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A tous ces challenges que la vie nous lance ...

A ces spermatozoides champions ...
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Résumé

Chez 'Homme, les succés de la fécondation et d’'un développement embryonnaire
aboutissant a la naissance d’un enfant en bonne santé résident principalement dans la
qualité des cellules reproductrices. Les dommages oxydants de ’ADN spermatique sont une
cause majeure d’infertilité masculine. Afin de permettre une prise en charge thérapeutique
optimale et adaptée, j'ai tout d’abord mis au point et validé un test diagnostique de
I'oxydation de 'ADN spermatique par immunodétection du 8-hydroxy-2'-desoxyguanosine
(8-OHdG), adduit majeur de l'oxydation nucléaire. Ce travail de thése a déterminé, pour la
premiere fois, un seuil d’oxydation de ’ADN spermatique en relation avec les parameétres
conventionnels spermatiques. Dans un second temps, je me suis focalisée sur les atteintes
de la chromatine et de 'ADN spermatique les plus fréguentes en cas d’infertilité masculine,
a savoir les anomalies de condensation de la chromatine, la fragmentation et I'oxydation de
I’ADN spermatique. Une corrélation entre I'oxydation de I’ADN, tout particulierement la
moyenne d’intensité de fluorescence, et le pourcentage de spermatozoide fragmenté a été
mise en évidence. Pour objectiver I'impact de ces dommages nucléaires spermatiques en
pratique clinique, j'ai étudié, apres cryopréservation, les effets bénéfiques d’une
supplémentation en hypotaurine des milieux de sélection et de congélation/décongélation
des échantillons. Une baisse de la cryocapacitation et du pourcentage de spermatozoide
fragmenté et décondensé ont été retrouvées ainsi qu’une amélioration de la vitalité et de la
mobilité progressive spermatique. Enfin, comme le spermatozoide a pour but ultime de
participer a la genése d’un nouvel individu, j'ai mis en évidence que la fragmentation et
I’oxydation de I’ADN spermatique avaient un impact a des moments clés de la cinétique du
développement embryonnaire précoce suite a une ICSI sans pour autant modifier I’obtention
de blastocystes de bonne qualité. Ce travail de theése a permis de mieux comprendre la
physiopathologie de [linfertilité masculine et de mettre en évidence de nouveaux

biomarqueurs spermatiques en lien avec un développement embryonnaire normal.

Mots clés: noyau spermatique humain, oxydation de I’ADN, fragmentation de I’ADN,
décondensation de I’ADN, hypotaurine, cryoconservation spermatique, développement
embryonnaire






Abstract

In humans, the success of fertilization and embryonic development leading to the birth of a
healthy child lies mainly in the quality of reproductive cells. Oxidative damage to sperm DNA
is @ major cause of male infertility. In order to provide optimal and appropriate therapeutic
management, | first developed and validated a diagnostic test for sperm DNA oxidation by
immunodetection of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG), a major adduct of nuclear
oxidation. This thesis work determined, for the first time, a threshold for the oxidation of
sperm DNA in relation to conventional sperm parameters. In a second step, | focused on the
most common chromatin and sperm DNA disorders in male infertility, namely chromatin
condensation anomalies, sperm DNA fragmentation and oxidation. A correlation between
DNA oxidation, particularly the mean fluorescence intensity, and the percentage of
fragmented sperm was found. To objectify the impact of this nuclear sperm damage in
clinical practice, | studied, after cryopreservation, the beneficial effects of hypotaurine
supplementation to the selection and freeze/thaw media of seed samples. A decrease in
cryocapacitation and the percentage of fragmented and decondensed sperm has been
found, as well as an improvement in sperm vitality and progressive mobility. Finally, since
the ultimate goal of the sperm cells is to participate in the genesis of a new individual, | have
shown that the fragmentation and oxidation of sperm DNA has an impact at key moments in
the kinetics of early embryonic development following ICSI without modifying the obtaining
of good quality blastocysts. This thesis work has led to a better understanding of the
pathophysiology of male infertility and the identification of new sperm biomarkers related to

normal embryonic development.

