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RESUME

Le recueil des spermatozoides testiculaires
(TESE), suivi de la microinjection dans le
cytoplasme ovocytaire (ICSI) a modifié radi-
calement la prise en charge des patients pré-
sentant une azoospermie sécrétoire.
Cependant, les anomalies du processus sper-
matogénétique conduisent a s’interroger sur
la qualité des gameétes recueillis au cours de
la biopsie testiculaire quand on sait que le
spermatozoide est 'aboutissement d’une évo-
lution séquentielle et programmée. Cette
revue a pour objet :

1. De rappeler briévement les modalités de
synthése des protéines constitutives du
spermatozoide ;

2. De préciser les caractéristiques des sper-
matozoides prélevés dans le testicule ;

3. D’évaluer Yincidence des anomalies
nucléaires sur les résultats cliniques de
I'ICSI.

Mots clés : spermatozoide, ICSI, apoptose, anoma-
lies nucléaires.

I. INTRODUCTION

Le recueil de spermatozoides testiculaires
(TESE) suivi de la micro-injection dans le cyto-
plasme ovocytaire (ICSI) a modifié radicale-
ment le traitement des hommes présentant
une azoospermie en relation avec un déficit de

la spermatogeneése [45]. Le taux de spermato-
zoides collectés par biopsie testiculaire reste
relativement élevé aussi bien au cours de
I'aplasie germinale compléte (de l'ordre de 19
%) et de I'arrét complet de la maturation sper-
matogénétique (de l'ordre de 48 %) que de la
sclérose tubulaire (de l'ordre de 40 %) [42].
Cependant, une étude comparative effectuée
aprés ICSI avec des spermatozoides éjaculés,
épididymaires et testiculaires a montré une
réduction de moitié du pourcentage de nou-
veaux nés vivants par embryons transférés,
ainsi quun taux de fausses couches deux a
trois fois plus élevé apres usage de spermato-
zoides testiculaires [{10].

Cette limitation sensible du potentiel de déve-
loppement des embryons engendrés avec des
spermatozoides testiculaires conduit a s’inter-
roger sur la qualité des gametes obtenus a par-
tir de testicules ou le processus spermatogéné-
tique est fortement perturbé. Le spermatozoi-
de est, en effet, 'aboutissement d'une évolu-
tion séquentielle et programmeée qui se pour-
suit tout au long de la spermatogenese. On
peut donc supposer que non seulement les ano-
malies de la spermiogenése, mais aussi celles
de la lignée germinale survenues en amont
retentissent sur ’état des spermatozoides.
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Cette revue a pour objet :

1) de rappeler brievement les modalités de syn-
these des protéines constitutives du spermato-
zoide,

2) de préciser les caractéristiques des sperma-
tozoides prélevés dans le testicule et

3) d’évaluer [l’incidence des anomalies
nucléaires sur les résultats cliniques de I'ICSI.

II. SYNTHESE SEQUENTIELLE DES
PROTEINES NUCLEAIRES ET CYTO-
PLASMIQUES DU SPERMATOZOIDE

Les modalités de synthése des ARN messagers
sont particulieres a la lignée germinale male.
Les ARNm peuvent étre synthétisés de manie-
re continue dans les trois familles de cellules
germinales, spermatogonies, spermatocytes et
spermatides. Certains ARNm méiotiques avec
une demi-vie inhabituellement longue sont
transcrits et stockés dans les spermatocytes 1
pour étre traduits beaucoup plus tard dans les
jeunes spermatides. A l'opposé, d’autres
ARNm ne sont transcrits que dans les sperma-
tides (expression du génome haploide). De la
sorte, les protéines constitutives des spermato-
zoides sont le produit d’'une activité transcrip-
tionnelle et traductionnelle a la fois mitotique,
méiotique et post-méiotique [12]. Une étude
ancienne, mais fondamentale, de la séquence
d’apparition des protéines dans les spermato-
zoides chez la souris, a établi que les protéines
solubles en provenance de la membrane plas-
mique, de l'acrosome, de l'axonéme, de la
matrice et des crétes mitochondriales sont éla-
borées principalement au cours de la méiose.
Au contraire, la synthése des composants inso-
lubles de la téte et de la queue s’effectue
durant la spermiogenése [26].

