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I.  La fertilité des mammifères 

 

La reproduction sexuée est un processus physiologique majeur nécessaire 

à la survie de toutes les espèces de mammifères. Elle nécessite l'interaction d'un 

spermatozoïde (gamète mâle) et d�un ovocyte (gamète femelle) pour former un 

zygote ce qui constitue la première étape dans le développement de l�embryon. 

La fabrication de ces deux gamètes est intimement liée à la reproduction sexuée.  

Le déterminisme du sexe est a priori déterminé génétiquement dès la 

fécondation, lors de la mise en commun du patrimoine génétique des gamètes 

mâle et femelle et, à l�exception de quelques espèces chez les mammifères, il est 

basé sur l�existence des chromosomes sexuels X et Y. C�est au niveau du bras 

court du chromosome Y qu�est localisé le facteur de détermination testiculaire 

(TDF) codé par le gène SRY (Sex Determining Region of the Y chromosome) 

cloné en 1990 dans le laboratoire de Peter Goodfellow.  

La différenciation de l�ébauche gonadique (ou crête génitale) et le 

développement de l'appareil génital et des organes sexuels en testicules ou en 

ovaires, constituant ainsi le sexe gonadique, dépend de la présence ou de 

l'absence de SRY. (Jacobs and Strong, 1959; Russell, 1961; Sekido and Lovell-

Badge, 2008). En réponse à des signaux hormonaux, le tractus génital et les 
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organes génitaux externes appropriés se développent ensuite pour définir le sexe 

phénotypique. Ce sont essentiellement les hormones testiculaires (testostérone et 

AMH ou anti-müllerian hormone) qui sont à l�origine du choix de la 

différenciation du sexe apparent (Ravel et al., 2004). 

Au cours de la différenciation du testicule, SRY et SOX9 régulent 

négativement la voie de différenciation ovarienne par la répression de RSPO1. 

Parallèlement, dans la gonade femelle, en l'absence de SRY, le haut niveau de 

RSPO1 entraine l�activation de la voie femelle. 
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Schéma récapitulatif de la cascade d�activation génique aboutissant au déterminisme gonadique puis à la 

différenciation sexuelle (d�après C. Ravel et al. 2004). 
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De nombreux travaux essentiellement réalisés chez la souris ont permis de 

mettre en évidence les évènements morphogénétiques impliqués dans la 

formation d�un ovaire ou d�un testicule. 

Les étapes se déroulant dans l'ovaire (folliculogenèse, ovulation), la 

fécondation, l'implantation et le développement embryonnaire précoce sont 

finement régulés génétiquement (Figure 1). De même, le grand nombre de gènes 

spécifiquement exprimés dans la lignée germinale mâle illustre la complexité du 

processus de la spermatogenèse et indique que des mutations dans des milliers 

de gènes différents pourraient provoquer l'infertilité masculine (Tableau 1) 

(Matzuk and Lamb, 2008; Schultz et al., 2003). Il est fort probable que cette 

complexité contribue à un grand nombre d'infertilité idiopathique chez 

l'Homme. 
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Figure 1 : Les protéines impliquées dans la fertilité femelle identifiées chez la souris. (Matzuk and Lamb, 

2008). Des modèles de souris KO (knock-out) ont permis d�identifier des protéines clés impliquées dans la 

formation de follicules, la folliculogenèse ovarienne, l'ovulation, et les événements post-ovulatoires (la 

fécondation, l'implantation et le développement embryonnaire précoce). L�expression de ces gènes est finement 

régulée et sous le contrôle du système hypothalamo-hypophysaire. L�étude de plus d�une centaine de mutants 

dans les espèces murines et ovines a donc permis d�accroître les connaissances concernant la reproduction 

femelle. Cependant, ces données ne permettent pas d�expliquer les causes génétiques d�infertilité féminine qui 

restent largement inexpliquées. Les gènes présentés en bleu représentent l�accroissement des connaissances sur 

le sujet (et donc du nombre de gènes connus comme étant impliqués) entre une revue de 2002 et celle de 2008. 
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Table 1: Gènes impliqués dans l'infertilité masculine mis en évidence par le modèle murin (Matzuk and 

Lamb, 2008) Les gènes présentés en bleu représentent l�accroissement des connaissances sur le sujet (et donc 

du nombre de gènes connus comme étant impliqués) entre une revue de 2002 et celle de 2008. 
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II. L�infertilité humaine 

 

A. Définition et données épidémiologiques 

La reproduction est une fonction physiologique qui comprend de 

nombreuses étapes, telles que la formation des gamètes, la fécondation, le 

développement préimplantatoire, l�implantation et le développement post-

implantatoire. Ainsi l�aptitude à procréer dépend du bon fonctionnement 

coordonné des systèmes reproducteurs mâle et femelle. 

Les épidémiologistes et les démographes ont coutume de distinguer 

fertilité/infertilité, de fécondité/infécondité. La fertilité correspond à une 

aptitude, celle d'un couple à concevoir; elle exprime une probabilité. Au 

contraire, la fécondité est un état, celui d'un couple qui a conçu; elle exprime un 

constat (d�après la revue du Pr Alfred Spira, « Infertilité � infécondité », 1997). 

Par définition, la fertilité est la capacité de produire une descendance, alors que 

la fécondité est la capacité biologique à se reproduire sur la base de la 

probabilité mensuelle de conception. Un couple est dit infertile s�il ne parvient 

pas à mener une grossesse à terme après un an ou plus de rapports sexuels 

réguliers non protégés (Gnoth et al., 2005; Zegers-Hochschild et al., 2006b). 
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La fécondité peut être mesurée par le temps pris pour obtenir une grossesse. On 

parle de «Time-To-Pregnancy» (TTP) exprimée en «Monthly Fecundity Rates» 

(MFR), c'est à dire la probabilité d'obtenir une grossesse dans un cycle 

menstruel. La MFR chez l'homme est relativement faible (20%) par rapport aux 

autres espèces de mammifères (Evers, 2002; Stevens, 1997; Teklenburg et al., 

2010; Viudes-de-Castro and Vicente, 1997). On parle d�infertilités modérées et 

sévères définies par des MFR de 5 et 1%, respectivement (Evers, 2002). À 

l'autre extrémité du spectre, la superfertilité peut être caractérisée par une MFR 

de 60% ou plus. Sur la base du modèle de Tietze (Evers, 2002; Tietze et al., 

1950), 79% de la population est estimée fertile, 18% infertile et 3% superfertile.  

L'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) considère comme infertile un 

couple qui, au bout de deux ans de relations sexuelles, sans contraception, ni 

intervention médicale, n'a pas conçu. On parle d�infertilité quand au moins un 

des membres du couple est stérile ou quand sa capacité à concevoir est 

sérieusement diminuée. On distingue l�infertilité primaire quand il n�y a jamais 

eu de grossesse et l�infertilité secondaire s�il y a eu une ou plusieurs grossesses à 

terme. Dans l�espèce humaine, la fécondité ou probabilité mensuelle d�obtenir 

une grossesse est d�environ 25%. Dans le cas d�une incapacité totale à procréer 

naturellement on parle de stérilité. Pour une probabilité de procréer <5% on 

parle d�hypofertilité (OMS). L�infertilité est un problème de santé publique 
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majeur qui concerne entre 8 et 12% des couples à l�échelle mondiale soit plus de 

80 millions de personnes, avec, d�après l�OMS, 40 % de couples atteints 

d�infertilité primaire et 60 % d�infertilité secondaire (Evers, 2002). 

Les causes d'infertilité ont très longtemps été attribuées aux femmes. Ce 

n'est que depuis le début du 20ème siècle que la piste masculine est explorée. 

Dans environ 30% des cas, il est trouvé une cause purement féminine, dans 20% 

des cas une cause uniquement masculine, dans 40% des cas une cause qui 

incombe aux deux partenaires et dans 10% des cas l�infertilité reste inexpliquée. 

 Ainsi, en France 60 000 couples (~1/6)  consultent chaque année pour une 

difficulté à concevoir. Ces couples sont pris en charge par des services de santé 

de la reproduction et ils se voient proposer des traitements et/ou une assistance 

médicale à la procréation (AMP). En 2003, une naissance française sur 20 a été 

obtenue à l�issue d�un traitement ou d�une technique médicale. Cependant le 

taux de succès des techniques d�AMP reste faible, de l�ordre de 20 % par 

tentative (Andersen and Loft, 2006). Une des techniques d�AMP les plus 

connues est la Fécondation In Vitro (FIV) mais d�autres techniques existent 

(Insémination Artificielle (IA), Injection Intra-Cytoplasmique de Spermatozoïde 

(ICSI). Le premier enfant issu de la technique de FIV date de 1978 (Steptoe and 

Edwards, 1978). De plus la proportion de naissances obtenues par cette 

technique n�a cessé de progresser au cours des vingt dernières années, passant 
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de 0,52 % des enfants conçus par FIV en 1988 à 1,74 % en 2006 (soit un rythme 

moyen de hausse de + 0,72 % par décennie) (de La Rochebrochard et al., 2008). 

 En dehors de toute pathologie, des facteurs liés au mode de vie, ont un 

rôle établi dans la modulation de la fertilité. Chez la femme, l�âge joue un rôle 

très important puisque son augmentation diminue les chances de grossesse et 

dans le même temps augmente le risque de fausses couches. De la même façon, 

l�obésité, le tabac et l�alcool diminuent la fertilité des femmes (Caserta et al., 

2011; Kelly-Weeder and Cox, 2006; Norman et al., 2004). Par exemple, les 

études de Hughes en 1996 et Augood en 1998 ont démontré que le tabagisme 

chez les femmes diminue de façon significative les chances de conception. Chez 

l�homme, l�âge est également associé à une baisse de la fertilité mais à un degré 

bien moindre par rapport à la femme. L�obésité, le tabac et l�alcool sont 

également des facteurs délétères à la fertilité masculine. Certaines conditions de 

l�environnement (chaleur, solvants, pesticides...) peuvent aussi entraîner une 

diminution de la fécondité (Homan et al., 2007), de même que des facteurs de 

risque professionnels, y compris les travaux physiques pénibles et l'exposition 

aux gaz anesthésiques, les métaux lourds et les solvants (Homan et al., 2007; 

Kumar, 2004). Beaucoup moins d'attention a été portée à l'exposition aux 

produits chimiques présents dans l'environnement et l'alimentation (Foster et al., 

2008), en dépit de preuves provenant d'études toxicologiques qui indiquent 
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clairement que de nombreux produits chimiques nuisent à la reproduction des 

femelles à la fois directement et/ou indirectement (Caserta et al., 2011). 

 

B. Les causes masculines d�infertilité  

1. Généralités  

Chez l'homme, le spermogramme associé au spermocytogramme 

constituent les examens de base dans le cadre de l�exploration de la fertilité.  

Les normes établies par l'OMS sont les suivantes : volume entre 2 et 6 ml, 

pH entre 7,4 et 8, concentration en spermatozoïdes entre 20 et 200 millions/ml, 

vitalité supérieure à 60 %, mobilité supérieure à 50% avec au moins deux tiers 

de spermatozoïdes mobiles progressifs («fléchants»), et formes 

morphologiquement normales supérieures à 40 % avec un index d'anomalies 

multiples inférieur à 1,6. 

L'infertilité masculine est un syndrome multifactoriel englobant une 

grande variété de troubles. Cependant, pour plus de la moitié des hommes 

infertiles, la cause est inconnue et peut être congénitale ou acquise (Bhasin et al., 

1997; Poongothai et al., 2009). L�enquête Thonneau, a permis de répertorier les 

causes principales d�infertilité masculine (Thonneau et al., 1991). 
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L�oligo-térato-asthénozoospermie représente la cause principale 

d�infertilité masculine (21%).  

L�oligospermie (2%) correspond à une diminution du nombre de 

spermatozoïdes (moins de 20 millions/ml). L�azoospermie (9%) correspond à 

une absence totale de spermatozoïde. Il peut s�agir soit d�une absence de 

production par les testicules (azoospermie sécrétoire (6%)) soit d�une obturation 

des canaux excréteurs (azoospermie obstrusive (3%)).  

L�asthénospermie (ou asthénozoospermie) (17%) correspond à un défaut 

de mobilité (moins de 40%) ou de mouvement des spermatozoïdes (vitesse, 

trajectoire). Ces anomalies peuvent être dues à des anomalies de structure des 

spermatozoïdes. La nécrospermie correspond à un pourcentage élevé de 

spermatozoïdes morts (>50%) le plus souvent dû à des infections. La 

tératospermie (ou tératozoospermie) (10%) est la présence d�un taux 

anormalement élevé de spermatozoïdes anormaux (supérieur à 85%). Le 

pourcentage minimal de spermatozoïdes normaux dans un sperme normal varie 

entre 15 et 50%. Ces anomalies peuvent intéresser toutes les parties du 

spermatozoïde (tête, flagelle) et sont généralement dues à un dysfonctionnement 

de la spermiogenèse, la dernière phase de la spermatogenèse. 

Concernant les causes génétiques de l�infertilité masculine, des études 

dans les années 1970, notamment celle de Tiepolo L et Zuffardi O en 1976, ont 
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conduit à suspecter l'existence d'un facteur putatif AZF (Azoospermia factor) 

codé par un ou plusieurs gènes, indispensable(s) à la spermatogenèse et situé(s) 

en région Yq11, ultérieurement subdivisée en 3 sous-régions non chevauchantes 

dénommées (AZFa, AZFb et AZFc) (Tiepolo and Zuffardi, 1976). Environ 10 à 

20% des hommes, dépourvus de spermatozoïdes dans leurs éjaculats présentent 

une délétion au niveau du locus AZF (Azoospermia Factor) qui serait 

responsable d'atteintes plus ou moins sévères de la spermatogenèse. Plusieurs 

gènes candidats ont été trouvés à l'intérieur de ces régions. Dans les cas 

d�azoospermie, les gènes de la famille DAZ, situés dans la région AZFc, sont les 

candidats les plus souvent délétés (Navarro-Costa et al., 2010). Récemment, une 

nouvelle région du chromosome Y de 1,6 Mb nommée «gr/gr » a été décrite 

comme délétée en particulier chez les hommes infertiles avec des degrés divers 

de défauts spermatiques. Cependant, la compréhension des causes génétiques de 

l'infertilité masculine reste limitée (Poongothai et al., 2009). 

2. La spermatogenèse, une étape clé de la fertilité mâle 

La majorité des anomalies de fertilité masculine sont liés à des défauts de 

la spermatogenèse, un phénomène long et complexe qui débute à la puberté et se 

poursuit pendant toute la vie d�un individu de sexe masculin. 

La spermatogenèse est l'événement physiologique majeur qui se produit 

dans les tubes séminifères, les unités fonctionnelles des testicules, et qui permet 
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de produire des spermatozoïdes. Chaque homme produit plus de 100 millions de 

spermatozoïdes chaque jour sous l'influence de l'hormone folliculo-stimulante 

(FSH) et de l�hormone lutéinisante (LH) (Sharpe et al., 1994). La FSH exerce 

ses effets sur les cellules de Sertoli dans l'épithélium séminifère pour assurer le 

maintien de la spermatogenèse (Griswold et al., 1995). La LH se lie à ses 

récepteurs au niveau des cellules de Leydig pour induire la stéroïdogenèse et 

permettre la production de la testostérone et de l'�stradiol (Carreau and Hess, 

2010; O'Donnell et al., 2001). Ces deux hormones hypophysaires (FSH et LH)  

qui régulent la spermatogenèse sont sous l'influence de l'hypothalamus. La 

relation hormonale et fonctionnelle complexe, entre l'hypothalamus, l'hypophyse 

et le testicule, est connue sous le nom de l'axe hypothalamo-hypophyso-

testiculaire. Cet axe est notamment la cible de la contraception hormonale 

masculine (Anderson and Baird, 2002; Liu et al., 2010; Nieschlag, 2010; 

Nieschlag et al., 2011). 

En 2006, Misell et al. ont confirmé qu�un cycle spermatogénétique, de 

l'initiation de la spermatogenèse à l'apparition des spermatozoïdes dans 

l'éjaculat, dure environ 64 jours (Misell et al., 2006). La spermatogenèse se 

décompose en trois grandes phases: 
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1- Pendant la première phase, les spermatogonies (ou cellules souches 

germinales) prolifèrent par mitoses (capacité d�auto-renouvellement) et se 

différencient en spermatocytes I qui s�engagent dans le processus de la méiose, 

2- La seconde phase correspond donc à la méiose, processus de division des 

cellules germinales diploïdes, permettant d'obtenir des gamètes haploïdes, les 

spermatides essentielles pour la reproduction sexuée. 

3- La troisième phase est la spermiogénèse qui correspond à la 

transformation des spermatides rondes en spermatides allongées puis en 

spermatozoïdes dotés de la capacité de motilité (après phagocytose du corps 

résiduel par les cellules de Sertoli). La spermiogénèse permet la formation de 

l'acrosome et induit des changements nucléaires, le développement du flagelle, 

la réorganisation du cytoplasme et des organites cellulaires (Figure 2).  