Key words: Human sperm nucleus, DNA oxidation, DNA fragmentation, DNA
decondensation, hypotaurine, spermatic cryopreservation, embryonic development






Abréviations

2cb : 2 cells beginning

2Ce : 2 cells ending

2GP : 2¢meglobule polaire

2PN : 2 pronoyaux

3-dG : 3-désoxyguanosine

5-mC : 5-méthylecytosine

8-OHdG : 8-ox0-7,8-dihydro-2’guanosine
AC : Adénylate cyclase

ADN : Acide désoxyribonucléique

AGPI : Acides gras poly-insaturés

AMP : Assistance médicale a la procréation
AO : Antioxydant

Apaf-1: Apoptosis Activating Factor-1
APEN : Apurinic endonuclease

AZF : AZoospermia Factor

B : Blastocyste

BER : Base excision repair

CECOS : Centre d’Etudes et de Conservation des (Eufs et du Sperme
CGP : Cellules germinales primordiales
CMA3 : Chromomycine A3

CMF : Cytométrie en Flux

Cys : Cystéine

DAO : Dérivés actifs de I'oxygene

DFI : DNA fragmentation index

DMR : Differentially-methylated region
DMSO : Diméthysulfoxyde

DNMT : DNA methyltransferase

dNTP : Désoxyribonucléotide

DTT : Dithiothréitol

ECR : Exces de cytoplasme résiduel

ERK : Extracellular signalregulated kinase
ERO : Espéce réactive de I'oxygeéne
FapyGua : 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine
FISH : Fluorescent in situ hybridization

FIV : Fécondation in vitro

FSC : Forward-scattered light

FSH : Follicule stimulating hormone

ICSI : Intra cytoplasmic sperm injection

G : Guanine

GADDA45 : DNA damage inductible gene 45
GH : Growth Hormone

GP : Globules polaires

GPx : Glutathione peroxydase

GnRH : Gonadotrophin releasing hormone
GSTML1 : Gluthation S-transferase Mul






Gy : Gray

h : heure

H : Histone

H,0; : Peroxyde d’hydrogene

HPLC : High-performance liquid chromatography
HRP : Horseradish peroxydase

IL-6 : Interleukine-6

IMC : Indice de masse corporelle

Kb : Kilo base

Keapl : Kelch-licke ECH associated protein 1
LH : Luteinizing hormone

Mb : Mégabase

MAPK : Mitogen-activated protein kinases
MAR : Matrix attachment region

MCI : Masse cellulaire interne

MDA : Malondialdéhyde

MIF : Moyenne d’Intensité de fluorescence
MMR : Mismatch repair

MOSH : Adiposité abdominale et hypogonadisme associé a I'obésité masculine
MSOME : Motility sperm organelle morphology examination
NASP : Nuclear Autoantigenic Sperm Protein
NER : Nucleotide excision repair

Nrf2 : Facteur nucléaire érythoide 2

NO° : Monoxyde d’azote

10,.Oxygene singulet

02°" : Anion superoxyde

O, : Oxygéne

OH°® : Radical hydroxyle

OMS : Organisation mondiale de la santé
ONOO- : Peroxynitrite

P : Protamine

PBS : Phosphate Buffered Saline

PE : Perturbateurs endocriniens

Pl : Propidium lodide

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protein kinase C

PN : Pronucléus / Pronucléi

PNB : PN blind-out

PNNS : Plan National Nutritionnel Santé
PSA : Pisum Sativum Agglutinin

PTP : Pore de transition de perméabilité
PTK : Protein tyrosine kinase

ROOQe : Radical peroxyle

SCGE : Single Cell Gel Electrophoresis

SCSA : Sperm Chromatine Structure Assay
SCSO : Syndrome de Cellule de Sertoli Only
SGA : SpermatoGenic Arrest






snGPx4 : Sperm nucleus glutathione peroxydase 4
SSC : Side-scattered light

SOD : Superoxyde dismutase

SRY : Sex-determining region Y

TdT : Terminal deoxynucleotidyl transferase

TE : Trophectoderme

THC : Delta-9-tetrahydrocnnabinol

tM : Morula time

TP : Protéines de transition

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
B-hCG : hormone chorionique gonatrophine
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Avant-propos

L'intégrité du noyau spermatique est essentielle pour la transmission du génome paternel a
sa descendance et une activation optimale du génome paternel dés le troisieme jour post-
fécondation. Ainsi, dés la spermatogeneése, par la maturation épididymaire et la traversée du
tractus génital féminin, puis I'étape clé de la fécondation jusqu’au développement
embryonnaire, les spermatozoides vont étre sélectionnés et modifiés afin de garantir cette
intégrité nucléaire et de permettre de donner naissance a un nouvel étre humain.