Les remaniements nucléaires, une étape
essentielle de la différenciation des spermato-
zoides, surviennent a mi-course de la spermio-
genése. Chez 'homme, les histones de type
somatique et leurs variants testicule-spéci-
fiques sont remplacées par deux protéines de
transition (TP1 et TP2) qui, a leur tour, sont
déplacées par les protamines (familles P1 et
P2), dés la fin de la phase d’élongation des
spermatides [17, 30]. L'interaction inter et
intra-protamines due a la formation des ponts

disulfure entre les résidus cystéine favorise la
compaction de 'ADN. Les séquences des pro-
téines de transition et des protamines sont
connues. Il en est de méme pour les génes cor-
respondants dont l’activité est strictement
limitée aux spermatides (références in [7]). Les
modalités de la régulation transcriptionnelle
et traductionnelle de leur expression commen-
cent a étre élucidées [13, 8, 37]. C’est le cas, en
particulier, d’'une protéine de liaison a '’ARN,
la TRBP (TAR RNA binding protein), homo-
logue de la Prbp de souris (Prm-1 RNA binding
protein) dont lexistence a été récemment
démontrée dans les spermatides humaines en
élongation et qui intervient vraisemblable-
ment dans le contréle traductionnel des prota-
mines [36].

La qualité nucléaire, en d’autres termes I'inté-
grité du complexe ADN-protamines, est, a
I’évidence, un facteur déterminant de la fécon-
dation de l'ovocyte et du développement
embryonnaire, aprés ICSI. Les anomalies de
condensation de la chromatine se constituent
au cours de la spermiogenése. En revanche, la
fragmentation de ’ADN peut éventuellement
étre l'expression d’'un processus apoptotique
affectant 'ensemble de la lignée germinale.

III. CARACTERISTIQUES DES
SPERMATOZOIDES TESTICULAIRES

L’examen a l'état frais des spermatides
matures et des spermatozoides recueillis par
biopsie testiculaire est certainement informa-
tif quant aux dimensions et a la forme généra-
le des cellules. En effet, 'aspect des cellules
vivantes parait, en tous points semblable a
celui observé sur les préparations histolo-
giques comme I'a montré une étude morpholo-
gique réalisée conjointement sur des cellules
germinales en culture et sur les coupes de
tubes séminiferes en provenance des mémes
prélevements [15].

L’évaluation des parametres usuels des sper-
matozoides testiculaires collectés au cours de
Yazoospermie sécrétoire indique que les cel-
lules conservent une vitalité élevée (environ 86
% de formes vivantes apres coloration vitale et
60 % avec le test de gonflement hypoosmotique
— HOS test ) en dépit d'une diminution impor-
tante du nombre et de la mobilité (environ 5 %
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de formes mobiles) [2]. Il faut souligner que les
tests de vitalité permettent d’identifier beau-
coup plus de formes viables que ne le suggere
I’examen de la mobilité (tableau 1).

Néanmoins, la mobilité reste un critére impor-
tant du choix du gaméte. Apres injection de
spermatozoides testiculaires mobiles, le taux
de fécondation est significativement plus élevé
qu’aprés injection de spermatozoides non
mobiles [25] (tableau 2).

En revanche, dans les conditions du recueil, on
ne dispose d’aucune information sur la conden-
sation de la chromatine et ’état de TADN. En
dépit d’'une forme de la téte normale ou sub-
normale, les spermatozoides peuvent toutefois
présenter des anomalies variables de conden-
sation de la chromatine qui ne sont décelables
qu’en microscopie électronique (figure 1).