Le processus de libération du spermatozoïde par la cellule de Sertoli (à 

partir de l'épithélium dans la lumière tubulaire) est appelé spermiation (Figure 

3). 
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Figure 2 : Illustration de la spermiogenèse du rat adulte applicable à d'autres mammifères (Clermont and 

Rambourg, 1978). Les numéros des dessins correspondent aux étapes de la spermiogénèse telles que proposées 

par Leblond en 1952 (Leblond and Clermont, 1952). Au cours des trois premières étapes de la spermiogenèse, 

l'appareil de Golgi juxtanucléaire élabore les granules proacrosomiques, qui fusionnent en un seul granule 

acrosomique qui s'attache au noyau. Durant les étapes 4 à 7, l'appareil de Golgi contribue à la formation de 

l'acrosome qui se positionne à la surface du noyau. Pendant cette phase les mitochondries sont situées le long de 

la membrane plasmique, et les centrioles liés au noyau au pôle opposé de l'acrosome. Cela va donner lieu à 

l'axonème du flagelle en croissance. Durant les étapes 8 à 14, la spermatide devient polarisée, la chromatine se 

condense, et le noyau s'allonge pour prendre sa forme caractéristique du modèle murin, en faucille. Au cours 

des étapes de 15 à 19, phase de maturation, le flagelle termine sa formation par la migration des mitochondries 

vers le segment proximal en développement pour former la gaine mitochondriale. Enfin, le lobe cytoplasmique 

apical et la majeure partie du cytoplasme se séparent de la spermatide qui devient, après élimination du corps 

résiduel (RB), un spermatozoïde. 
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Figure 3 : Le processus de spermiation (O'Donnell et al., 2011). Avant la spermiation, la spermatide allongée 

interagit avec les cellules de Sertoli par l'intermédiaire d'une vaste structure connue sous le nom de la 

spécialisation ectoplasmique (ES). Au cours de la spermiation, les spermatides allongées montrent des 

changements progressifs dans la morphologie nucléaire et cytoplasmique. Au début de la spermiation au stade 

VII, la spermatide montre un cytoplasme abondant autour du flagelle, et est en grande partie enveloppé par des 

projections du cytoplasme apical des cellules de Sertoli (parfois appelé le processus apical). Les complexes 

tubulo-bulbaires se forment dans la courbure ventrale de la tête des spermatides, dans les zones déficitaires en 

ES. La tête et le flagelle de la spermatide sont progressivement attirés plus loin dans la lumière tubulaire alors 

que son cytoplasme se condense et reste immobile dans l'épithélium, ce qui a pour effet de former le lobe 

cytoplasmique où se concentrent les organites cytoplasmiques, qui finira par former le corps résiduel. Au cours 

de la progression du stade VII au stade VIII, la structure ES disparaît de la membrane plasmique de la cellule de 

Sertoli opposée à la tête de la spermatide. Les complexes tubulo-bulbaires montrent également des changements 

dans leur morphologie au cours de la progression du processus de spermiation, ils sont plus nombreux dans la 

courbure ventrale de la tête de la spermatide au stade VII. La spermiation se termine par la libération de la tête 

de la spermatide des cellules de Sertoli et la séparation de la spermatide et du corps résiduel qui sera phagocyté 

par les cellules de Sertoli. 
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Au terme de la spermatogenèse, le gamète possède toutes ses structures 

morphologiques indispensables à la fécondation. Toutefois il est important de 

noter que le spermatozoïde testiculaire subit, aussi bien dans les voies génitales 

masculines que dans les voies génitales féminines, de nombreuses modifications 

physiologiques nécessaires à l'accomplissement des étapes précoces de la 

fécondation, à savoir le franchissement des cellules du cumulus, la 

reconnaissance et la pénétration de la zone pellucide puis l�adhésion et la fusion 

des membranes plasmiques des deux gamètes. La complexité des événements 

cytologiques à la base de la formation des spermatozoïdes supposent une 

multitude de mécanismes de régulation, biochimiques et physico-chimiques 

(Cheng et al., 2011). 

L�identification des gènes jouant un rôle dans la spermatogenèse est 

principalement basée sur l�étude des modèles murins, en particulier le modèle de 

la souris. Chez l'homme, une telle identification reste largement inaccessible en 

raison de la difficulté à avoir accès à des échantillons de tissus à partir d'une 

gonade mâle et les possibilités limitées de vérification fonctionnelle. Par 

conséquent, les causes génétiques d'infertilité masculine sont encore mal 

connues. Cependant l�'identification des gènes potentiellement impliqués dans la 

spermatogenèse doit être améliorée afin d'accroître l'efficacité des tests de 

diagnostic indispensables à la caractérisation des causes de stérilité chez les 
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hommes afin de leurs proposer un traitement médical ciblé ou une assistance 

médicale adéquate (Waclawska and Kurpisz, 2012). 

C. Les causes féminines d�infertilité 

1. Généralités  

 L�enquête Thonneau, en 1991, a permis de répertorier les causes 

principales d�infertilité féminine (Thonneau et al., 1991). 

Chez la femme, les troubles de l�ovulation constituent la cause principale 

d�infertilité (33 à 35%). Si l�ovulation est complètement absente on parle 

d�anovulation ou si elle est présente mais de mauvaise qualité on parle de 

dysovulation. Certaines anomalies des ovaires sont à l�origine de troubles 

ovulatoires particuliers tels que le Syndrome des ovaires micro- polykystiques 

(présence de nombreux petits kystes). D�autres dysfonctionnements peuvent être 

la conséquence d�un épuisement prématuré des ovaires. C�est le cas de 

l�insuffisance ovarienne prématurée (IOP ou ménopause précoce) correspondant 

à une défaillance ovarienne survenant avant l�âge de 40 ans. 

Dans 26% des cas, des anomalies des trompes (obturation), pour la plupart 

dues à des infections génitales, peuvent être un obstacle mécanique à la 

rencontre des gamètes dans les voies génitales. Elles peuvent aussi causer des 

grossesses extra-utérines.  
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De même, les malformations utérines (bicornes unicervicaux 39%, 

cloisonnés 34%, bicornes bicervicaux 11%, unicornes 5%) concernent 3,5% des 

femmes infertiles. 

L�endométriose est une pathologie concernant 4% des cas d�infertilité 

féminine. Elle correspond à la prolifération anormale de la muqueuse utérine en 

dehors de l�utérus, en particulier au niveau des ovaires pouvant perturber la 

rencontre de l�ovocyte et des spermatozoïdes et influer sur la qualité de 

l�ovulation. 

Enfin la glaire cervicale peut également être en cause (dans 4% des cas 

d�infertilité féminine), elle peut être secrétée de façon inadéquate (quantité, 

qualité, pH) à cause d�infections, de dysfonctionnement des glandes 

endocervicales ou suite à des traitements de lésions du col de l�utérus. 

  

2. Les fausses couches spontanées répétées 

a) Données épidémiologiques: 

On parle de fausse couche spontanée (FCS) en cas « d�expulsion ou 

d�extraction hors de la mère d�un embryon ou d�un f�tus pesant moins de 500g 

et de moins de 22 semaines d�aménorrhée (SA) » (OMS, 1997). On parle de 

fausse couche « précoce » lorsque celle-ci survient avant 15 SA. Douze à 15% 
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des grossesses cliniquement reconnues et 50 à 60% de toutes les grossesses se 

terminent par un AS dans l�espèce humaine (Edmonds et al., 1982; Wilcox et 

al., 1988) pour la majeure partie très tôt dans la gestation, autour de la période 

d�implantation. Il y a une augmentation du risque d�avortement en fonction du 

nombre d�accidents précédents (Figure 4 et Tableau 2) (Knudsen et al., 1991; 

Regan et al., 1989)  

Figure 4 : Augmentation du risque d�AS avec le nombre d�antécédents (Knudsen et al., 1991) Le risque d�un 

AS est déterminé par l�issue des grossesses antérieures. 

 

 

Nombre de fausses couches 
antérieures 

Risque de FCS pour la grossesse en 
cours 0 10-15% 

1 13-26% 
2 17-35% 
3 25-46% 

 

Tableau 2 : Evaluation du risque de récidive en fonction du nombre de fausses couches spontanées 

antérieures (« Protocoles cliniques en obstétrique » Par Dominique Cabrol, François Goffinet, paru le 

13/11/2008) 

  

On définit les avortements spontanés à répétition (RSA) comme au moins 

trois avortements successifs. Un à 5% des couples seraient concernés par l�RSA 
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(Rai and Regan, 2006). Cependant les causes des RSA restent inconnues dans 50 

à 80% des cas (2008; Plouffe et al., 1992). 

Bien que la qualité de l�implantation puisse être à l�origine d�RSA 

pendant toute la durée de la gestation, diverses raisons font penser que la 

pathogénèse est bien plus complexe. Le risque d�un nouvel avortement est 

directement lié au succès des gestations précédentes (Knudsen et al., 1991; 

Regan et al., 1989).  

b) Etiologie des RSA 

Les causes des RSA peuvent être anatomiques avec une fréquence des 

malformations congénitales variant entre 2 et 38%. Le cloisonnement utérin est 

la malformation utérine la plus souvent associée aux RSA (Salim et al., 2003).  

Un avortement précoce est dans la plupart des cas associé à un caryotype 

anormal de l�embryon. Les anomalies chromosomiques les plus souvent en 

cause sont les trisomies autosomiques, la monosomie X et les polyploïdies. 

Trois pour cent des couples confrontés à des AS comportent un conjoint 

présentant des réarrangements chromosomiques importants. L�anomalie 

chromosomique la plus fréquemment rencontrée est la translocation balancée 

(transfert de segments entre chromosomes non homologues) (Stephenson and 

Sierra, 2006). 
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Les causes immunologiques peuvent être auto-immunes (syndrome anti-

phospholipide ou SAPL) ou allo-immunes (réponse immunitaire inappropriée 

envers l�embryon pouvant diminuer la tolérance maternelle). La prévalence du 

SAPL chez des femmes atteintes d�RSA est d�environ 15% (Rai et al., 1995). 

Dans la plupart des études on relève une augmentation des anticorps anti-

phospholipides allant jusqu�à 42% chez les femmes stériles. Les anticorps anti-

phospholipides pourraient intervenir à la fois sur la nidation et sur la croissance 

f�tale. Les pertes f�tales seraient la conséquence d�une ischémie placentaire 

(Balasch et al., 1998; Roussev et al., 1998). Les traitements du SAPL combinent 

l�aspirine et l�héparine, et améliorent la survie des f�tus. En effet, 70% des 

patientes traitées ont des gestations qui sont menées à terme (Empson et al., 

2002). Il a également été montré que l�hyperactivation du système du 

complément due à une formation exagérée de complexes immunologiques, est 

fréquente chez des patientes sujettes au SAPL (Oku et al., 2012). 

Des causes endocriniennes peuvent également expliquer certains cas 

d�RSA. Le diabète mal soigné, le syndrome des ovaires polykystiques et 

l�hyper-prolactinémie sont associés à un risque d�RSA. L�administration de 

bromocriptine, un inhibiteur de la sécrétion de prolactine, diminue le taux 

d�avortements (Hirahara et al., 1998). De plus la prévalence des ovaires 

polykystiques est de 40% chez des patientes atteintes d�RSA tandis que chez des 
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femmes sans antécédent elle n�est que de 22% (Rai et al., 2000). D�autres études 

montrent également que la résistance à l�insuline est associée à une 

augmentation des RSA (Craig et al., 2002). 
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III. Introduction à la génétique quantitative  

 

A. Les caractères quantitatifs complexes  

La reproduction, comme de nombreux processus physiologiques (ou 

pathologiques), fait intervenir des paramètres quantitatifs et complexes résultant 

de l�interaction entre des facteurs génétiques et des facteurs environnementaux. 

L�infertilité humaine se manifeste en effet dans de nombreux cas par différents 

degrés d�hypofertilité plutôt que par un état d�infertilité absolue. 

Un caractère quantitatif est un caractère phénotypique dont la distribution 

est une fonction continue et mesurable. Un caractère qualitatif peut être 

monogénique, c�est-à-dire lié à la variation allélique d�un seul gène, ou 

polygénique/oligogénique, c�est-à-dire contrôlé par l�association de différents 

allèles d�un nombre limité de gènes. La génétique quantitative est aussi appelée 

génétique multifactorielle, ou génétique des caractères à déterminisme 

complexe. Dans ces cas, différents locus agissent sur le phénotype, chacun de 

façon modérée (et non en tout ou rien) en interaction entre eux (de la simple 

additivité des effets, à des relations plus complexes), et dont l�action peut être 

modulée par l�environnement. Dans le cas de l�additivité, le génotype confère au 

phénotype une valeur moyenne égale à la somme de l�effet de chaque variant 
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allélique. A l�opposé, on parle d�épistasie lorsque l�interaction des génotypes 

multiplie les effets avec une valeur phénotypique moyenne différente de la 

somme des effets des variants alléliques (Carlborg and Haley, 2004). 

Pour l�étude des caractères quantitatifs au sein d�une population, on 

définit la variabilité dite intra-individuelle comme étant liée à l�expérimentateur 

et à l�environnement et la variabilité interindividuelle qui persistera entre des 

individus génétiquement identiques dans un environnement contrôlé. Une 

mesure quantitative se traduit par une moyenne et un écart type calculés au sein 

d'une population.  

L�association statistique d�un caractère quantitatif avec une région du 

génome traduit l�existence d�un QTL (Quantitative Trait Locus). Un QTL se 

définit comme un locus polymorphe pour lequel au moins deux formes 

alléliques sont associées à des valeurs phénotypiques moyennes différentes pour 

le caractère étudié. Un caractère quantitatif peut également être sous le contrôle 

d�un ou plusieurs QTL(s) qui contribuent de façon plus ou moins importante à 

l�élaboration du phénotype. On parle de « force » du QTL définie comme étant 

le pourcentage de variance du phénotype qu�il explique. La force du QTL sera 

déterminante pour sa détection, qui sera d�autant plus aisée que celle-ci sera 

grande. 
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B. Principe de détection des QTL 

Lors de l�élaboration d�un protocole expérimental visant à la détection de 

QTL, le choix des lignées parentales est déterminant. A priori, la probabilité de 

détecter des QTL sera d�autant plus importante que le polymorphisme 

phénotypique sera marqué entre les deux lignées. Le succès de la cartographie 

initiale des QTL est donc principalement basé sur l�exploitation de lignées 

parentales fortement polymorphes. 

Le modèle murin est l�outil principal pour l�étude de caractères 

quantitatifs. Les premiers QTL ont été cartographiés chez la souris dans les 

années 90 (Hilbert et al., 1991). La cartographie de QTL se fait en deux étapes. 

La première étape est la primo-localisation des QTL correspondant au screening 

global du génome. La seconde étape est la cartographie fine permettant de 

proposer des gènes candidats expliquant la variation phénotypique.  

La détection de QTL nécessite la connaissance précise de la carte 

génétique de l�espèce étudiée correspondant au positionnement de marqueurs 

génétiques polymorphes les uns par rapport aux autres le long d�un 

chromosome. Au cours de l�histoire du clonage de QTL, en fonction des 

avancées techniques, trois types de marqueurs moléculaires ont été utilisés pour 

l�essentiel : les RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphysm), les 

microsatellites et les SNP (Single Nucleotide Polymorphism). 
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La technique RFLP est basée sur l'existence d�un polymorphisme de 

longueur de fragments de restriction. En effet, le nombre de sites de coupure 

pour des enzymes de restriction et leurs positions dans le génome diffèrent en 

fonction des individus. 

Les microsatellites sont de très courtes séquences d�ADN (1 à 4 

nucléotides) répétées en tandem susceptibles de varier en nombre de copies en 

fonction du fond génétique. 

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont des variations d�une 

seule paire de base du génome entre individus d�une même espèce, à une 

position déterminée. En moyenne, on en compte un tous les 500 bases d�ADN 

chez l�Homme ; comme les autres marqueurs présentés ici ils se rencontrent 

dans les séquences codantes et non codantes.  

 La détection de QTL peut être basée sur une analyse par marqueur qui 

consiste à comparer pour un marqueur donné les contrastes phénotypiques 

correspondant aux deux allèles du marqueur, et à évaluer leur significativité. Si 

la comparaison des moyennes révèle une différence statistiquement 

significative, on en déduit la présence d�un QTL au voisinage de ce marqueur 

(Lander and Botstein, 1989). L�analyse point par point permet de calculer un 

LOD score qui mesure la vraisemblance de l�existence d�un QTL pour tous les 

marqueurs qui ont été analysés le long d�un chromosome.  
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LOD score = log (P(H1)/P(H0)) avec P(H1) = Probabilité d�obtenir la déviation 

phénotypique sous l�hypothèse H1 (existence du QTL à proximité du marqueur 

considéré) et P(H0)= Probabilité sous l�hypothèse H0 (absence de QTL à 

proximité de ce marqueur) 

Du fait des spécificités génétiques de l�espèce murine (lignées 

consanguines en particulier), la souris a été au centre de l�identification de QTL 

chez les mammifères. Trois grands types de lignées de laboratoire ont été 

particulièrement utilisés pour la cartographie de QTL chez la souris : 

 (1) Les CSS (Chromosome Substitution Strains) sont des lignées pour 

lesquelles un chromosome entier est remplacé par son homologue d�une autre 

lignée. Ces lignées permettent une cartographie au chromosome prés.  