Le spermatozoide humain, est haploide avec un noyau structurellement différent de celui
des cellules somatiques. Cette singularité nucléaire est acquise notamment au cours de la
spermatogenése dans les tubes séminiferes des testicules via la succession de trois mitoses
et d’une méiose a partir des spermatogonies Ad diploides. Ces gonies résultent elle-méme
de cellules germinales primordiales qui se sont développées pendant la vie feetale. Ce n’est
qu’a partir de la puberté, sous l'influence hormonale, que la spermatogenése est complete
et efficace (Hess and Renato de Franca, 2008). Le noyau est de nouveau remodelé lors de la
maturation épididymaire par des modifications structurales et biochimiques (Noblanc et al.,
2012). De fagon synchrone, le pouvoir fécondant et la mobilité progressive sont acquises lors
de la descente épididymaire. Les spermatozoides subissent de nouvelles étapes de sélection
et de contréle indispensables avant la fécondation de I'ovocyte, lui aussi haploide. En effet,
lors de la traversée des voies génitales féminines, par I'intermédiaire de la glaire cervicale, et
de lI'environnement tubaire évolutif, les spermatozoides sont sélectionnés et subissent
encore de nombreuses modifications pour assurer leur fonction (Eisenbach and Giojalas,
2006; Xella et al., 2010; Bahat et al., 2012).

On estime actuellement que pres de 15 % des couples en age de procréer consultent pour
infertilité. Dans un tiers des cas, il s’agit d’une étiologie exclusivement masculine (Carlsen et
al., 1992; Jouannet et al., 2001; Swan, 2006). La qualité nucléaire des spermatozoides n’est
jamais analysée en premiere intention dans le bilan d’infertilité des patients infertiles.
Pourtant, 'ADN spermatique peut subir différentes altérations au cours de son parcours
jusqu’a l'ovocyte. Ces altérations peuvent se traduire par des atteintes au niveau
chromosomique, chromatinien ou de I’ADN. Elles peuvent étre a I'origine d’une diminution

de la qualité fonctionnelle et du pourvoir fécondant des spermatozoides (Morado et al.,






2013; Park et al., 2015). Par ailleurs, des spermatozoides mobiles et fécondants peuvent
également présenter une altération du génome, asymptomatique en spermiologie
diagnostique de premiére intention, et induire un risque de défauts de développement
embryonnaire et d’augmentation de l'incidence des fausses couches (Lewis and Aitken,
2005a). Pourtant a ce jour, méme s’il est admis que la qualité de ’ADN des spermatozoides
affecte les issues de grossesse des tentatives d’assistance médicale a la procréation (AMP),
peu d’éléments sont connus sur les effets des altérations nucléaires des spermatozoides sur

la cinétique du développement de I'embryon.

L'objectif de mon travail a été de mieux caractériser chez 'homme I'impact de la qualité
nucléaire spermatique sur la fertilité masculine tout particulierement dans le contexte de
I’AMP et de la cryoconservation.

Pour cela, j’ai travaillé a la mise au point et a la validation d’un test diagnostique de
I’oxydation de 'ADN spermatique humain avec la mise en évidence d’un seuil pathologique
en relation avec les paramétres du spermogramme. Ce travail s’inscrit dans la continuité de
travaux antérieurs réalisés dans I’équipe chez la souris.

Dans un second temps, je me suis intéressée a la relation entre les principales altérations
nucléaires des spermatozoides (oxydation, fragmentation de ’ADN et condensation de la
chromatine) et leurs conséquences en pratique clinique.

J'ai réalisé ce travail dans le contexte de la congélation lente des spermatozoides humains en
mesurant les effets d’'une supplémentation antioxydante sur les altérations nucléaires post-
décongélation.

Enfin, j’ai évalué I'impact potentiel de la qualité nucléaire du spermatozoide humain sur la
fécondation, la cinétique de développement embryonnaire ainsi que les issues de grossesses
dans le cadre des patients pris en charge AMP.