IV. INCIDENCES DES ANOMALIES
NUCLEAIRES SUR LES RESULTATS
DE L’ICSI

Diverses méthodes ont ¢été employées pour
apprécier la qualité de la chromatine des sper-
matozoides. Parmi celles-ci, la coloration par la
chromomycine A3 (CRM 3), un fluorochrome
spécifique des séquences guanine-cytosine de
I’ADN, permet de révéler un défaut de prota-
mination [4]. La nick-translation in situ sans
traitement préalable par une endonucléase
met en évidence la fragmentation de ’ADN [5].
Les résultats fournis par cette méthode sont
d’ailleurs identiques a ceux obtenus avec la
méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase — mediated dUTP-Nick-End-
Labeling) utilisée pour détecter la dégradation
de ADN dans les cellules somatiques apop-
tiques [21].

a) Anomalies de linteraction ADN-prota-
mines

L’étude de la chromatine avec la chromomyeci-
ne A3 et la nick translation in situ chez les
patients candidats a 'ICSI a montré une aug-
mentation significative des anomalies de
condensation de la chromatine [35], le défaut
de protamination étant généralement associé a
la persistance de nicks endogenes d’ADN [20].
Bien qu'elles n’aient pas d’incidence sur les
taux de fécondation proprement dits, ces ano-

malies nucléaires restent un facteur limitant
de la fécondation [35]. En effet, chez les
patients présentant un pourcentage élevé
d’anomalies de la chromatine (> 30 % de sper-
matozoides CRM3-positifs, > 10 % de sperma-
tozoides avec ADN fragmenté), plus du double
des ovocytes non fécondés contiennent des
spermatozoides a téte non décondensée [34].
En outre, quand on effectue la culture sur cel-
lules Vero d’embryons surnuméraires engen-
drés soit par ICSI, soit par FIV avec des sper-
matozoides porteurs d’anomalies nucléaires, le
pourcentage de blastocytes est significative-
ment plus bas apres ICSI (26,8 % contre
47,3%), suggérant l'intervention d’une sélec-
tion des embryons durant la période pré-
implantatoire [35].

b) Altération de UADN

En général, le taux de fécondation apres ICSI
n’excéde pas 65 %, alors que le spermatozoide
est introduit directement dans 'ovocyte matu-
re [27, 28, 40]. Ce taux de fécondation inférieur
a ce qui est attendu pourrait s’expliquer par la
présence d’anomalies de 'ADN dans les sper-
matozoides chez des patients par ailleurs infer-
tiles.

Les spermatozoides éjaculés dont la fragmenta-
tion de 'ADN est détectée par la méthode
TUNEL ont des caractéristiques ultrastructu-
rales analogues a celles des cellules somatiques
apoptotiques : chromatine partiellement frag-
mentée et condensée a la périphérie, rupture ou
disparition de la membrane nucléaire, balloni-
sation des mitochondries. Le pourcentage de
spermatozoides & ADN fragmenté dans I'éjacu-
lat peut varier de 1 a 50 % suivant les patholo-
gies de I'appareil génital [1]. Il est corrélé néga-
tivement au pourcentage de formes mobiles
chez les hommes infertiles [9]. De plus, les taux
de fécondation et de clivage embryonnaire apres
fécondation in vitro [39] ou ICSI [19] sont d’au-
tant plus bas que le pourcentage de spermato-
zoides avec ADN fragmenté est plus élevé.

Un travail récent réalisé a la fois chez ’homme
et des souris transgéniques montre que le
risque de fragmentation de ’ADN est accru
dans les cellules germinales mailes quand il y a
altération de la spermatogenese [16]. En effet,
chez les mutants homozygotes de souris (pro-
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Tableau 1 : Mobilité et vitalité des spermatozoides en fonction de Uorigine du prélévement

Origine Mobilité (%) vitalité (%) HOS test (%)
Testicule (a) (n = 5) 5+3.6 86 +5 60 + 12
Epididyme (b) (n = 8) 22 + 18 57 + 20 40 + 14
Canal déférent (c) (n = 5) 71+ 16 91+ 6 80+ 11

(a) Azoospermie sécrétoire (TESE)
(b) Azoospermie obstructive (MESA)
(c¢) Avant vasectomie (modifié d’apres [2])