(2) Les RIS (Recombinant Inbreed Strains) sont obtenues à partir de deux 

lignées éloignées phylogénétiquement pour créer une population F2 qui va subir 

une vingtaine de générations de croisements frère-s�ur afin de fixer chaque 

locus à l�état homozygote. Les lignées RIS possèdent en moyenne 50% du 

génome des deux lignées parentales. Le phénotypage d�un ensemble de lignée 

RIS (chacune correspondant à une combinaison unique des génomes parentaux) 

suivi de la comparaison de leur pattern de distribution d�haplotypes permet de 

déterminer le fragment génomique minimal responsable d�une variation 

phénotypique, c�est l�analyse SDP (Strain Distribution Pattern).  
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(3) Les RCS (Recombinant Congenic Strains) sont obtenues par l�établissement 

d�une population F1, croisée en retour sur l�une des lignées parentales 

(receveuse). La génération N2 obtenue est croisée sur le même parent. La mise à 

l�état consanguin se fait à partir des individus N3 pendant au moins 20 

générations. En moyenne, le pourcentage de génome donneur dans chaque 

lignée est théoriquement de 12,5%. De ce fait, la probabilité de mettre en 

évidence des relations d�épistasie entre deux QTL est deux fois plus importante 

avec les RCS comparée au RIS (Figure 5).  
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Figure 5 : Etablissement du set de RCS (Demant and Hart, 1986). Ces lignées sont obtenues à l�issue de 2 

backcross (ou croisement en retour) et possède 12,5% de génome donneur et 77,5% de génome receveur. 20 

lignées RCS permettent une couverture théorique du génome de 93%. 

 

 

Dans ce travail de thèse nous nous intéresserons à un modèle RCS 

particulier, les lignées interspécifiques recombinantes congéniques (IRCS). La 

particularité de ces lignées réside dans le fait qu�elles ont été créées à partir d�un 

croisement dans lequel le génome donneur et le génome receveur appartiennent 

à deux espèces de souris différentes, ce qui confère aux croisements un fort 

polymorphisme. 

 

C. Les IRCS pour la cartographie de QTL 

Les lignées interspécifiques recombinantes congéniques (IRCS) ont été 

créées à l�institut Pasteur à partir d�un croisement initial entre deux lignées 

parentales C57BL6/J (B6) et SEG/P (SEG) appartenant à deux espèces 

différentes, Mus musculus domesticus et Mus spretus respectivement (Burgio et 

al., 2007). Ce croisement interspécifique entre souris de laboratoire et souris 

sauvages proposé par Jean-Louis Guenet et Xavier Montagutelli a abouti à 

l�obtention de lignées consanguines possédant un polymorphisme phénotypique 

et génotypique très important. En effet ces deux espèces ont divergé il y a 
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environ 1,5 à 2 millions d�années et présentent donc un polymorphisme de 

séquence proche de celui qui existe entre l�homme et le chimpanzé (Guenet and 

Bonhomme, 2003; Newman et al., 2005).  

Plus précisément, le premier croisement entre les lignées parentales a été 

suivi de 2 croisements en retour (backcross) sur B6 donnant naissance à la 

génération N2. La génération N3 a été obtenue à l�issue d�une vingtaine de 

croisements consanguins frère-s�ur. Le résultat est la création d�un set de 55 

lignées congéniques, contenant en moyenne 2% de génome SEG fixé à l�état 

homozygote dans un fond génétique B6 (Figure 6). De façon intéressante, il faut 

noter que la proportion théorique (12.5%) est largement supérieure à celle 

réellement obtenue. La tolérance du génome d�une espèce à celui d�une autre 

espèce pourrait être limitée en quantité, voire en qualité : on ne peut exclure que 

certaines régions du génome spretus ne soient totalement incompatibles avec 

d�autres régions du génome musculus. Il s�ensuit que l�approche IRCS ne peut 

probablement pas permettre de détecter des QTL sur tout le génome. 

 



44 

 

 

 

Figure 6 : Etablissement des lignées IRCS créées à l�institut Pasteur. Le premier croisement entre le lignées 

parentales B6 et SEG est suivi par deux backcross sur B6. Une vingtaine de croisements frère � s�ur permettent 

de fixer le génome spretus à l�état homozygote dans un fond B6. Chacune des 55 lignées IRCS possède en 

moyenne 1,5% du génome spretus. 

 

Les lignées IRCS ainsi obtenues ont été génotypées par microsatellites et 

SNP, en collaboration avec le centre national de génotypage d�Evry ce qui a 

permis une couverture totale du génome des lignées. Les fragments spretus 

(11,7 Mb en moyenne) répartis entre les différentes lignées permettent une 

couverture du génome d�environ 37,8% avec en moyenne 3,15 fragment par 

lignée. Cependant il est important de noter que les chromosomes X et Y ne sont 

pas couverts. La faible couverture du génome est liée à la perte de plus de la 
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moitié des lignées (63 lignées perdues sur 118) lors de la réalisation des 

croisements consanguins, perte principalement dues à une forte contre-sélection 

des fragments spretus (Figure 7). 

 
 
Figure 7: Carte génétique composite de l�ensemble du set d�IRCS créées à l�Institut Pasteur-Paris 

(http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Gfons/ircs/ircshome.htm). En jaune sont représentées les régions 

homozygotes spretus présentent dans au moins une lignée IRCS et en en rose, à l�état hétérozygote. En bleu, sont 

représentées les régions musculus. 

 

Le fort polymorphisme entre les lignées SEG et B6 permet la cartographie 

fine de QTL impliqués dans la variation de caractères quantitatifs. C�est ainsi 

qu�au cours de ce travail de thèse et au cours des années précédentes, 

l�exploitation de ces lignées a permis d�identifier des QTL, des phénomènes 

d�épistasie entre QTLs mais également de proposer des gènes candidats 

responsables de défauts de fertilité mâle ou femelle.  
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IV. Apport du modèle IRCS pour la cartographie de QTL de 

Fertilité 

 

Depuis maintenant près d�une dizaine d�années le modèle IRCS est 

exploité au sein de notre équipe dans le but d�identifier de nouveaux QTL de 

fertilité. Deux études qui constituent le point de départ de mon travail de thèse, 

concernent respectivement des phénotypes de fertilité mâle et femelle. 

 

A. Cartographie de QTL de la fertilité mâle 

 La première étude a été publiée en 2007. Ces travaux avaient pour but la 

primo-localisation de locus régulant la fertilité mâle par le phénotypage du set 

de 53 lignées IRCS et des deux lignées parentales sur la base de paramètres dont 

la mesure fut simple et rapide (L'Hote et al., 2007). 

- Poids des organes reproducteurs (testicules, épididymes, vésicules 

séminales et prostate) 

- Production des gamètes (mesure de la réserve spermatique épididymaire 

totale) 



47 

 

- Qualité des spermatozoïdes (morphologie, mouvement, réaction 

acrosomique) 

 Les mesures sur les lignées IRCS ont été comparées à celle de la lignée de 

référence B6. Des lignées présentant des déviations phénotypiques significatives 

ont été identifiées pour la quasi-totalité des phénotypes mesurés. Parmi les 

résultats notables, le phénotypage a permis notamment de mettre en évidence 

une réduction du poids testiculaire dans la lignée 97C (moins 30% par rapport à 

B6) (Figure 8) et une fréquence relativement élevée de tératozoospermie 

(environ 20%, Figure 9). 

 Cette lignée 97C qui présente la plus forte réduction du poids 

testiculaire observée dans les IRCS, possède deux fragments spretus, le premier 

sur le chromosome 11 et le second sur le chromosome 6. Cependant, les 

déviations phénotypiques observées dans les IRCS suggèrent des 

incompatibilités moléculaires entre les fragments spretus et le fond génétique 

B6, autrement dit, des ruptures d�épistasies. De plus, les deux fragments 

contiennent 222 gènes, dont 40 sont des séquences annotées et 37 des séquences 

exprimées (de type Riken). Afin de cartographier le QTL impliqué dans le 

phénotype testiculaire il était indispensable de séparer les fragments spretus en 

créant des sous lignées congéniques. 
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Figure 8: Poids testiculaire des IRCS et des lignées parentales (L'Hote et al., 2007). Les valeurs moyennes (+/- 

SEM) absolues (A) et relatives (B) du poids des testicules sont présentés. Les astérisques (*) désignent les 

souches qui ont montré une différence significative dans les valeurs moyennes par rapport à B6. 
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Figure 9: Fréquence d�anomalies de morphologie de la tête des spermatozoïdes. Les valeurs moyennes (+/- 

SEM) sont présentés et les astérisques (*) distinguent les 24 souches qui ont montré une augmentation 

significative des valeurs moyennes par rapport à B6. 

 

 

Durant mon stage de M2 et ma première année de thèse, j�ai pu 

participer à la suite de ces travaux, à savoir la cartographie fine du QTL et 

l�identification du gène causal. Les résultats de ces travaux ont fait l�objet 

de ma première publication et seront présentés dans la partie résultats 

(L'Hôte et al., 2011). 

 

B. Cartographie de QTL de fertilité femelle 

Chez la souris (espèce polyovulatoire), la mort d�un ou plusieurs 

embryons in utero n�entraine pas la mort des autres embryons viables implantés 
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dans les cornes utérines. Les embryons morts subissent un processus involutif 

appelé résorption embryonnaire. Ce phénotype a été assimilé à des pathologies 

de la grossesse chez la femme, en particulier, l�existence de fausses-couches 

spontanées répétées. 

Dans le but d�identifier de nouveaux gènes responsables des fausses-

couches spontanées répétées chez la femme, Laissue et al. (2009) ont recherché 

des QTL de létalité embryonnaire dans les lignées IRCS.  

Le phénotype de résorption embryonnaire a été évalué par échographie à 

haute fréquence après une période de mise au point en collaboration avec la 

plateforme d�imagerie du petit animal de l�institut Cochin. Les femelles IRCS et 

contrôles B6 sont croisées avec des mâles B6. Par l�observation du 

développement embryonnaire in vivo et en temps réel, les cinq étapes de la 

résorption embryonnaire ont été mises en évidence (Figure 10) (Laissue et al., 

2009).  
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Figure 10 : Les 5 étapes de le résorption embryonnaire chez la souris (Laissue et al., 2009). A : Embryon 

vivant à E9.5 ; B : Embryon vivant E13.5 ; C: Embryon vivant E14.5 ; D et E : Résorption progressive (PR) des 

structures embryonnaires ; F : Remplacement des structure par un tissu dense ; G : Point échogène 

caractéristique de la résorption embryonnaire (ER). EY, embryo; PL, placenta; UC, umbilical cord; VT, cardiac 

ventricles; AT, atrium; HD, head; HDT, high density tissue. 

 

L�évaluation du taux de létalité (nombre d�embryons morts par rapport au 

nombre d�embryons implantés), a notamment permis d�identifier une 

augmentation significative de la mort embryonnaire dans la lignée 66H qui 

possède 3 fragments spretus localisés respectivement sur les chromosomes 1, 13 

et 18. Les fragments spretus ont été séparés dans des sous lignées congéniques 
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et leur phénotypage a permis de localiser 2 QTL, le premier Led1 dans la sous-

lignée 66HMMU13 et le second Led2 dans la sous-lignée 66HMMU1 (Figure 

11). 

 

 

 

Figure 11 : Phénotypage des IRCS sur le taux de létalité embryonnaire (Laissue et al., 2009). Le taux de 

létalité embryonnaire est défini comme la proportion d'embryons morts à n'importe quel stade du développement 

par rapport à la totalité des embryons implantés. Les résultats sont présentés comme le taux moyen d'embryons 

morts (+/- SEM).  

 

La cartographie du QTL Led1 dans la sous-lignée 66HMMU13 dont 

l�unique fragment spretus est d�environ 3 Mb, ainsi que des considérations 

transcriptomiques et bioinformatiques nous a permis de proposer qu�une 
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mutation du gène Foxd1 serait responsable du phénotype de résorption 

embryonnaire. Les résultats ont ensuite été transposés à l�espèce humaine, en 

séquençant une collection de patientes et de contrôles, ce qui a permis d�associer 

des mutations de FOXD1 aux fausses couches spontanées répétées. 

Au cours de ma thèse j�ai collaboré à cette étude notamment en 

réalisant le phénotypage de lignées par échographie à haute fréquence 

(Article en préparation).  

Cependant, l�essentiel de mon travail de thèse a consisté en la 

cartographie fine du QTL de mort embryonnaire Led2 dans la sous lignée 

66HMMU1 dont l�unique fragment spretus était d�environ 30 Mb. Les 

résultats obtenus ont fait l�objet d�une publication (Vatin et al., 2012). 
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Objectif de la thèse 

 

Ce travail de thèse a eu pour objectif l�identification et l�étude de 

nouveaux gènes responsables de défauts de fertilité mâle et femelle par 

l�exploitation des lignées IRCS. Dans la majorité des études présentées dans ce 

mémoire, la même approche a été réalisée : cartographie de QTL, clonage 

positionnel et, dans certains cas à la proposition du gène causal et son étude 

fonctionnelle. 

Dans la perspective d�identifier des gènes impliqués dans la fertilité avec 

l�objectif de démontrer leur implication dans l�espèce humaine, une deuxième 

approche a été utilisée consistant à séquencer des gènes candidats chez des 

patients infertiles afin d�associer des polymorphismes à la pathologie étudiée. 

Je me suis dans un premier temps intéressée au phénotype de défaut de 

spermatogenèse par l�étude de la lignée 97C présentant une réduction du poids 

testiculaire et une augmentation de la tératozoospermie par une dissection fine 

de la première vague spermatogénétique. Cette étude visait à renforcer 

l�hypothèse de l�implication du gène, Fidgetine like 1 que le clonage positionnel 

désignait comme le gène candidat le plus plausible. D�autre part, j�ai entrepris la 

caractérisation du phénotype des mâles d�une sous lignée de 66HMMU1 (Rc3) 
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qui présentent des anomalies de morphologie de la tête des spermatozoïdes 

associées à une diminution de leur pouvoir fécondant ceci afin de proposer des 

gènes candidats pertinents potentiellement responsables du phénotype. Dans les 

deux études des gènes candidats pertinents ont été identifiés dont le gène Fignl1 

et des études fonctionnelles ont été effectuées. 

La seconde partie de mon travail de thèse a consisté à étudier le phénotype 

d�augmentation du taux de résorption embryonnaire dans les lignées IRCS 

66HMMU1 et 66HMMU13 ainsi qu�à l�identification et l�étude de gènes 

candidats potentiellement responsables de cas de RSA. J�ai ainsi pu proposer 7 

nouveaux gènes candidats, et des polymorphismes dans deux gènes (FOXD1 et 

ALPP) ont été associés à des cas de RSA grâce au séquençage de patientes bien 

phénotypées (en collaboration avec le Pr Gris du CHU de Nîmes). 
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Résultats  
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Article 1 

  

Fidgetin-Like1 Is a Strong Candidate for a Dynamic 

Impairment of Male Meiosis Leading to Reduced Testis 

Weight in Mice 

(L'Hôte et al., 2011) 
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Résumé 

Dans cette étude, nous avons réalisé le clonage positionnel d'un gène 

capable de moduler le poids des testicules par son action sur la méiose. Le QTL 

Ltw1 (région spretus de 23 Mb sur MMU11) a été identifié dans la lignée IRCS 

97C comme étant impliqué dans la diminution du poids testiculaire et une 

tératozoospermie modérée (20-30%) (L'Hote et al., 2007). Le faible poids des 

testicules est dû à des altérations cinétiques survenant lors de la première vague 

de la spermatogenèse (allongement anormal de la prophase des spermatocytes) 

associées à de l�apoptose des spermatocytes.  

Dans le but de déterminer le gène responsable du phénotype observé, la 

région QTL Ltw1 a été affinée à une région de 5 Mb contenant seulement 11 

gènes dont celui de la Fidgetin-like 1 (Fignl1) qui est apparu le gène le plus 

pertinent compte tenu du phénotype touchant la phase méiotique. En effet, parmi 

les 11 candidats de la région QTL, il est le seul gène qui est exprimé lors de la 

méiose au stade spermatocyte. De plus, il présente des polymorphismes non-

synonymes entre les lignées parentales (Mus spretus et Mus musculus). 

Le gène Fignl1 code pour un membre de la famille des spastin/katanins, 

impliquées dans l�interaction avec le fuseau de microtubules et potentiellement 

donc dans la séparation des chromosomes au cours de la méiose et de la mitose. 
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Il semble donc être un acteur important de la cinétique de la méiose mâle et un 

nouveau candidat potentiel pour expliquer des cas de stérilité masculine.