En guise d’introduction bibliographique, j’ai choisi de synthétiser I'état de I’art en matiere
d’organisation du noyau spermatique humain. L'accent a été mis sur les particularités de
I'organisation du noyau gamétique chez I'homme et les multiples altérations pouvant

I'atteindre, leurs étiologies et leurs conséquences cliniques.
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Condensation de la chromatine dans un noyau de cellule
somatique en interphase

A. Géométrie de la double hélice d’ADN montrant le petit et le grand sillon

En haut : Ladénine et la thymine s’apparient grace a deux liaisons d’hydrogéne ;

En bas : La guanine et la cytosine s’apparient au moins de trois liaisons d’hydrogéne (D’aprés
RichardWheeler.ent 2011).

B. Condensation de la chromatine dans un noyau de cellule somatique en interphase

En microscopie électronique a transmission, la chromatine du noyau (n) d’une cellule
somatique présente des zones de différentes densités : L'hétérochromatine (hc) et
I'euchromatine (ec) (Microscopy & Imaging Facility, Hamilton College, Clinton, NY, USA).



I. Le noyau spermatique humain

I.1. Généralités sur le noyau et sa structure

Le génome humain représente environ trois milliards de paires de bases, distribuées en 46
chromosomes sous la forme d’ADN bicaténaire (Venter et al., 2001). Cette double hélice
d’ADN est constituée de deux brins antiparalléles enroulés I'un autour de I'autre. L'unité de
base est un nucléotide, formé d’une base nucléique ou base azotée (Figure 1A). L’association
de 'ADN avec différentes protéines permettent son enroulement sur lui-méme de facon
ordonnée formant la chromatine. En microscopie, on distingue deux types de chromatine.
L'hétérochromatine correspond a une chromatine dense donc peu accessible,
principalement localisée en périphérie du noyau. Elle est définie comme une structure qui ne
change pas de condensation au cours du cycle cellulaire. A contrario, I'euchromatine
apparait décondensée pendant l'interphase. Les genes sont ainsi plus accessibles et voient
leur expression facilitée (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology
2018 ; Figure 1B). La capacité des cellules souches embryonnaires a générer in vivo tous les
lignages, somatique et germinal, présents dans un embryon tout particulierement dans la
masse cellulaire interne du blastocyste sont largement documentées (Shahbazi et al., 2017).
C'est pourquoi, en partant de la cellule somatique, passant par la cellule germinale
primordiale pour obtenir un spermatozoide hautement différentié, le noyau va subir des

modifications colossales et finement orchestrées.

a. La chromatine dans les cellules somatiques
Environ deux métres d’ADN doivent étre compactés dans un noyau de 5 micrométres. Il est
nécessaire d’ouvrir cette chromatine afin de permettre son interaction avec la machinerie
protéique régulant les fonctions de la chromatine, notamment pour initier la transcription.
Dans les cellules somatiques, I'unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome. Pour
dépasser I'obstacle que représente le nucléosome, un complexe de remodelage intervient
pour réorganiser les histones afin de permettre la fixation de facteurs trans sur I’ADN et son

expression (Wheeler et al., 2012).
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FIGURE 2
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Dynamique du nucléosome

A. Le nucléosome, unité fondamentale de la chromatine (Graff J and Mansuy IM, 2008)

B. Modélisation de la structure nucléosome par cristallographie au rayons-X a une
résolution de 2,8 A. ’hélice d’ADN est représentée en marron et vert. Les histones sont
représentées en bleu (H3), vert (H4), rose (H2B) et orange (H2A) (Luger et al., 1997).