Tableau 2 : Résultats de UICSI en fonction de la mobilité des spermatozoides testiculaires

Groupe 1 Groupe 2 Total
sptz mobiles sptz immobiles
Nombre de cycles 97 8 129
Nombre d’ovocytes injectés 810 89 1042
2 PN (%) ~ 65* ~21 =60
Embryons transférés
ou congelés (%) ~ 69 ~ 84 =71

* Significativement différent (modifié d’apres [25])

Figure 1: Ultrastructure de tétes de spermatozoides humains de forme normale ou subnormale présentant
des degrés variables d’anomalies de condensation de la chromatine ( x 6000).
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téine phosphase 1 ¢ y -/-) dont la spermiogene-
se est bloquée, la fragmentation de 'ADN est
significativement augmentée dans les sperma-
tozoides testiculaires (28,7 % contre 4,1 % dans
la souche sauvage) et les spermatides rondes
(27,4 % contre 3,9 % dans la souche sauvage)
(tableau 3). Chez 'homme un taux élevé de
fragmentation de 'ADN est également observé
dans les spermatides rondes au cours de I'azoo-
spermie sécrétoire et dans ce cas, le dommage
de PADN compromet le développement
embryonnaire. Dans la série étudiée, chez six
patients présentant un pourcentage élevé de
spermatides rondes avec ADN fragmenté,
aucune grossesse n’a été obtenue avec les sper-
matozoides testiculaires, alors que chez un
patient dépourvu de spermatozoides, une gros-
sesse est survenue avec des spermatides
rondes ou la fragmentation de 'ADN était
deux fois moindre.

c¢) Relation entre la fragmentation de
U’ADN et P’apoptose

A ce jour, les facteurs responsables de la frag-
mentation de 'ADN dans les spermatozoides
ne sont pas clairement élucidés. La présence
d’ADN fragmenté pourrait étre en relation
avec le processus de compaction de la chroma-
tine au cours de la spermiogeneése. 11 a été mon-
tré, en effet, que des nicks endogénes d’ADN
sont normalement présents dans le noyau des
spermatides en élongation chez les rongeurs
[22, 23, 33]. La formation de nicks endogeénes
de 'ADN bicaténaire aurait pour effet de favo-
riser les interactions des protamines avec
I’ADN. Cependant, ces fragments disparais-
sent dés que la maturation nucléaire est ache-
vée. Les topoisomérases, considérées comme
les enzymes responsables de la fragmentation
de 'ADN sont présentes au cours de la sper-
matogenése [6, 24]. Des anomalies de la fonc-
tion ligase seraient a l'origine de la persistan-
ce des nicks endogénes et de 'altération de la
structure de la chromatine dans les spermato-
zoides des hommes hypofertiles [4, 20, 32, 34].

La fragmentation de TADN dans les spermato-
zoides matures pourrait étre aussi causée par
un exceés de radicaux libres dans le plasma
séminal. En effet, le stress oxydatif est un fac-
teur reconnu de l'altération de ’ADN dans le
gameéte male [14, 43, 44]. Une relation directe

a été établie entre la fragmentation de 'ADN,
la redistribution de la phosphatidylsérine a la
surface de la membrane plasmique et la pro-
duction de radicaux libres endogénes chez les
hommes infertiles [3].