60 

 



61 

 



62 

 



63 

 



64 

 



65 

 



66 

 



67 

 



68 

 



69 

 



70 

 



71 

 



72 

 

Article 2 

 

Refined mapping of a Quantitative Trait Locus on 

chromosome 1 responsible for mouse embryonic death. 

(Vatin et al., 2012) 
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Résumé 

Les avortements spontanés à répétition (RSA) sont définis comme au 

moins trois échecs de grossesse consécutifs au cours du premier trimestre de 

développement embryonnaire intra-utérin. Il s�agit d�une pathologie fréquente 

de la grossesse qui affecte 1 à 5% des femmes dans la population générale mais 

dont les causes sont inconnues dans environ 50% des cas. 

L�objectif de cette étude est d�identifier de nouveaux gènes candidats 

potentiellement responsables des RSA. Les lignées IRCS ont été exploitées en 

utilisant une approche cartographique et une étude d�association 

génotype/phénotype. La lignée 66HMMU1 a été identifiée comme présentant 

une région QTL Led2 (~30Mb) associée à une augmentation de la mort 

embryonnaire (Laissue et al., 2009).  

Des sous-lignées de 66HMMU1 ont donc été créées et j�ai réalisé la 

cartographie fine du QTL. L'analyse génétique suggère que le phénotype 

observé est lié à un dysfonctionnement utérin. J�ai ainsi  pu proposer une région 

de 6 Mb dans laquelle 7 gènes candidats (Ncl, Cab39, Eif4e2, Trip12, Psmd1, 

Cops7b and Usp40) ont été retenus comme potentiellement responsables du 

phénotype observé. Ces gènes codent pour des protéines appartenant à 

différentes voies de signalisation telles que la voie mTOR ou celle de la 
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dégradation des protéines, dépendante de l'ubiquitine/protéasome et sont 

impliqués dans plusieurs processus physiologiques tels que l'angiogenèse. 
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Article 3 

 

FOXD1 mutations are associated with embryonic 

resorption in mice and recurrent spontaneous abortion in 

humans 

(Article en préparation) 
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Résumé 

L�objet de cette étude est le clonage positionnel du gène présent dans le 

QTL Led1 localisé sur le chromosome 13 de souris et responsable d�une 

augmentation de la létalité embryonnaire dans la lignée IRCS 66HMMU13. Ce 

travail devrait permettre de proposer de nouveaux gènes candidats responsables 

de cas d�avortements spontanés à répétition (RSA).  

Cette étude a permis d�associer au phénotype observé des variations de 

séquence du facteur de transcription Foxd1 qui régule l'expression de gènes 

impliqués dans l'implantation et la placentation. De plus, des mutations dans ce 

gène sont en partie responsables de la résorption embryonnaire chez la souris. 

L'analyse génétique et fonctionnelle de FOXD1 chez les patientes RSA a 

révélé des mutations associées à la pathogenèse. En effet, la mutation 

p.429AlaAla dans le gène survient dans un pourcentage significatif de cas de 

RSA. Ces résultats démontrent que Foxd1 est un nouvel acteur clé de la 

reproduction des mammifères.  
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Article 4 

 

A frequent polymorphism in ALPP protects  

from recurrent spontaneous abortions 

(Article en préparation) 
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Résumé 

L'analyse de la résorption embryonnaire chez la souris nous a permis 

d�identifier des polymorphismes du gène Alpp de la phosphatase alcaline 

placentaire comme potentiellement responsables d�une augmentation de la mort 

embryonnaire chez la souris.  

Chez la femme, ce gène exprimé dans le placenta est associé à des 

pathologies de la grossesse telles que la prématurité, la pré-éclampsie et le retard 

de croissance intra-utérin. Cependant, peu d'informations sont disponibles 

concernant le rôle d�ALPP dans les RSA. 

Nous avons séquencé ce gène à partir une série de 100 femmes contrôles 

et 100 patientes RSA. Une analyse fonctionnelle a été effectuée en culture 

cellulaire. Nous avons montré que plusieurs allèles et combinaisons alléliques 

sont surreprésentés dans les cas de RSA. En revanche, l'un des polymorphismes 

non synonymes (ILE89LEU) a été associé à une protection vis-à-vis de la 

maladie. L�analyse fonctionnelle de ce variant a révélé une augmentation 

significative de l'activité de la phosphatase. Le génotypage de deux 

polymorphismes clefs a été entrepris sur un nombre accru de patientes (550 

patientes et 250 contrôles). 



112 

 

A frequent functional polymorphism in the placental alkaline 

phosphatase gene protects from Recurrent Spontaneous 

Abortions. 
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BACKGROUND: Fertility is a quantitative complex character governed by a considerable number of genes. 
Despite clinical and scientific advances, several cases of human infertility remain unexplained.  The use of an 
original mouse model created at the Pasteur institute, permit us to identify a candidate gene, ALPP, encoding the 
Placental Alkaline Phosphatase (PLAP), potentially responsible for recurrent miscarriage in women. This gene  
expressed in the placenta has been reported to be associated with pregnancy diseases such as pre-term delivery, 
preeclampsia and Intra Uterine Growth Restriction. However, little information is available regarding the role of 
ALPP in recurrent spontaneous abortion (RSA). This study was conducted to investigate the association between 
polymorphisms of ALPP and idiopathic miscarriages.  
METHODS: This gene was sequenced in a series of 100 controls and 100 patients affected by Recurrent 
Spontaneous Abortions, from the same ethnic background.  
RESULTS: We showed that several alleles and allelic combination are more frequent in RSA women. In 
particular, one of the polymorphism induces an amino-acid change in the protein. To better understand the 
impact of the alteration of the PLAP protein on this function, both the normal and modified versions of the 
protein were cloned in an expression vector and their activity analyzed. This analysis revealed a significant 
different in activity between the two variants.  
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CONCLUSION: This study confirms that mouse models are helpful to decipher complex multifactorial diseases 
in humans and is a contribution in the understanding of the relation between ALPP and  RSA. 
 
 
Key words:  PLAP / recurrent pregnancy loss / single nucleotide polymorphism / haplotypes 
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INTRODUCTION 

Fertility is the result of a series of complex interactions between parents, between 

gametes and in viviparous species, between the placenta and uterus that are hemi-allogenic. 

This complexity is sustained by a large number of genes, involved in gametogenesis, gamete 

interaction, fetal and maternal immunity, regulation of tolerance, vasculogenesis and so on 

(for a review, see (Matzuk and Lamb, 2008)). Imbalance in any factor leads to infertility and 

more often to reduced fertility. Infertility is a major public health concern, since about 80 

million of couples are affected around the world. Miscarriage is presumably the most 

common complication of pregnancy, and is defined as the spontaneous termination of 

pregnancy before the fetus has attained the stage of viability. Miscarriage includes all 

pregnancy losses from the time of conception until 24 weeks of gestation. In human clinic, 

several causes have been associated with this pathology: uterine anatomic abnormalities, 

thrombophilic disorders, infective and systemic diseases, immune, endocrine, genetic and 

epigenetic causes. There are two types of miscarriage: sporadic and recurrent. Spontaneous 

recurrent miscarriages (SRM), or Recurrent Spontaneous Abortion (RSA) are defined by the 

occurrence of three or more consecutive pregnancy losses and affect 1% of couples. However, 

many clinicians define recurrent miscarriage as two or more losses thus increasing the number 

of affected patients from 1% to 5% (Hogge et al., 2003; Rai and Regan, 2006). After standard 

gynecological, hormonal and karyotypic investigations the etiology remains unknown in 50% 

of cases (Jauniaux et al., 2006; Kupferminc, 2003). 

To identify genetic causes of this complex pathology, we have used a mouse model of 

interspecific recombinant congenic strains (IRCS) established at the Pasteur Institute in Paris 

(Burgio et al., 2007; L'Hote et al., 2007). These strains are the result of an initial cross 

between two species Mus spretus and Mus musculus C57BL6/J, two species that diverged 
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around 1.5 million years ago (L'Hote et al., 2010), followed by two backcrosses and by sister-

brother matings for more than 30 generations. All the 53 existing IRCS encompass ~2% of 

spretus genome into a musculus background. This model has proven to be a powerful tool for 

dissecting fertility QTL (L'Hôte et al., 2011). In 2009, phenotyping, using in vivo ultrasound 

biomicroscopy allowed us to identify the 66HMMU1 strain as presenting an increase of 

embryonic death by embryonic resorption (25% compared to less than 10% in the C57BL6/J 

control). This phenotype has been associated with the presence of a QTL region of ~32Mb 

encompassing 215 genes localized on the unique spretus fragment of mouse chromosome 1 

(Laissue et al., 2009). This results sustained the idea that one or more genes in this fragment, 

spretus in sequence present a certain incompatibility with the musculus context, and trigger 

defects in implantation/early development (L'Hote et al., 2010). 

Applying a candidate-gene approach, we focused on one of these genes, the Alkaline 

phosphatase placental-like 2 (Alppl2), due to his placental expression in human and because 

the knock-out in mouse induce a slower development and higher rates of degeneration during 

in vitro preimplantation development (Dehghani et al., 2000). Furthermore, in humans, 

previous studies on ALPP (encoding the PLAP protein) have revealed an association between 

some genetic polymorphisms and pathologies occurring during pregnancy in different 

populations (Northern Europe and Asia). Two polymorphisms P209R and E429G have been 

associated with spontaneous abortions (Wennberg et al., 1995; Wennberg et al., 2002). 

Another study revealed a sequence variation in the ALPP promoter which could account for 

associations with pregnancy diseases (Bellazi et al., 2010). Recently, ALPP has also been 

associated with pregnancy diseases, such as pre-term delivery (Ferianec and Linhartova, 

2011). In addition it is known that PLAP activity increases throughout pregnancy and 
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suddenly decreases after delivery (Whyte et al., 1995). However, its physiological role is still 

poorly understood. 

Data from mouse studies and from the bibliography prompted us to study the impact 

of this gene in spontaneous abortions in a Mediterranean population. In the present work we 

performed a retrospective case/control study of recurrent miscarriages by analyzing by 

sequencing a sample of human DNAs from patients and controls. We identified variants of 

PLAP that are associated with RSA, one of them (Ile89Leu) affecting the coding sequence. 

Both the normal and modified versions of the protein were cloned in an expression vector and 

their enzymatic activities were analyzed. A significant difference between the two variants 

was revealed. This study may contribute to clarify the role of ALPP in the RSA phenotype of 

the patients. 
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MATERIAL AND METHODS 

Patients 

A 1:1 retrospective case control study was performed at the University Hospital of 

Nîmes (France); patients being a series of 100 women with unexplained primary recurrent 

miscarriages (childless women with two to five pregnancy losses) selected from the Nîmes 

Obstetricians and Haematologists (NOHA) cohorts. A total of 33 women had only 

experienced early, embryonic losses (! 10 weeks of gestation); 54 had only experienced late, 

fetal losses (> 10 weeks of gestation) and 13 had experienced both events. These women were 

compared with 100 control women with at least two children and no miscarriage reported. 

Characteristics of the study population were summarized in table 1.  

The study was approved by the University Hospital of Nîmes Institutional Review 

Board and ethics committee. This clinical investigation was performed according to the 

Helsinki declaration of 1975 as revised in 1996. All the women had given their informed 

consent to participate.  

Methods 

 ALPP was amplified by polymerase chain reaction (PCR) with the Kapa Hifi 

polymerase (KAPA BIOSYSTEMS) followed by sequencing performed on the human genetic 

technical platform at the University Hospital of Nîmes, France.  

 Amplification of ALPP 

A 4,448 bases pair fragment of Alpp (11 introns and 12 exons) was amplified reliably 

and reproducibly using the forward primer: 5�TCACCCAAATGGCATCTGTACTCAA-3� and the 

reverse primer 5�-GTTATCCACCCCTCCAGACACTGTG -3� with the annealing temperature 
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fixed at 66°C. Conditions were the following: DNA 100 ng, primers 10 µM, DMSO 5%, 

Kapa Hifi ready mix 1X, H20 to 25 µL. PCR program used was the following: pre-

denaturation: 98°C (2 minutes), denaturation: 98°C (20 seconds), hybridization: 66°C (15 

seconds), elongation: 72°C (150 seconds), 35 cycles, final elongation: 72°C (150 seconds) 

and 4°C.  

Sequencing of ALPP 

Commercially available reagents and kits were used. Purification of PCR products was 

performed with the kit Promega (WizzardÆ) and then sequenced with the amplification kit 

BigDye XTerminatorÆ (Applied Biosystems). Reactions were carried out using standard 

conditions supplied by the company with nine specific primers covering the entire coding 

sequence, at the annealing temperature of 50°C.  

-Alpp 578: 5�TCACCCAAATGGCATCTGTA-3�, Alpp767: 5�- GGGACACAGTTCTCCCTGAT-3�, Alpp 

1322: 5�-AAACTGGGGCCTGAGATACC -3�, Alpp 1500: 5�-TGGAATCCCAGAGGACAGAG-3�,  Alpp 

1985: 5�-CTCCAACATGGACATTGACG -3�, Alpp 2431: 5�-CAGAGGTGTGGGGCTCAG-3�, Alpp 

2867:  5�-AGGGCAGGCTCAGCATCT -3�, Alpp 3230: 5�-CTGACCAGGCAAAACGTG-3�, Alpp 3363:  

5�- TCCTATACGGAAACGGTCCA-3� 

The sequence analysis was performed through the software SeqscapeÆ (Applied 

Biosystem). 

Alkaline phosphatase activity 

A full-length Pl1 cDNA of ALPP (NM_001632)was cloned in the pcDNA3.1 plasmid 

(Invitrogen) by standard molecular biology methods. The Ile89Leu variant was obtained 

directly from the Pl1 cloned cDNA by site-directed mutagenesis. The mutated cDNA was 
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fully sequenced to make sure that the target mutation (rs13026692) was inserted without other 

mutations. Pl1 or Ile89Leu plasmids were transiently transfected in COS-7 cells for 48 h as 

previously described (Fauvert et al., 2009). Empty pcDNA3.1 plasmid was used as negative 

control. The plasmid pcDNA3.1/His/LacZ containing the "-galactosidase gene was used as a 

positive control of transfection. Total alkaline phosphatase activity was measured with a 

COBAS Integra 800 automate (Roche) and was weighted with "-galactosidase activity. For 

each variant, experiments were repeated six times independently. All values were expressed 

as medians of the separate experiments and statistical analysis was performed using paired 

Wilcoxon test. 

3D-modelingA 3D model of the PLAP molecule has been previously obtained by using its 

1,8 Å-resolution crystal structure (Le Du et al., 2001). The variant discussed here was 

visualized and analyzed using the open source PyMOL software http://www.pymol.org/. 

 

 

Statistical methods 

Statistical analysis and association with single markers and haplotypes between 

patients and controls were performed using StatviewÆ (5.0, Abacus Concepts, Berkeley, 

United States) and HaploviewÆ (4.1 Daley Lab at the Broad Institute, Cambridge, USA) for 

the study of haplotypes. The Chi-squared test and logistic regression analysis were used to 

compare the two populations. For all analysis, p£0.05 was considered statistically significant. 

Relative risk was estimated from logistic odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (CI).  
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RESULTS 

Genotyping results 

49 polymorphisms were identified, 36 in introns and 13 in the coding sequence. 

Among these polymorphisms, 7 are not synonymous, affecting one or both alleles of the gene.  

Univariable data analysis 

Univariable and multivariable analysis on these polymorphisms were performed. 

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) and results of univariable analysis are summarized 

in table 2. Six variants appeared to be significantly different between patients and controls: 

Alpp 988, Alpp 989, Alpp 1338 (Ile89Leu, rs130226692), Alpp 2498 (Tyr268Tyr, rs2260309), 

Alpp 2621 and Alpp 3315.  

Four variants appeared as risk factors for miscarriages: Alpp 988, Alpp 989, Alpp 2498 

(Tyr268Tyr, rs2260309) and Alpp 2621 with relative risks of 2.698, 2.698, 2.253, and 3.093, 

respectively (see confidence intervals in Table 2). 

Two variants appeared as protecting from miscarriages: Alpp 1338 (Ile89Leu, 

rs130226692) and Alpp 3315, with relative risks of 0.474 and 0.538, respectively (see Table 2 

for 95% confidence intervals). 

 Four SNPs were located in non-coding regions: Alpp 988, Alpp 989, Alpp 2621 and 

Alpp 3315, while two were in the Open Reading Frame; one is a synonymous SNP 

(Tyr268Tyr, rs2260309) and one is a  missense SNP (Ile89Leu, rs130226692).  

