological sections (20 cross- 
sectioned tubules) by computer-assisted morphometric 
analysis (Histolab). The study was based on the following 
parameters: for seminiferous tubules: surface area, thick- 
ness of the basement membrane, nucleus density (Sertoli 
cells, spermatogonia, spermatocytes and spermatozoids); 
for interstitial tissue: cluster number and surface area 
occupied by the Leydig cells, nucleus density. We analy- 
sed cells by FISH and a set of three probes X, Y and 18 
(Abbot~ The results were compared to those of a control 
group of testicular biopsies from 10 subjects (29-40 years) 
with obstructive azoospermia and normal histology. 

Results: The histomorphometric study showed various 
alterations including: thickening of the basement membra- 
ne when spermatogenesis was arrested. The number of 
germinal cells and the number of Sertoli cells decreased 
with increasing age and Leydig cell hypertrophy was obs- 
erved with increasing age. Complete spermatogenesis 
was observed in men up to the age of 95 years old. The 
most sensitive step was pachytene. Spermatogonia can 
persist until the age of 98 years. The 36 elderly men were 
divided into 3 groups: preserved spermatogenesis (17 
subjects; group 1), arrested spermatogenesis (4 subjects; 
group 2) and early disrupted spermatogenesis with only 
diploid cells or no cells (15 subjects; group 3). 

For the control group, post-meiotic cells (n = 4,882) sho- 
wed 50.35% X18, 48.55% Y18 and 1.1% of cells with aneu- 
ploidy. For elderly subjects with preserved spermatogene- 
sis, post-meiotic cell analysis (n = 4,738) showed 50.76% 
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