En troisieme lieu, le dommage de 'ADN dans
les spermatozoides serait la conséquence de
I’'apoptose, ou mort cellulaire programmée, en
tous points semblable a celle qui affecte les cel-
lules somatiques [11, 39]. Dans ce contexte,
I'apoptose peut conduire a I’élimination sélecti-
ve des cellules germinales endommagées
comme le suggere l'incidence élevée de I'apop-
tose dans les spermatocytes et les spermatides
chez les hommes inféconds [41]. Au cours des
anomalies de la spermatogenese, le taux des
cellules apoptotiques est d’autant plus élevé
que l'arrét de la spermatogenése est plus pré-
coce [18]. On comprend des lors lintérét d’ap-
précier en amont de la spermiogenése I'équi-
libre entre 'apoptose et la prolifération cellu-
laire, les deux processus antagonistes qui assu-
rent ’homéostasie de chacune des familles cel-
lulaires de la lignée germinale [31] (figure 2).
Ainsi, la biopsie testiculaire a visée pronos-
tique, pratiquée avant I'ICSI, retrouve son uti-
lité pour évaluer les proportions respectives de
cellules germinales en apoptose ou en prolifé-
ration. On dispose en effet maintenant de mar-
queurs immunocytochimiques appropriés tels
que l'anticorps dirigé contre la protéine Fas qui
s’accumule dans les spermatocytes et les sper-
matides apoptotiques [29] et les anticorps diri-
gés contre les protéines Ki-67 et PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) qui s’ex-
priment dans le noyau des cellules germinales
en renouvellement |38].

V. CONCLUSION

Il est difficile encore actuellement de détermi-
ner avec précision la part respective de ’apop-
tose et de I'équipement défectueux en prota-
mines dans les anomalies de condensation de
la chromatine dans les spermatides matures et
les spermatozoides. Quelle que soit leur natu-
re, ces anomalies retentissent, semble-t-il,
d’avantage sur le développement embryonnai-
re que sur la fécondation proprement dite. Or,
parmi les parametres spermatiques, la qualité
nucléaire est le critere le plus difficile a appré-

137



Tableau 3 : Fragmentation de PADN dans les cellules germinales haploides chez des mutants de
souris présentant un blocage de la spermiogenése (Mutation du géne Pplcy)

+/+ +/- -/-
% sptz épididymaires 1,1+ 0,6* 16 +0,5 34,3 + 9,9*
(n=6) (n=6) (n=9)
% sptides rondes épididymaires 0 0 39,8 + 4,1
(Il = 9)
% sptides testiculaires 4,1 +0,7* 42 +2 28,7 + 8,1*
n="17 n=T n=9)
% sptides rondes testiculaires 3,9 + 1,56% 54 + 3,8 27,4 + 6,8*
(n=17) n="7) n=9)
* Significatif (modifié d’apres [16])
Fas Bax
B?x Bokw
\ ?SCF ‘.‘ Bol-w
\ Bd-xLi 5\ Bel-xb
\ testosterone \ testosterons

\ APOPTOSIS
\ APOPTOSIS (selection?)

+y

lossofviih1
lossof ATM
lossofDhh

lossofBol-w trmnic lossofHsp70-2 lossofCREM

Figure 2: Durant la spermatogenése, Uapoptose des cellules germinales maintient un nombre approprié de
chaque type de cellules germinales et aussi élimine sélectivement les cellules altérées. Les signaux qui régu-
lent Papoptose sont indiqués dans la partie supérieure du schéma. Les effets des mutations des génes
codant pour les régulateurs de l’apoptose sont représentés dans la partie inférieure [31].
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cier. Dans ce contexte, il parait raisonnable de
formuler trois recommandations avant l'usage
de spermatozoides testiculaires 1)
Déterminer la cause précise de I'azoospermie
sécrétoire ; 2) Introduire une analyse histolo-
gique de la biopsie testiculaire a visée prédicti-
ve ; 3) Pratiquer systématiquement un conseil
génétique.
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ABSTRACT

Testicular gamete quality

J.P. DADOUNE

The combination of testicular sperm extrac-
tion (TESE) and ICSI has constituted a break-
through in the treatment of men with nonobs-
tructive azoospermia. However, impaired
spermatogenesis raises the question of the
quality of testicular spermatozoa obtained by
testicular biopsy, when considering the male
gamete as the product of a sequential and pro-
grammed spermatogenic process. The aim of
this paper is: 1) To briefly recall the successi-
ve events of sperm protein synthesis; 2) To
define the characteristics of sperm cells
retrieved from the testis and 3) To evaluate
the effect of nuclear anomalies on the outco-
me of ICSI.

Key-words: Sperm, ICSI, apoptosis, nuclear abnor-
malities.
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