We attempted to classify the significant SNPs according to the subtypes of recurrent 

miscarriages (Table 3): no striking predominance of any SNP in a peculiar clinical subgroup 

could be evidenced. 
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Multivariable analysis 

After stepwise multivariable logistic regression analysis, two polymorphisms were 

identified to be independently associated with the risk of miscarriages (Table 4): Tyr268Tyr 

(rs2260309), a favoring SNP (RR = 2.82) and Ile89Leu (rs130226692), a protecting SNP (RR 

= 0.27). The analysis of these two SNP-derived genotypes found heterozygosity  for the 

Tyr268Tyr (rs2260309) SNP and homozygosity for the Ile89Leu (rs130226692) SNP to be 

independently associated with the risk of miscarriages, the first one being a favoring 

genotype, the second one being a protecting genotype (Table 5). 

 Linkage disequilibrium analysis and haplotype construction 

 The results of the haplotype study are summarized in the Haploview LD PlotÆ 

(Figure 1). The linkage equilibrium coefficient (LD) was calculated for each pair of SNPs and 

haplotypes were divided into blocks. The comparisons of haplotype frequencies between 

cases and controls made it possible 10 of them being associated with recurrent pregnancy 

losses, 5 being positive risk factors, 5 being negative risk factors (Table 6). 

We then analyzed the different haplotypes for different combinations (Figure 2), 

identifying a subset of frequent combinations amongst a theoretical total of 1640 

combinations being possible.  

We restricted the subsequent statistical analysis to the more frequently evidenced 

haplotypes (frequencies ranging from 10.83% to 1%) (Table 7): the frequencies of two among 

these 18 combinations ("B" and "Q") were significantly different in patients compared to 

controls, two other combinations being very close to the statistical threshold (p = 0.065). 
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From the previous results, univariate analysis (Table 8) then multivariate (Table 9) 

analysis were performed, entering in the models the four haplotype combinations with a p 

value lower than 0.07. The two combinations "B" and "Q" were finally identified as 

independent positive risk factors for miscarriages, the later one being associated with a 5 fold 

increase of the clinical risk.  

Going back to the subtypes of recurrent miscarriages, the "B" combination was found 

in 2 women belonging to the recurrent embryonic loss subgroup (2 out of 33, 6%) but was 

absent from the 2 other subgroups. The "Q" combination was positive in 4 women from the 

embryonic loss subgroup (4 out of 33, 12%) and in 6 women from the fetal loss subgroup, and 

thus may explain up to 10% of the cases of recurrent miscarriages.  

Functional analysis of PLAP variants 

We then wished to evaluate the biological effects of the �protective� Ile89Leu variant. 

For this we cloned the two versions of the gene in an expression vector. Then, after 

transfection in COS-7 cells,the alkaline phosphatase activity was measured. COS-7 cells do 

not express endogenous alkaline phosphatase.  The enzymatic  activity was increased by 

~30% when the Ile89Leu variant was transfected (Figure 3).   Analysis of the 3D model of 

PLAP based on its 3D structure shows that the residue Ile89 is on the surface of the molecule 

and close to the homodimer interface (Figure 4). 



123 

 

 123 

DISCUSSION 

 A genetic analysis of a mouse model of interspecific congenic strains, comforted 

results from the literature (Dehghani et al., 2000) indicating that Alppl2  is an important gene 

for early development. This prompted us to study this gene in human cases of RSA. In 

humans, Alppl2 has two orthologs: ALPP and ALPPL2 encoding placental (PLAP) and 

germinal (GCAP) alkaline phosphatases, respectively. PLAP is synthesized in the placenta as 

early as the seventh gestational week. PLAP is a dimeric glycosyl-phosphatidylinositol-

anchored (GPI) protein that catalyses the hydrolysis of phosphomonoesters. Its natural 

substrates are largely unknown although it has been shown to also dephosphorylate bone 

alkaline phosphatase substrates  phosphoethanolamine, inorganic pyrophosphate and 

pyridoxal 5�-phosphate (Whyte et al., 1995). Its physiological role remains elusive. Studies 

performed in different models have shown that it could be involved in cell proliferation 

during pregnancy (She et al., 2000a; She et al., 2000b). In 2011, Bellazi and coworkers 

confirmed that PLAP exerts positive proliferative effects on trophoblastic cells (Bellazi et al., 

2010). 

In the present study, we investigated the association between ALPP and the occurrence 

of idiopathic recurrent pregnancy losses in Mediterranean women, ethnically homogeneous. 

We found six SNPs as significantly associated with miscarriage (Table 2). Two of them were 

located in the coding region: Ile89Leu (rs130226692), which is a negative risk factor (the 

protecting effect culminating in homozygous women) and Tyr268Tyr (rs2260309) which is a 

positive risk factor (Table 4).  Ten haplotypes were associated with recurrent pregnancy 

losses: five acting as negative and five as positive risk factors (Table 6).  Among the 

protecting haplotypes, �CACGGCACCCCTCTCCTAC� (Block 2) is the most significant 
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with a p value reaching 0.0017. This result is correlated with SNPs analysis since it contains 

the protecting SNP Ile89Leu (in bold, rs130226692). Another haplotype, �TCAGCC�, which 

favors the risk of miscarriages, contains the SNP Tyr268Tyr (in bold, rs2260309). Concerning 

crosses between the different haplotypes, two combinations (B and Q; Table 9) are 

independently associated with recurrent miscarriages, the Q combination being associated 

with a five-fold mean increase in the clinical risk, rendering it today one of the best predictive 

markers for the risk of recurrent pregnancy loss.  

As expected for a polymorphism the position Ile89 is not conserved in various alkaline 

phosphatases from various species and no mutation was reported at this position in human 

TNAP responsible for hypophosphatasia.  Analysis of the 3D model of PLAP based on its 3D 

structure shows that the residue Ile89 is on the surface of the molecule and close to the 

homodimer interface (Figure 4). It is noticeable that residues in the same area have been 

shown crucial to prevent non tissue-specific/tissue-specific alkaline phosphatases 

dimerization and to allow dimerization between paralog isoforms (Le Du and Millan, 2002).   

Since the catalytic activity of alkaline phosphatases depends on a dimeric configuration, an 

effect of the Ile89Leu substitution on the dimer stability, for instance, cannot be ruled out. 

However, in the present study we showed that the variant Ile89Leu expressed more alkaline 

phosphatase activity than the reference variant Pl
1 and further kinetic studies will be needed 

to clarify the effect of this variant at the biochemical level The putative effect of the variation 

rs2260309 is still more unclear. In silico, however, the SNP is predicted by the web server 

ESE Finder (http://rulai.cshl.edu/tools/ESE) to decrease the score of an exonic splicing 

enhancer SRp55 from 3.8 (allele C) to 2.8 (allele T), suggesting that the gene carrying allele 

C could more easily undergo correct splicing than allele T. This hypothesis will deserve 

further analysis on the proportion of spliced mRNA variants characteristic of each allele. 
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These haplotypes, grouped together, are made up of many SNPs located in introns 

which may destabilize the pre-mRNA and therefore the transcription. However further 

studies, including analysis of the promoter, will be needed to confirm this. We have also 

previously seen, in the univariable analysis, that four intronic SNPs were associated with 

miscarriages. These variant alleles, as well as other non-significant intronic SNPs (Table 2) 

are not described in the Pubmed database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) and may 

therefore be specific of our Mediterranean population.    

Furthermore, as the placenta is made up of both maternal and paternal genomes, it 

would be interesting to study these SNPs and haplotypes among fathers in order to assess the 

links between placental genotypes and pregnancy loss. 

 As mentioned above, PLAP is a GPI�anchored protein and these proteins serve a 

variety of functions that include adhesion, receptors, signal transduction and complement 

activation. Lange and co-workers described three cases of women with paroxysmal nocturnal 

hemoglobinuria (PNH), a rare haematological disorder. One patient had two spontaneous 

miscarriages, and a  30% rate of spontaneous abortions or stillbirths was previously described 

in PNH women (Langer et al., 1998). Although PNH is an acquired pathology in the X-linked 

PIGA gene, it would be interesting to study the occurrence of miscarriages in women with 

PNH, especially women expecting a boy (hemizygous placenta). Moreover, rare cases of 

inherited GPI deficiency have also been described (Almeida et al., 2009; Krawitz et al., 

2010). Mutations in PIGV, another gene involved in GPI anchoring, have been shown to be 

responsible for Marbry Disease, an inherited recessive disorder characterized by a high level 

of serum bone/liver alkaline phosphatase (Krawitz et al., 2010). Interestingly, the original 

publication of  Marbry reported three cases of miscarriage in the affected pedigree (Mabry et 

al., 1970). All these results support the hypothesis of a role of PLAP in RSA. 
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 Previous studies conducted in Northern Europe (Finland and Sweden) have already 

associated ALPP polymorphisms with miscarriage. Beckman, as early as 1972, showed that 

two polymorphisms, P209R and E429G, modify the biochemical properties of the enzyme 

(Beckman et al., 1972; Wennberg et al., 2002). In the present study, however, these SNPs 

were not found, maybe due to the geographical origin of our population (Mediterranean, 

Southern Europe). In addition, on the wild- type allele, we find an alanine instead of a proline 

for the first SNP; and a proline instead of a glutamic acid as in the reference sequence in 

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). These data confirm the crucial importance of the patients' 

geographical origin included in linkage analysis attempts between common clinical disorders 

and genetic characteristics. Similarly, in 2010, Bellazi and coworkers referred to linkage 

disequilibrium between a sequence variation (rs2014683) in the promoter and the P209R 

polymorphism (Bellazi et al., 2010). 

 

CONCLUSION 

The genetic of complex diseases is a very challenging issue, since the phenotype is the 

result of complex interactions between numerous proteins, encoded by various genes. 

Therefore it is important to diversify the approaches in order to discover the different actors. 

Herein, the analysis of an unusual mouse model provides trails that directly brought us to a 

promising candidate. The variants identified here in ALPP may account for ~10% of the cases 

of recurrent spontaneous abortion in the studied population. With the progress in whole 

genome sequencing, the setting up of a database of �at-risk� variants for complex disease is 

the ground for a novel personalized medicine. We hope that the present findings may 

contribute to this aim in the future. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Haploview LD PlotÆ.  The 49 SNPs are represented in the abscissa (1 to 49). Each 

box shows the strength of association. The boxes colored in red indicate the haplotypes 

associated with each other. Several haplotypes appeared to be related. In block 2, bond 

strength is important because of the proximity of SNPs (SNP7: Alpp 988, SNP8: Alpp 989, 

SNP9: Alpp 991, SNP10: Alpp 992, SNP11: Alpp 994). 

Figure 2: Cross between different haplotypes (HaploviewÆ). Each haplotype is associated 

with its frequency. The numbers (1 to 49) correspond to the different SNPs. 

Figure 3: In vitro alkaline phosphatase activity of Pl
1 and Ile89Leu variants of ALPP gene 

after transfection in COS-7 cells. Alkaline phosphatase activity was normalized with "-

galactosidase activity as described in Materials and Methods. COS-7 cells transfected with 

empty pcDNA3.1 were used as negative control of alkaline phosphatase activity. In each case, 

experiments were repeated six times independently. Bars mean ± SEM of the data. ** p<0.01, 

paired t-testFigure 4: 3D model of the human PLAP monomer. The residue Ile89 is shown on 

the surface of the molecule (yellow). Blue and red residues correspond to basic and acidic 

residues, respectively . 
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Table 1: Characteristics of the population analyzed 

 

 Cases (n=100) Controls (n=100) 

Average âge (years) 31,72 51,47 

Average number of miscarriages (per women) 2,51 0 (reported) 

Average number of children (per women) 0 2,6 

Early micarriages (< 10 weeks of gestation) 33 - 

Late miscarriages (> 10 weeks of gestation) 54 - 

Early and late miscarriages 13 - 
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Table 2: SNPs and results of univariable analysis. For each SNP, heterozygous and homozygous 
genotypes are grouped. OR: Odds Ratio; 95% CI: Confidence Interval; * Significant results; Alpp: SNP position on the gene.  

 
Alpp SNP Intron/Protein Cases Controls 

p (logistic 
regression) 

OR 95% CI p  (Chi Square) 

1 691 C/T Before ATG 0 1  1 [0,062;16,217] >0,9999 

 691 T/T Before ATG 1 0 

2 805 T/C Before ATG 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

3 943 C/T (rs1130335) Pro25Leu 21 8 0,09 1,949 [0,901;4,217] 0,1275 

 943 T/T (rs1130335) Pro25Leu 0 4 

4 967 C/T Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

5 977 A/C Intron 0 4 0,9713 1,77E-06  0,1297 

6 978 C/A Intron 0 4 0,9713 1,77E-06  0,1297 

7 988 G/C Intron 19 8 0,0268 * 2,698 [1,121;6,493] 0,0385 

8 989 G/A Intron 19 8 0,0268 * 2,698 [1,121;6,493] 0,0385 

9 991 C/G Intron 4 3 0,7014 1,347 [0,294;6,181] >0,9999 

10 992 A/G Intron 4 1 0,2087 4,125 [0,453;37,581] 0,365 

11 994 C/A Intron 4 1 0,2087 4,125 [0,453;37,581] 0,365 

12 1002 A/A (rs3748969) Intron 0 2 0,9797 1,81E-06  0,4773 

13 1017 T/C (rs2014448) Intron 4 7 0,0607 0,515 [0,257;1,030] 0,0852 

 1017 C/C (rs2014448) Intron 69 77 

14 1029 C/A Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

15 1153 T/C (rs1130338) Asp64Asp 5 10 0,1877 0,474 [0,156;1,440] 0,2829 

16 1264 C/T Intron 1 1  1 [0,062;16,217] >0,9999 

17 1338 A/T (rs13026692) Ile89Leu 15 19 0,0162 * 0,474 [0,258;0,871] 0,023 

 1338 T/T (rs13026692) Ile89Leu 9 21 

18 1395 C/G (rs142439881) Intron 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 

19 1434 C/A Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

20 1447 T/C Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

21 1484 A/G Intron 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 

22 1874 C/A (rs150558405) Ala176Ala 1 2 0,5684 0,495 [0,044;5,549] >0,9999 

23 1943 C/G (rs2853374) Ser199Ser 6 7 0,302 0,574 [0,200;1,646] 0,4343 

 1943 G/G (rs2853374) Ser199Ser 84 87 

24 1973 C/C (rs17412770) Ala209Ala 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

25 2134 T/C (rs12620832) Intron 17 2 0,0825 2,023 [0,913;4,481] 0,118 

 2134 C/C (rs12620832) Intron 3 9 

26 2200 G/A Intron 6 2 0,3154 2,064 [0,501;8,494] 0,4951 

 2200 A/A Intron 0 1 

27 2287 G/C (rs1048988) Arg231Pro 30 21 0,1681 1,533 [0,835;2,812] 0,2192 

 2287 C/C (rs1048988) Arg231Pro 5 5 

28 2383 G/A (rs2853378) Arg263His 0 2 0,9797 1,81E-06  0,4773 

29 2402 C/T Intron 5 0 0,1352 5,211 [0,598;45,436] 0,2137 

 2402 T/T Intron 0 1 

30 2447 A/G Intron 26 22 0,671 1,128 [0,647;1,965] 0,777 

 2447 G/G Intron 23 24 

31 2466 T/C Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

32 2498 T/C (rs2260309) Tyr268Tyr 31 16 0,0049 * 2,253 [1,279;3,970] 0,0072 

 2498 C/C (rs2260309) Tyr268Tyr 31 26 

33 2585 A/G Intron 6 0 0,977 1567149,781  0,0382 

34 2587 C/G Intron 4 0 0,9713 564510,265  0,1297 

35 2591 C/G Intron 0 1 0,9782 4,97E-06  >0,9999 

36 2599 G/G Intron 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 

37 2621 T/C Intron 14 5 0,0372 * 3,093 [1,069;8,946} 0,0537 

38 2623 T/C Intron 13 8 0,253 1,718 [0,679;4,348] 0,3562 

39 2671 A/T Intron 4 0 0,9713 564510,265  0,1297 

40 3175 C/G Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

41 3217 A/C Intron 4 0 0,9713 564510,265  0,1297 

42 3315 C/A Intron 18 26 0,0472 * 0,538  0,0653 

 3315 A/A Intron 6 11 [0,291;0,992] 

43 3463 G/T Intron 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 

44 3510 C/T Intron 1 0 0,9782 201377,628  >0,9999 

45 3539 T/C Intron 10 8 0,8095 1,123 [0,436;2,895] >0,9999 

 3539 C/C (rs73001984) Intron 0 1 

46 3578 C/T (rs142493383) Arg442Tryp 0 2 0,9797 1,81E-06  0,4773 

47 3756 C/G (rs2981374) Pro501Arg 2 1 0,5684 2,02 [0,180;22,651] >0,9999 

48 3789 G/C Arg512Pro 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 

49 3823 C/A Ala523Ala 2 0 0,9797 552989,648  0,4773 
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Table 3: Distribution of significant SNPs according to recurrent miscarriages clinical 

subtypes. 

 

Alpp 

Number of 

women with 

miscarriages 

<10 weeks 

of gestation 

(n=33) 

Number of 

women with 

miscarriages 

>10 weeks of 

gestation 

(n=54) 

Number of 

women with 

both 

miscarriages 

(n=13) 

988 5 (15%) 9 (17%) 5 (38%) 

989 5 (15%) 9 (17%) 5 (38%) 

1338 7 (21%) 14 (26%) 3 (23%) 

2498 18 (55%) 34 (63%) 10 (77%) 

2621 4 (12%) 10 (19%) 0 (0%) 

3315 8 (24%) 15 (28%) 1 (8%) 
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Table 4: Multivariable analysis. * Significant results. These two SNPs were independently associated 

with miscarriage. The first one, which is a synonymous SNP (Alpp 2498, Tyr268Tyr, rs2260309) is a positive 

risk factor and the second one, a missense NP, (Alpp 1338, Ile89Leu, rs130226692) is protective.  

 

Alpp SNP 
p (logistic 

regression) 
OR 95% CI 

2498 
Tyr268Tyr 

(rs2260309) 
0,0027 * 2,824 [1,432;5,571] 

1338 
Ile89Leu              

(rs13026692) 
0,0004 * 0,277 [0,136;0,564] 

 



136 

 

 136 

Table 5: Influence of genotypes for the two significant polymorphisms in multivariable 

analysis (rs2260309 and rs130226692). * Significant results. 

 

SNP Cases Controls 
p (logistic 

regression) 
OR 95% CI 

Tyr268Tyr (rs2260309) 

T/C 
31 16 0,0026 * 3,059 [1,478;6,332] 

Ile89Leu (rs13026692) 

A/T 
31 26 0,0371  * 2,039 [1,043;3,986] 

Tyr268Tyr (rs2260309) 

C/C 
15 19 0,2208 0,623 [0,292;1,329] 

Ile89Leu (rs13026692) 

T/T 
9 21 0,0126 * 0,338 [0,144;0,793] 
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Table 6:  Statistical analysis of the different haplotypes (HaploviewÆ). * Significant result

Haplotype Frequency Case, Control Ratio Counts Case,Control Frequencies Chi Square P Value Protective/Risk factor 

Block 1       

CTC 0.897 176.0 : 24.0, 183.0 : 17.0 0.880, 0.915 1.332 0.2485  

CTT 0.093 21.0 : 179.0, 16.0 : 184.0 0.105, 0.080 0.745 0.3882  

Block 2       

CACGGCACCCCTCACCTAC 0.464 96.0 : 104.0, 89.7 : 110.3 0.480, 0.448 0.401 0.5267  

CACGGCACCCCTCTCCTAC 0.215 30.0 : 170.0, 55.8 : 144.2 0.150, 0.279 9.879 0.0017 * Protective 

CACGGCACCTCTCACCTAC 0.158 40.0 : 160.0, 23.3 : 176.7 0.200, 0.117 5.224 0.0223 * Risk factor 

CACCACACCTCTCACCTAC 0.045 13.0 : 187.0, 5.0 : 195.0 0.065, 0.025 3.723 0.0537  

CACGGCACCCCCCACCTAC 0.034 5.0 : 195.0, 8.5 : 191.5 0.025, 0.043 0.945 0.3311  

CACCAGGACTCTCACCTAC 0.013 4.0 : 196.0, 1.0 : 199.0 0.020, 0.005 1.823 0.177  

CCAGGCACCTCTCACCTAC 0.010 0.0 : 200.0, 4.0 : 196.0 0.000, 0.020 4.04 0.0444 * Protective 

Block 3       

GTTGGGC 0.611 111.3 : 88.7, 133.0 : 67.0 0.557, 0.665 4.935 0.0263 * Protective 

GTTGCGC 0.166 36.2 : 163.8, 30.0 : 170.0 0.181, 0.150 0.702 0.402  

CTTGGGC 0.099 23.5 : 176.5, 16.0 : 184.0 0.118, 0.080 1.583 0.2083  

GTCGGGC 0.073 13.1 : 186.9, 16.0 : 184.0 0.066, 0.080 0.305 0.5808  

GTCAGGC 0.013 5.0 : 195.0, 0.0 : 200.0 0.025, 0.000 5.087 0.0241 * Risk factor 

Block 4       

TTACCC 0.580 101.0 : 99.0, 131.0 : 69.0 0.505, 0.655 9.236 0.0024 * Protective 

TCACCC 0.380 84.0 : 116.0, 68.0 : 132.0 0.420, 0.340 2.716 0.0993  

TTGCCC 0.010 4.0 : 196.0, 0.0 : 200.0 0.020, 0.000 4.04 0.0444 * Risk factor 

TCAGCC 0.010 4.0 : 196.0, 0.0 : 200.0 0.020, 0.000 4.04 0.0444 * Risk factor 

Block 5       

ACAC 0.785 162.0 : 38.0, 152.0 : 48.0 0.810, 0.760 1.481 0.2236  

ACAA 0.195 30.0 : 170.0, 48.0 : 152.0 0.150, 0.240 5.16 0.0231 * Protective 

TCAC 0.010 4.0 : 196.0, 0.0 : 200.0 0.020, 0.000 4.04 0.0444 * Risk factor 

Block 6       

GCTCCGC 0.935 187.0 : 13.0, 187.0 : 13.0 0.935, 0.935 0.0 1.0  

GCCCCGC 0.045 8.0 : 192.0, 10.0 : 190.0 0.040, 0.050 0.233 0.6295  
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Table 7: Representation of the 18 combinations with a frequency between 10.83% and 

1%.  

* Significant results ° Results near the significance threshold.  

Combinations Block 1 Block 2 Block 3 Block 4 Block 5 Block 6 

Frequency 

of 

Haplotype 

p Chi Square 

A CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 10,83% 0,8774 

B CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGGGC TCACCC ACAC GCTCCGC 7,09% 0,0646 ° 

C CTC CACGGCACCCCTCTCCTAC GTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 5,01% 0,0646 ° 

D CTC CACGGCACCTCTCACCTAC GTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 3,69% > 0,9999 

E CTC CACGGCACCCCTCTCCTAC GTTGGGC TCACCC ACAC GCTCCGC 3,23% 0,541 

F CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGCGC TTACCC ACAC GCTCCGC 2,94% 0,8471 

G CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGGGC TTACCC ACAA GCTCCGC 2,69% 0,4218 

H CTC CACGGCACCTCTCACCTAC GTTGGGC TCACCC ACAC GCTCCGC 2,41% 0,3562 

I CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGCGC TCACCC ACAC GCTCCGC 1,92% 0,3082 

J CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGGGC TCACCC ACAA GCTCCGC 1,76% 0,8277 

K CTC CACGGCACCCCTCACCTAC CTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,75% 0,4951 

L CTC CACGGCACCCCTCTCCTAC GTTGCGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,36% 0,4951 

M CTC CACGGCACCCCTCACCTAC GTCGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,29% 0,9999 

N CTC CACGGCACCCCTCTCCTAC GTTGGGC TTACCC ACAA GCTCCGC 1,25% 0,0407 * 

O CTC CACGGCACCCCTCACCTAC CTTGGGC TCACCC ACAC GCTCCGC 1,14% 0,2137 

P CTT CACGGCACCCCTCACCTAC GTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,12% > 0,9999 

Q CTC CACCACACCTCTCACCTAC GTTGGGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,05% 0,019 * 

R CTC CACGGCACCTCTCACCTAC GTTGCGC TTACCC ACAC GCTCCGC 1,00% > 0,9999 

 



139 

 

 139 

 

Table 8: Univariable analysis on the aforementioned four haplotype combinations. All of 

these four combinations are significant. Two combinations are protective and two are positive risk factors for 

miscarriages.  

Combinations Block 1 Block 2 Block 3 Block 4 Block 5 Block 6 
p (logistic 

regression) 
OR 95% CI 

B CTC 
CACGGCAC 

CCCTCACCTAC 

GTTG 

GGC 

TCA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,0458 * 1,994 [1,013; 3,926] 

C CTC 
CACGGCAC 

CCCTCTCCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,0458 * 0,501 [0,255; 0,987] 

N CTC 
CACGGCAC 

CCCTCTCCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAA 

GCTC 

CGC 
0,0443 * 0,116 [0,014; 0,947] 

Q CTC 
CACCACAC 

CTCTCACCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,0166 * 4,831 [1,332; 17,524] 

 

Table 9: Results of the stepwise multivariable analysis performed on the aforementioned 

four haplotype combinations. * Significant results. Two combinations ("B" and "Q") are independent 

positive risk factors for miscarriages.  

Combinations Block 1 Block 2 Block 3 Block 4 Block 5 Block 6 
p (logistic 

regression) 
OR 95% CI 

B CTC 
CACGGCACC 

CCTCACCTAC 

GTTG 

GGC 

TCA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,0174 * 2,346 [1,162; 4,737] 

C CTC 
CACGGCAC 

CCCTCTCCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,4485 0,753 [0,362; 1,567] 

N CTC 

CACGGCAC 

CCCTCTCCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAA 

GCTC 

CGC 
0,0897 0,152 [0,017; 1,339] 

Q CTC 
CACCACAC 

CTCTCACCTAC 

GTTG 

GGC 

TTA 

CCC 
ACAC 

GCTC 

CGC 
0,0137 * 5,207 [1,401; 19,349] 
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Figure 1:  
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Figure 2:  
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Figure 3: X 
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Figure 4 :  
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Article 5 

 

Identification of new QTL region on mouse chromosome 1 

responsible for a partial globozoospermia 

(Résultats préliminaires) 
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Résultats préliminaires 

 

Dans le cadre de travaux récents, j�ai réalisé le phénotypage des lignées 

recombinantes obtenues à partir de 66HMMU1 par échographie à haute 

fréquence et j�ai observé une diminution significative de la moyenne du nombre 

d�embryons implantés dans le croisement homozygote de la lignée IRCS Rc3 

comparée au croisement contrôle homozygote B6. J�ai démontré que le 

phénotype observé résulte d�un défaut de fertilité des mâles Rc3, à savoir  une 

globozoospermie partielle.  

En effet, par la réalisation de FIV en utilisant les spermatozoïdes Rc3, j�ai 

observé une diminution significative du nombre d�ovocytes fécondés. De plus, 

l�observation de la morphologie des spermatozoïdes a révélé une anomalie au 

niveau de la tête à savoir une réduction de la taille de l�acrosome voire son 

absence sur une partie de la population spermatique. Les premières observations 

en microscopie électronique semblent confirmer ces résultats relatifs au défaut 

d�acrosome mais révèlent également la présence en grand nombre de 

gouttelettes lipidiques au niveau du flagelle.  
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Dans le but d�identifier la région génomique contenant le gène causal, j�ai 

réalisé différents croisements homozygotes et la mise en relation 

génotype/phénotype a permis de réduire la région QTL à une région de 6Mb sur 

le chromosome 1. Dans le but de proposer des gènes candidats, la même 

approche que celle des précédentes études est employée en se basant sur leur 

niveau d�expression testiculaire, sur la présence de SNP entre SEG et B6 et sur 

les données de la littérature. Ces travaux sont actuellement en cours de 

réalisation. 
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Identification of new QTL region on mouse chromosome 1 responsible for a 

partial globozoospermia 

 

Magalie Vatin, Virginie Firlej, Carmen Marchiol, Come Ialy-radio, Jana Auer, Daniel 
Vaiman, Catherine Serres and Ahmed Ziyyat 

 

Université Paris Descartes, Institut Cochin Inserm U1016 CNRS UMR 8104, Paris, France. 

Abstract 

 

Globozoospermia is rare but severe form of teratozoospermia meanly 
characterized by round-head spermatozoa that lack an acrosome. This disorder 
in male infertility takes his origin in a disturbed spermatogenesis, which is 
expected to be induced by genetic factors. To date, mutation in two genes 
including Spata16 have been identified as responsible for globozoospermia. The 
phenotyping of the Interspecific Recombinant Congenic strains revealed a 
diminution of sperm fertilizing ability due to a severe teratozoospermia. The 
similarity in the human pathology of globozoospermia and the mouse phenotype 
permitted us to propose three candidate genes specifically expressed in 
spermatocytes and spermatids: dnajb3, efhd1 and spata3. 
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Introduction 

In approximately half of the 15% of couples who cannot conceive, the cause is ascribed to 
male infertility, a multifactorial syndrome encompassing a wide variety of syndrome. Causes 
of male infertility may be classified into four categories: defects in sperm production, 
reproductive tract obstruction, inflammation and sexual disorders. In more than half infertile 
men, the cause is idiopathic and may be due to genetic factors. Genetic defects leading to 
male infertility often affect spermatogenesis or sperm function . 

Spermatogenesis is one of the most efficient cell-providing system in the adult mammalian 
organism (Sharpe RM, McKinnell C, 2003). This biological process is composed of a series 
of highly complex cellular events. It can be broadly divided into several discrete events: (1) 
renewal of spermatogonial stem cells and spermatogonia via mitosis, (2) proliferation (via 
mitosis) and differentiation of spermatogonia, (3) meiosis, (4) spermiogenesis (transformation 
of round spermatids into elongated spermatids and spermatozoa) and (5) spermiation (the 
release of sperm from the epithelium into the tubule lumen) (Cheng CY, Mruk DD.2010; 
O�Donnell L, Nicholls PK, 2011). 

All the steps are highly regulated and dysfunctions in this key physiological process can result 
in infertility. Regulation of this complex process depends on the cooperation of many genes, 
which are expressed at the different stages . Problems during spermatogenesis are reflected in 
a lower or null production of spermatozoa and are described by routine semen analysis using 
terms such as azoospermia, oligozoospermia, teratozoospermia, asthenozoospermia or a 
combination of the last three (oligoasthenoteratozoospermia). Globozoospermia is a rare 
(incidence <0,1% in male infertile patients) form of teratozoospermia). 

Identification of genes playing a crucial role in spermatogenesis is mainly based on 
observations in rodents, particularly in the mouse model. Mice appear to be an excellent 
model to study human infertility due to the conservation of the great majority of genes and 
processes involved in sperm production (Claire L. Borg, katja M Wolski, 2009). The 
production of haploid germ cells involves the coordinated expression of more than 2300 
different genes (Schultz N, Hamra FK, 2003) and through knockout mouse models, at least 
388 genes have been shown to be associated with spermatogenesis in mice (Massart A, 
Lissens W, 2012). 

Teratozoospermia includes the deformation of the acrosome and the nucleus. During 
spermatogenesis diverse cellular and molecular processes allow sperm head formation and 
organization. Mutant models have improved the understanding of the etiology of 
teratozoospermia and clarified the mechanism involved in sperm head formation and 
organization (Venables JP,  Cookes HJ, 2000; Escalier D 2001; Cookes HJ, Saunders PT, 
2002). At the premeiotic and meiotic levels the genes from Daz family and Tspy1 are highly 
expressed, however, during the postmeiotic stage the expression of the following genes, 
mainly responsible for sperm head formation and the normal sperm function, increased: 
Prm2, Tnp1, Synj2, and Zpbp (Fox MS, Ares VX, 2003). 

In order to identify genetic causes of infertility, we used the interspecific recombinant 
congenic mouse strains (IRCS) developed at the Pasteur Institute (Paris, France). The IRCS 
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model harbors about 2% of Mus spretus (SEG/Pas) genome in a Mus musculus domesticus 
(C57BL6/J) background. The high polymorphism between spretus and musculus allows us to 
identify in the spretus region, QTL responsible for phenotypic variation in IRCS strain 
compared to the reference strain, C57BL6/J (B6) (Burgio G, Szatanik M,, 2007, L'Hôte D, 
Serres C, 2007, L'Hôte D, Laissue P, 2010). The phenotyping of the Rc3 strain permit us to 
identify spermatogenesis defects as acrosomal and flagellar anomalies absent in the referent 
strain. The combination of phenotypic and cartographic approaches allows us to rapidly map 
the QTL region on this unique spretus fragment on the chromosome 1 and to identify 
candidate genes. 
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Materials and methods 

Ethics Statement 

Procedures for handling and experimentation were conducted in accordance with the policies 
of the Paris Descartes University, the Cochin Institute and the Guidelines for Biomedical 
Research Involving Animals. The experiments were approved by the departmental veterinary 
services of Paris (approval number: A75 14-02). 

Animals 

The generation of the recombinant substrains from 66HMMU1 at the Pasteur Institute (Paris) 
has been previously reported (Burgio et al, 2007; Vatin et al, 2012). After weaning, 4 weeks 
aged mice were maintained in an animal facility of the Cochin Institute (Paris) at normal 
temperature (21�23°C) and 14 h light/10 h dark photoperiods with free access to water and 
food. For all experiences, animals were killed by cervical dislocation. 

Phenotyping by high frequency ultrasonography 

To evaluate the implantation rate, mice from B6 (reference strain) and Rc strains were crossed 
and phenotyped at the small animal imaging facility of the Cochin Institute using high 
frequency ultrasonography (VEVO 770, Visulasonics, Toronto, Canada). Each female was 
used one time to collect phenotypic data from the primo-gestation. Briefly, a chemical hair 
remover was used to eliminate abdominal hair. Ultrasonographic contact gel was used to 
ensure contact between the skin surface and the transducer. Body temperature, 
electrocardiographic and respiratory profiles were monitored using ultrasound device�s 
integrated heating pad and monitoring device (THM150, Indus Instruments, Webster, TX, 
USA). The implantation rate was determined early in the gestation, at E7.5 and E9.5. At these 
stages, the small size of embryos permits a fluent count and resorbed embryos are also visible. 

Evaluation of in vivo fertilization 

B6 females were mated with Rc3 or B6 males on the night (a couple per cage) and the next 
day females with a positive plug were isolated. Oocytes were collected from their ampullae of 
oviducts and freed from the cumulus cells by brief incubation at 37°C with hyaluronidase in 
M2 medium. Oocytes were rinsed and kept in M2 medium in a humidified 5% CO2 
atmosphere at 37°C before their mounting with Vectashield/DAPI. The number of fertilized 
oocytes was evaluated using 4#, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) immune-fluorescent 
staining to visualize the DNA. 

In vitro fertilization 

Oocytes Preparation: B6 females (5 weeks old) were injected with 5 U of PMSG (pregnant 
mare's serum gonadotrophin) (Intervet, France) followed by 5 U of hCG (human chorionic 
gonadotrophin) (Intervet) 48 h later. After the super-ovulation, cumulus-oocyte complexes 
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were collected from ampullae of oviducts 14�16 h after hCG injection. Oocytes were freed 
from the cumulus cells by 3-5 min incubation at 37°C with hyaluronidase (Sigma) in M2 
medium (Sigma). The oocytes were rinsed and kept in M2 medium at 37°C under 5% CO2 
atmosphere under mineral oil. When experiments were performed with zona-free oocytes, ZP 
was then dissolved with acidic Tyrode�s (AT) solution (pH 2.5, Sigma) under visual 
monitoring. The zona-free eggs were rapidly washed in M2 medium and kept at 37°C under 
5% CO2 atmosphere for 2 to 3 hr to recover their fertilization ability. 

Sperm preparation: Mouse spermatozoa were collected from the caudae epididymis of B6 and 
Rc3 males (8�13 weeks old) and capacitated at 37°C under 5% CO2 for 90 min in a 500 ml 
drop of Ferticult medium (FertiPro, Belgium) supplemented with 3% BSA (Sigma), under 
mineral oil. 

In Vitro Fertilization: Cumulus-intact and zona-free eggs were inseminated with capacitated 
sperm for 3 hr in a 100 µl drop of Ferticult 3% BSA medium at a final concentration of 106/ml 
or 105/ml, respectively. Then, they were washed and directly mounted in Vectashield/DAPI 
for microscopy observation. The oocytes were considered fertilized when they showed at least 
one fluorescent decondensed sperm head within their cytoplasm. 

Assessment of Rc3 sperm head morphology 

Freshly recovered or capacitated sperm were washed in PBS containing 1% BSA, centrifuged 
at 300 g for 5 minutes and immediately fixed in 4% PFA in PBS-1% BSA at 4°C for 1 hr. 
After washing, the fixed spermatozoa were submitted to the PSA-staining protocol for the 
detection of acrosomal status. Spermatozoa were treated for 30 minutes in 95% ethanol at 
4°C, washed by centrifugation through PBS and stained with FITC-conjugated lectin PSA (25 
$g/ml in PBS) for 10 minutes. The nucleus was stained in red with Ethidium bromide. After 
repeated washing with double distilled water, a drop of sperm suspension was smeared on 
slide, air-dried, mounted with Vectashield. 

Suspension cell sorting 

Cells from 2-month old mice were obtained as described previously (Lassalle et al, 2003). 
The albuginea were removed and the seminiferous tubules were dissociated using enzymatic 
digestion by collagenase type I at 100u/ml for 15 minutes at 32°C in HBSS supplemented 
with 20 mM HEPES pH 7.2, 1.2 mM MgSO47H2O, 1.3 mM CaCl22H2O, 6.6 mM sodium 
pyruvate, 0.05% lactate. After an HBSS wash and centrifugation, the pelleted tubules were 
further incubated in Cell Dissociation Buffer (Invitrogen) for 25 minutes at 32°C. The 
resulting whole cell suspension was successively filtered through a 40 $m nylon mesh and 
through a 20 $m nylon mesh to remove cell clumps. After an HBSS wash, the cell pellet was 
resuspended in incubation buffer (HBSS supplemented with 20 mM HEPES pH 7.2, 1.2 mM 
MgSO47H2O, 1.3 mM CaCl22H2O, 6.6 mM sodium pyruvate, 0.05% lactate, glutamine and 
1% fetal calf serum) and stained with Hoechst 33342 (5µg/ml) for 1h at 32°C in a water bath. 
Cells were then labeled with monoclonal antibodies (1 µg per 106 cells) from BD 
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Pharmingen: anti-c-Kit-biotin (2B8), and anti-&-6 integrin-PE (GoH3). Cell-sorting were 
performed on ARIA (Becton Dickinson). 

RNA extraction and Quantitative RT-PCR 

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in 
accordance with the manufacturer's instructions. After RNA preparation, the total RNA was 
treated with DNase I (Invitrogen Life Technologies) for 10 min at room temperature followed 
by inactivation with EDTA (Sigma-Aldrich). Total RNA was reverse transcribed to obtain 
cDNA using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following 
manufacturer�s protocols. Quantitative PCR was carried out using fast SYBR Green Master 
Mix (Applied Biosystems) and a real time PCR system (Light Cycler 1.5, Roche Diagnostics, 
Division Applied Sciences, Meylan, France) according to standard PCR conditions. To 
validate the primers used in qRT-PCR, four pairs of primers were tested for each candidate 
gene and reference gene. For quantitative calculations, values were normalized to mouse 
Cyclophiline A expression. 

Statistical Analysis 

Results are presented as the mean ± SEM calculated from the variation between individual 
female. The statistical significance of the differences observed between Rc strains and the B6 
control was evaluated by t-test using the Bonferroni-corrected levels. Statistically significant 
results are labeled as follows in all figures: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. 
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Results and Discussion 

In vivo phenotyping: 

Previously we have presented the generation by recombination of the IRCS substrains (Rc) 
from 66HMMU1 (Vatin et al. 2012). Each of them harbored one spretus fragment that overlap 
with those of the other substrains. These substrains differ from B6 (control) by the presence in 
there genome of a unique spretus fragment on the chromosome 1 (Figure 1). Here we present 
the phenotyping of two substrains Rc3 and Rc4 by the use of an in vivo ultrasonic method to 
evaluate the implantation rate. In this aim, we performed homozygous crosses with males and 
females from each substrain and determined the mean of implanted embryos. The results were 
compared to those from the homozygous cross B6 control (Figure 2). We observed a 
significant diminution of the mean of implanted embryos in the Rc3 crosses compared to B6 
control (p=0.0003). To know whether the defect observed in Rc3 concern the female or the 
male side, we performed two heterozygous crosses: *Rc3x+B6 and *B6x+Rc3.We found 
the phenotype only in the cross *Rc3x+B6 (p=0.0002) and we concluded that the defect was 
in the male side (Figure 2). 

QTL fine mapping: 

The Rc3 substrain differs from the B6 control by his spretus fragment of 10 Mb on the 
MMU1 chromosome delimited by D1Mit438 and Rs3692309 markers (see Figure 1). This 
spretus region containing genes responsible for the observed phenotype, but in the aim to 
identify the minimal QTL region we performed a genotype/phenotype segregation. We 
therefore excluded the spretus region of 4Mb between the two markers D1Mit440 and 
Rs3692309 shared by Rc3 and Rc4 that not have the phenotype of interest (see Figure 1). 
Furthermore, to exclude the hypothesis of putative epistatic interaction, we also analyzed the 
phenotype of the Rc1 substrain. This last strain shared a large spretus region with Rc3 (see 
Figure 1). It�s also exhibited the phenotype (p = 0.034 compared to B6 control) but the genetic 
difference between Rc3 and Rc1 not leads to difference on their phenotype (p= 0.17) (Figure 
3). This observation exclude the influence of the region delimited by Rs622012 and 
Rs3692309 markers (see Figure 1). We can define a QTL region of about 6Mb responsible for 
a diminution of the litter size on the chromosome 1 between D1Mit438 and D1Mit440 
(hatched zone in Figure 1). Using the BioGPS database we identify 4 genes hightly and 
specifically expressed in the testis : dnajb3, efhd1, spata3 and pde6d. 

Phenotype characterization: 

To identify the origin of the male�s defect, we performed matings using Rc3 males and B6 
females. The next day, we collected and count the number of fertilized oocytes from ampullae 
of oviducts of females with a positive plug to investigate in vivo fertilization (figure 4). We 
compared the results from Rc3 with those from B6 control and observed a significant 
diminution of fertilization rate (FR) with Rc3 male (p= 0,039). We also performed in vitro 
fertilization using B6 oocytes and Rc3 epididymal spermatozoa and we observed a significant 
diminution of their fertilizing ability compared to B6 control in terms of Fertilization Index 
(FI) (p=2,4*10-15 and 2,5*10-14 for FR and FI respectively). Interestingly, when we increased 
the concentration of Rc3 spermatozoa (10 times), the fertilization rate and index were 
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corrected (Figure 5). Indeed, we estimated that in Rc3 sperm there are approximately 80% of 
immobile sperm versus 15 to 20% in B6 sperm. 

All this results suggest a dysfunction of Rc3 sperm. To check the origin of this dysfunction, 
and after an inconclusive observation under phase-contrast microscopy, Rc3 spermatozoa 
were observed using fluorescence microscopy with PSA-FITC to analyze sperm acrosome. In 
a significant percentage of sperm, the acrosome was reduced and sometimes completely 
absent even though sperm were labeled immediately after their recovery, before they do their 
capacitation (Figure 6). A second observation of Rc3 spermatozoa using another method, 
electron microscopy, confirmed the acrosome defect (Figure 7) but also reveled anomalies of 
the flagella (figure 8). Indeed in Rc3 sperm, there is a residual body at flagella not found on 
B6 sperm. In addition, these residual bodies contain large lipid droplets that likely reflect a 
metabolic dysfunction. This morphological abnormalities seems to characterize a severe 
teratozoospermia, namely globozoospermia. 

Identification of candidate genes in the QTL region responsible for globozoospermia 

Globozoospermia is a rare and severe teratozoospermia characterized by round-headed 
spermatozoa lacking an acrosome, an important actor playing a crucial role during 
fertilization (Dam AH, Koscinski I,, 2007). Also maturation defects such as persisting residual 
cytoplasmic body/droplet surrounding the nucleus or midpiece have frequently been reported 
(Dam AH, Koscinski I,, 2007). Similar pathogenesis is found in both mice and men. These 
morphological anomalies leading to globozoospermia, suggest that the defect occurs during 
the last step of spermatogenesis. The pathogenesis of globozoospermia most probably 
originates during acrosome formation and head elongation. We can propose that the causal 
gene is crucial for the spermatid-spermatozoa transition and maturation. The expression level 
of the four genes (dnajb3, efhd1, spata3 and pde6d) in the different cellular population of the 
testis was investigated using RT-PCR. Three of them are expressed in the cellular population 
of interest, spermatids: dnajb3, efhd1 and spata3 (Figure 9). To date, mutations in two genes 
SPATA16 (also named NYD-SP12) and DPY19L2 have been identified as responsible for 
globozoospermia. Interestingly, in our study, we have identified a QTL region on mouse 
chromosome 1 containing gene among them Spata3 is a member of the spermatogenesis-
associated family. Like SPATA16 (Xu M, Xiao J, 2003), we demonstrated that Spata3 is 
specifically expressed in mouse testis in spermatocyte and spermatids. These are the first 
elements of this gene as a good candidate to explain the phenotype. 
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Figures legends: 

 

Figure 1: Genotypes of the different recombinant strains (Rc) and the parental strains 

(66HMMU1 (SEG) and B6).  

Recombinant strains (Rc) were generated at the Pasteur institute (Paris) from 66HMMU1 
strain by recombination events inside the MMU1 spretus segment. Blue regions correspond to 
B6 background and yellow regions to spretus fragments on chromosome 1. Marker positions 
are given in mega base pairs (Mbp). 

 

Figure 2: Ultrasonographic examination of the implantation in different crosses using 

mice from Rc3, Rc4 and B6 strains. 

Different crosses were perfomed using males and females from Rc3, Rc4 and B6 strains 
(three homozygous crosses using Rc3, Rc4 and B6 strains and two inverse heterozygous 
crosses with Rc3 and B6 strains). The results are presented as the mean (± SEM) of implanted 
embryos for (n) gestations.  

 

Figure 3: Ultrasonographic phenotyping of the Rc3 and Rc1 strain on the implantation 

rate. 

Homozygous crosses were performed using the Rc3, Rc1 and B6 strain and the number of 
implanted embryos were determined. The results are prensented as the mean of implanted 
embryos (± SEM) for (n) gestations. 

 

Figure 4: Evaluation of in vivo fertilization rate. 

B6 females were mated with B6 or R3 males to evaluate their respective capacity to fertilize 
oocytes. The mating was performed on the night and the next day, oocytes from ampullae of 
oviducts of females with a positive plug were collected. The fertilization was assessed using 
DAPI immune-fluorescent staining. The results are presents as the mean of fertilization rate ± 
SEM. 

Figure 5: In vitro fertilization (IVF) using B6 or Rc3 sperm 

Fertilization rate (or mean ± SEM of fertilized eggs) and fertilization index (or mean ± SEM 
of sperm number fused by egg) on zona-free IVF assay at 105 spermatozoa per ml for 3 hr. 
The experiments were repeated three times. 

 

Figure 6: Morphology of B6 (A) and Rc3 (B) epididymal sperm observed by 
fluorescence microscopy.  
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The nucleus (N) was stained in red with Ethidium bromide and the acrosomal 
region (a) in green with PSA-FITC. We noted reduced acrosome and sometimes 
its total absence in some Rc3 sperm. 

 

Figure 7: Observation of B6 (A and B) and Rc3 (C to E) sperm using electron 

microscopy.  

Electron microscopy examination revealed acrosomal defect in Rc3 spermatozoa absent in B6 
sperm.  

 

Figure 8: Observation of B6 (A) and Rc3 (B to D) flagella using electron microscopy 

Electron microscopy examination revealed anomalies in the flagella of Rc3 spermatozoa, as 
lipoid drop. This phenomenon is present only on Rc3 spermatozoa and never observed in B6.  

 

Figure 9: Expression level of the four candidate genes during the different steps of 

spermatogenesis. 

To determine the step of spermatogenesis in which the four candidate genes are expressed, the 
different cellular population were separated and the expression level were measured by RT-
PCR.  

 



157 

 

157 

 

Figures: 

Figure 1: 

 

 

Figure 2:  
 

  

 

 

 



158 

 

158 

 

 

 

 

Figure 3: 

  
 

Figure 4: 

 

 

* 

* 



159 

 

159 

 

Figure 5 

 

 

 

Figure 6: 

 

 

 

(A)     (B)  

N 

N 

a 



160 

 

160 

 

Figure 7 

 

 

  



161 

 

161 

 

Figure 8 

 

 

 



162 

 

162 

 

Figure 9 

 

 

 

 



163 

 

163 

 

References: 

Richard M. Sharpe, Chris McKinnell, Catrina Kivlin and Jane S. Fisher. Proliferation 
and functional maturation of Sertoli cells, and their relevance to disorders of testis function in 
adulthood Reproduction. 2003 Jun;125(6):769-84. 

O'Donnell L, Nicholls PK, O'Bryan MK, McLachlan RI, Stanton PG. Spermiation: The 
process of sperm release. Spermatogenesis. 2011 Jan;1(1):14-35. 

Cheng CY, Mruk DD. The biology of spermatogenesis: the past, present and future. Philos Trans R 
Soc Lond B Biol Sci. 2010 May 27;365(1546):1459-63. 

Borg CL, Wolski KM, Gibbs GM, O'Bryan MK. Phenotyping male infertility in the mouse: 
how to get the most out of a 'non-performer'.Hum Reprod Update. 2010 Mar-Apr;16(2):205-
24. 

Schultz N, Hamra FK, Garbers DL. A multitude of genes expressed solely in meiotic or 
postmeiotic spermatogenic cells offers a myriad of contraceptive targets.Proc Natl Acad Sci U 
S A. 2003 Oct 14;100(21):12201-6. 

Massart A, Lissens W, Tournaye H, Stouffs K. Genetic causes of spermatogenic 
failure.Asian J Androl. 2012 Jan;14(1):40-8. 

Venables JP, Cooke HJ. Lessons from knockout and transgenic mice for infertility in men.J 
Endocrinol Invest. 2000 Oct;23(9):584-91. 

Escalier D. Impact of genetic engineering on the understanding of spermatogenesis. Hum 
Reprod Update. 2001 Mar-Apr;7(2):191-210. 

Cooke HJ, Saunders PT. Mouse models of male infertility. Nat Rev Genet. 2002 
Oct;3(10):790-801. 

Fox MS, Ares VX, Turek PJ, Haqq C, Reijo Pera RA. Feasibility of global gene expression 
analysis in testicular biopsies from infertile men. Mol Reprod Dev. 2003 Dec;66(4):403-21. 

Burgio G, Szatanik M, Guénet JL, Arnau MR, Panthier JJ, Montagutelli X. Interspecific 
recombinant congenic strains between C57BL/6 and mice of the Mus spretus species: a 
powerful tool to dissect genetic control of complex traits. Genetics. 2007 Dec;177(4):2321-
33. 

L'Hôte D, Serres C, Laissue P, Oulmouden A, Rogel-Gaillard C, Montagutelli X, Vaiman 
D. Centimorgan-range one-step mapping of fertility traits using interspecific recombinant 
congenic mice. Genetics. 2007 Jul;176(3):1907-21. 

L'Hôte D, Laissue P, Serres C, Montagutelli X, Veitia RA, Vaiman D. Interspecific 
resources: a major tool for quantitative trait locus cloning and speciation research. Bioessays. 
2010 Feb;32(2):132-42. 

Vatin M, Burgio G, Renault G, Laissue P, Firlej V, Mondon F, Montagutelli X, Vaiman D, 
Serres C, Ziyyat A. Refined mapping of a quantitative trait locus on chromosome 1 
responsible for mouse embryonic death. PLoS One. 2012;7(8):e43356. 

Dam AH, Koscinski I, Kremer JA, Moutou C, Jaeger AS, Oudakker AR, Tournaye H, 



164 

 

164 

 

Charlet N, Lagier-Tourenne C, van Bokhoven H, Viville S. Homozygous mutation in 
SPATA16 is associated with male infertility in human globozoospermia. Am J Hum Genet. 
2007 Oct;81(4):813-20. 

Xu M, Xiao J, Chen J, Li J, Yin L, Zhu H, Zhou Z, Sha J. Identification and 
characterization of a novel human testis-specific Golgi protein, NYD-SP12. Mol Hum 
Reprod. 2003 Jan;9(1):9-17. 

 

 



165 

 

165 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion  



166 

 

166 

 

Le privilège de se marier et de fonder une famille est considéré comme un 

droit humain fondamental (Organisation des Nations Unies, 1948). Cependant, 

15% des couples présentent des problèmes d�hypofertilité voire de stérilité. Des 

facteurs génétiques mais également des facteurs liés au mode de vie sont en 

cause dans l�augmentation de l�infertilité observée dans les pays industrialisés. 

Ces derniers incluent l'âge des femmes, le tabagisme, le poids, l'alimentation, 

l'exercice, le stress psychologique, la consommation de caféine, la 

consommation d'alcool et l'exposition à des polluants environnementaux 

(Homan et al., 2007). Par exemple, l'augmentation de la prévalence de l'obésité 

est associée à une anovulation et au syndrome des ovaires polykystiques (Nelson 

and Fleming, 2007), l�incidence des maladies sexuellement transmissibles 

affectent les organes reproducteurs, par exemple, les cas d�infection par 

chlamydia (Low and Ward, 2007) et le recul de l�âge de la conception du 

premier enfant peut entraîner une infertilité (Commission des Communautés 

Européennes, 2005, 2006). L�augmentation des cas d'infertilité se traduit par une 

hausse croissante du recours aux techniques de reproduction assistée (Nybo 

Andersen et al., 2004; Nygren and Andersen, 2001a; Nygren and Andersen, 

2001b). La reproduction assistée regroupe «tous les traitements ou les 

procédures qui comprennent la manutention in vitro des ovocytes, des 

spermatozoïdes et des embryons humains dans le but d'établir une grossesse 
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(Zegers-Hochschild et al., 2006a). La grande souffrance psychologique des 

couples qui consultent, le coût économique très élevé des traitements et des 

interventions (pris en charge à 100 % par la sécurité sociale), les nombreuses 

questions éthiques soulevées par les pratiques médicales dans ce domaine font 

de la reproduction un enjeu de santé publique majeur dont l�étude des défauts 

semble incontournable.  

L�étude de la génétique des maladies complexes est délicate car le phénotype 

observé est le résultat d'interactions entre de nombreuses protéines, codées par 

des gènes différents. Par conséquent, il est indispensable de diversifier les 

approches afin de découvrir les différents acteurs. Ainsi, au laboratoire, nous 

avons choisi un modèle d�étude original, les lignées murines interspécifiques 

recombinantes congéniques (IRCS) créées à l�Institut Pasteur par de Dr 

Montagutelli. Dans ce modèle, environ 2% du génome spretus est dispersé dans 

le fond génétique B6 (Burgio et al., 2007; L'Hote et al., 2007). 

Dans le cadre d�une collaboration avec le Dr Montagutelli, l�exploitation du 

modèle IRCS pour la recherche de gènes candidats responsables de défaut de 

fertilité humaine a été initiée en 2005 au sein de l�équipe du Dr Daniel 

VAIMAN. Ces travaux ont permis la réalisation de 3 thèses dont celle qui fait 

l�objet du présent manuscrit et ont permis la publication de plusieurs articles 
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scientifiques avec d�autres travaux en cours de finalisation pour publication. Il 

s�agissait en effet d�un travail laborieux de phénotypage à grande échelle 

(organes reproducteurs, gamètes, fécondation, implantation et développement 

embryonnaire), suivi de la cartographie fine de QTL puis du clonage positionnel 

de gènes. Ces travaux ont toutefois été fructueux car, ils ont permis la 

localisation de 4 QTL dans lesquels des gènes candidats ont pu être identifiés  

(L'Hôte et al., 2011; Laissue et al., 2009; Vatin et al., 2012). 

 

Au cours de ma thèse je me suis intéressée aux causes génétiques 

d�infertilité masculine liée à des défauts de spermatogenèse. La régulation du 

processus complexe de la spermatogenèse dépend de la coopération de 

nombreux gènes qui sont exprimés à différents stades de différenciation, de 

division mitotiques et méiotiques, et de développement post-méiotique 

conduisant finalement à des spermatozoïdes (Sharpe et al., 1994).  

J�ai donc pu participer au clonage positionnel d'un gène capable de moduler 

le poids des testicules en interférant avec la méiose. Ce gène Fignl1 est localisé 

sur le chromosome 11 chez la souris et code pour une protéine appartenant au 

groupe des AAA-ATPases associées aux diverses activités cellulaires. Par les 

travaux réalisés au laboratoire, Fignl1 a été montré comme étant principalement 
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exprimé au niveau des cellules germinales méiotiques, les spermatocytes. Son 

rôle, en particulier dans le passage de la mitose à la méiose chez C. elegans 

(Luke-Glaser et al., 2007) et l�existence de SNP non synonymes entre spretus et 

musculus laisse penser que Fignl1 pourrait jouer un rôle déterminant dans la 

régulation de la durée de la méiose. Dans notre modèle, Fignl1 en version 

spretus a probablement des difficultés à être pris en charge par le système 

d�ubiquitinylation musculus du fait du polymorphisme entre SEG et B6. Une 

autre différence entre le Fignl1 spretus et musculus est l�existence d�une version 

spretus tronquée supplémentaire correspondant à un variant d�épissage pouvant 

rentrer en compétition avec le variant de grande taille dans le processus de 

dégradation. C�est donc l�accumulation de la protéine capable de ralentir le 

processus de la méiose se traduisant par une apoptose et une fréquence accrue 

d'anomalies des spermatozoïdes, qui est à l�origine du phénotype observé. 

Cependant la génération de souris KO pour le gène ou la substitution de Fignl1 

spretus dans un contexte génomique B6, constituerait la preuve ultime de 

l'implication du gène. En effet, les études utilisant des modèles animaux de 

souris transgéniques invalidées et présentant un phénotype de stérilité, 

continueront à nous apporter, dans les années à venir, des informations 

précieuses sur d'autres gènes impliqués dans l'infertilité.  
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D�autre part, dans le cadre de travaux récents, j�ai réalisé le phénotypage 

des lignées recombinantes obtenues à partir de 66HMMU1 par échographie à 

haute fréquence et j�ai observé une diminution significative de la moyenne du 

nombre d�embryons implantés dans le croisement homozygote de la lignée 

IRCS Rc3 comparée au croisement contrôle homozygote B6. J�ai démontré que 

le phénotype observé résulte d�un défaut de fertilité des mâles Rc3, à savoir  une 

globozoospermie partielle. En effet, l�observation de la morphologie des 

spermatozoïdes a révélé une anomalie au niveau de la tête : une réduction de la 

taille de l�acrosome voire son absence sur une partie de la population 

spermatique. Les premières observations en microscopie électronique semblent 

confirmer ces résultats relatifs au défaut d�acrosome mais révèlent également la 

présence en grand nombre de gouttelettes lipidiques au niveau du flagelle. La 

région QTL en cause a été cartographiée finement sur le chromosome 1. Dans le 

but de proposer des gènes candidats susceptibles d�être à l�origine de cette 

hypofertilité, la même approche que celle des précédentes études est employée 

en se basant sur leur niveau d�expression testiculaire, sur la présence de SNP 

entre SEG et B6 et sur les données de la littérature. Ces travaux sont 

actuellement en cours de réalisation. 
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La recherche sur l�infertilité masculine et la variété de causes possibles ont 

déjà permis de mieux comprendre le processus de la spermatogenèse et de la 

fertilité masculine. Une meilleure connaissance des mécanismes de la 

spermatogenèse, sans négliger le rôle de l'environnement, devrait permettre de 

trouver de nouvelles solutions thérapeutiques. L�'identification des gènes 

potentiellement impliqués dans la spermatogenèse doit être poursuivie afin 

d'accroître l'efficacité des tests de diagnostic indispensables pour envisager un 

traitement médical approprié des individus stériles. Le « microarray » est un 

outil puissant de recherche permettant d'extraire des informations importantes du 

génome des mammifères. Par exemple, en 2012, Waclawska et Kurpisz ont 

présenté l�utilisation de la technique de puces pour identifier des gènes critiques 

de la spermatogenèse afin de réaliser une corrélation avec des cas d'infertilité 

(Waclawska and Kurpisz, 2012). Aux niveaux pré-méiotique et méiotique, des 

gènes de la famille DAZ et TSPY1 sont fortement exprimés, alors qu�au cours de 

la phase post-méiotique, l�expression des gènes PRM2, TNP1, SYNJ2, et ZPBP 

augmente. Ces gènes sont principalement responsables de la formation de la tête 

des spermatozoïdes et du fonctionnement normal de ces derniers (Fox et al., 

2003). Chez les patients atteints de la microdélétion AZFc, quelques gènes post-

méiotiques comme TNP1 et PRM2 sont faiblement exprimés dans le groupe de 

patients caractérisés par un faible nombre de cellules post-méiotiques, d'où 
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l'indication de leur importance à ce stade de la spermatogenèse (Gatta et al., 

2010).  

L�objectif ultime est d�identifier des biomarqueurs potentiels utilisables dans 

le cadre de plateforme de diagnostic afin de permettre l'application de la thérapie 

médicale appropriée. Ainsi, il semble possible de simplifier les tests de 

diagnostic pour la stérilité en utilisant les profils de l'expression de gènes 

(Moldenhauer et al., 2003). Le gène Fignl1 pourrait être étudié dans le cadre de 

stérilité humaine avec arrêt idiopathique de la méiose.  

 

Au cours de mon travail de thèse, je me suis également intéressée à une 

pathologie de la grossesse. Un à 5% des couples sont concernés par les fausses 

couches répétées (RSA), définies par l�interruption subite de trois ou plusieurs 

grossesses consécutives (Rai and Regan, 2006). Les anomalies chromosomiques 

dans l'embryon sont la cause la plus fréquente tandis que les facteurs utérins sont 

invoqués pour expliquer les RSA non liées à une anomalie chromosomique. Ces 

facteurs utérins sont cependant mal définis (Teklenburg et al., 2010). Au 

laboratoire, deux régions QTL ont été identifiées comme étant associées à une 

augmentation des cas de mort embryonnaire chez la souris (Laissue et al., 2009). 

La première au niveau du chromosome 1 correspond à un intervalle d�une 
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trentaine de Mb contenant plus de 200 gènes. En utilisant une approche de 

phénotypage in vivo par échographie à haute fréquence, j�ai pu réaliser la 

cartographie fine du QTL et proposer une région de 6 Mb contenant une 

trentaine de gènes. L'analyse génétique suggère que le phénotype observé est lié 

à un dysfonctionnement utérin. Alors, appliquant plusieurs filtres comme le 

niveau d�expression dans l�utérus et l�existence de SNP,  et m�appuyant sur une 

recherche bioinformatique j�ai pu proposer 7 gènes candidats (Ncl, Cab39, 

Eif4e2, Trip12, Psmd1, Cops7b and Usp40) qui ont été retenus comme 

potentiellement responsables du phénotype observé (Vatin et al., 2012). De plus, 

les candidats retenus codent pour des protéines appartenant à différentes voies 

de signalisation telles que la voie mTOR ou celle de la dégradation des protéines 

dépendante de l'ubiquitine/protéasome, et sont impliqués dans plusieurs 

processus physiologiques tels que l'angiogenèse.   

Le second QTL correspond à une région de 3Mb environ contenant une 

trentaine de gènes, localisée sur le chromosome 13 murin. Son étude, combinant 

une approche de clonage positionnel, l'analyse transcriptomique et des tests in 

vitro, a permis de valider pour la première fois le clonage positionnel d'un QTL 

par génotypage dans l�espèce humaine. Nos résultats montrent que le facteur de 

transcription Foxd1, qui module l�expression du facteur de croissance 
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placentaire Pgf et du facteur C3 du complément, est un nouvel acteur 

moléculaire majeur nécessaire au bon déroulement de la grossesse. En effet, en 

collaboration avec le Pr Gris du CHU de Nîmes, par le séquençage de FOXD1 

chez des patientes atteintes de RSA idiopathiques et chez des femmes contrôles, 

nous avons identifié des variants FOXD1 exclusivement chez les patientes 

atteintes de RSA (Laissue et al, en préparation).  

Les études sur le modèle murin nous ont également amené à nous intéresser 

au gène Alpp codant pour l�alkaline phosphatase placentaire. J�ai mis au point et 

réalisé le séquençage de 100 patientes RSA idiopathiques et 100 contrôles 

d�origine méditerranéenne. Cette étude préliminaire a permis de mettre en 

évidence des variations de séquence dans le gène susceptibles d�expliquer 

environ 10% des cas d'avortements spontanés répétés dans la population étudiée. 

Des SNP ont été identifiés comme significativement associés à des cas de RSA 

parmi lesquels le polymorphisme rs130226692 (Ile89Leu) Une analyse en 3D de 

la structure de la protéine montre que le résidu Ile89 est sur la surface de la 

molécule et à proximité de l'interface homodimèrique. Il est à noter que les 

résidus dans la même zone ont été montrés comme étant indispensables pour 

éviter la dimérisation entre isoformes paralogues. De plus, un effet de la 

substitution Ile89Leu sur la stabilité du dimère, par exemple, ne peut pas être 
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exclu. Des études antérieures menées en Europe du Nord (Finlande et Suède) 

ont déjà associé des polymorphismes d�ALPP avec les RSA, cependant nous 

n�avons pas trouvé, dans notre population méditerranéenne, les SNP identifiés 

dans l�étude d�Europe du Nord, sans doute en raison de l'origine géographique 

des populations (Beckman et al., 1972). 

La plupart des études d�association génétique ciblant les RSA ont été 

conçues comme des hypothèses fondées sur des études de gènes candidats. Les 

gènes les plus souvent étudiés sont associés à l�immunotolérance. Les 

polymorphismes dans près de 90 gènes différents ont été étudiés, cependant dans 

la plupart des études, l�association entre un polymorphisme et la pathologie est 

négative. En clinique, les polymorphismes les plus souvent testés chez des 

patientes RSA sont les mutations de la prothrombine (G20210A) et celle de 

l'enzyme méthylène tétrahydrofolate réductase (C667T) (Rull et al., 2012).  

Aussi, nous proposons que la mutation FOXD1 (p.429AlaAla) peut être 

considérée comme un marqueur moléculaire des RSA qui peut facilement être 

testé par PCR / séquençage et pourrait être utilisé comme un marqueur 

moléculaire de la maladie (Laissue et al, en préparation). 
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En conclusion, nos études confirment le fait que le modèle IRCS est très 

utile pour la compréhension des maladies multifactorielles complexes chez 

l'Homme. En effet, l�exploitation des lignée IRCS nous a permis de positionner 

de nouveaux QTL de fertilité, mais surtout de cloner de nouveaux gènes 

impliqués dans la fertilité. Ces études pourraient contribuer à élucider les bases 

moléculaires de certaines infertilités et permettre de proposer de nouveaux 

marqueurs diagnostiques des différentes pathologies, anomalies de la 

spermatogenèse et RSA grâce aux progrès dans le séquençage du génome entier 

et la mise en place d'une base de données des variants «à risque» pour les 

maladies complexes.  
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