C. Dynamique du nucléosome : Les points de contacts entre I'ADN (bleu) et le cceur
d’histone (gris) sont symbolisés par des cercles rouges (Mellor, J. 2005).



b. Le nucléosome
Le nucléosome est composé de 146 paires de bases (pb) de la double hélice de 2 nm
enroulées autour d’un disque protéique octamerique. Cet octamére du nucléosome est
composé d’histones canoniques appelées histones de cceur ou « Core histones » organisés
en tétramere d’histones (H3-H4), nouvellement synthétisées, auquel viennent s’adjoindre
deux dimeéres H2A-H2B (Figure 2A et B). Les histones adoptent un repliement
caractéristique : trois hélices alpha reliées par deux boucles. Cette structure appelée le
nucléosome est l'unité de base répétée de la chromatine (fibre de 11 nm; Wolffe and
Kurumizaka, 1998). La distance relative entre chaque nucléosome influe sur le degré de
condensation de la chromatine et donc sur 'accessibilité de I'information génétique aux
facteurs de transcription (Felsenfeld, 1992). Les nucléosomes sont dans un état d’équilibre. Il
existe une alternance entre un état complétement enroulé et plusieurs états de
déroulement plus ou moins partiels. L'interconversion entre ces états est rapide et
spontanée. Ainsi, I’ADN nucléosomal reste en contact avec les histones avant d’étre

spontanément désenroulé pour retrouver ensuite un état enroulé (Mellor, 2005 ; Figure 2C).

c. Les histones de coeur

Ces histones sont de petites protéines basiques (11 a 16 kDa) fortement conservées au cours
de I’évolution. Chaque histone se compose de deux domaines : le domaine globulaire qui
permet les interactions histone-histone ou histone-ADN et un domaine amino-terminal
fortement acide qui s’étend au-dela du cceur d’histone. Les extrémités N et C terminales de
ces histones, appelée queue, sont dépourvues de structure secondaire, particulierement
riche en résidus lysine et arginine, donc trés basiques. Leur composition leur confere une
charge globale positive, qui va favoriser I'interaction avec I’ADN chargé négativement, du fait
des groupements phosphates composant le squelette sucré. L’association de I’ADN avec les
histones, neutralise une grande partie des charges négatives et permet ainsi son repliement
sur lui-méme et donc la compaction (Arya and Schlick, 2006). Les queues des histones sont

la cible de nombreuses modifications post-traductionnelles.
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FIGURE 3
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A. Deux modeéles existent pour décrire cette fibre de 30 nm (Dupont JM ; Atlas of Genetics
and Cytogenetics in Oncology and Haematology, 2008-06)

B. De I'ADN au nucléosome, le nucléofilament, la fibre de 30 nm et le chromosome
métaphasique (D’aprés Annunziato, Nature 2008)



d. Les histones internucléosomales
Ces histones internucléosomales sont les protéines qui s'associent a la région d'ADN de
liaison entre deux nucléosomes. Contrairement aux histones de la particule coeur, elles sont
peu conservées parmi les espéces. Ces histones de liaison, H1 et H5, interagissent avec des
séquences d’ADN de liaison pour permettre une meilleure compaction de la chromatine.
L’histone canonique H1 peut s’associer avec la région de I’ADN qui lie deux nucléosomes
adjacents par la chaperonne NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein ; Finn et al. 2008).
Ces histones ne présentent pas d’homologie structurale avec les histones de I'octamére.
L'inclusion de I'histone H1 au sein de cette structure permet une condensation plus

importante de la chromatine (fibre de 30 nm ; Misteli et al., 2000).

En 1976, Finch et Klug ont proposé une structure en solénoide ou deux nucléosomes
consécutifs se retrouvent céte a cote dans une méme hélice (Finch and Klug, 1976). Plus
tard, un second model d’hélice en zigzag a deux départs a été suggéré. C’est un arrangement
linéaire des nucléosomes sur I’ADN, formant un chapelet de nucléosomes. Le second niveau
d’organisation correspond a la compaction des chapelets de nucléosomes. C'est la formation
3D d’une fibre chromatinienne de 30 nm, composée de nucléosomes et de protéines
régulatrices sur une séquence d’ADN spécifique. Ainsi, Grigoryev et al., 2009 a montré que
les deux structures pouvaient coexister au sein de la fibre (Figure 3A). Cependant,
I'arrangement des nucléosomes in vivo pourrait ne pas étre si régulier, avec des régions
ordonnées en zigzag alternant avec des régions localement désordonnées. Au cours de la
mitose et de la méiose, il existe transitoirement un niveau extréme de compaction, les
chromosomes. Le niveau de condensation le plus élevé étant atteint au sein des
chromosomes métaphasiques morphologiquement étudiables en microscopie optique
(Figure 3B). Enfin, le degré ultime de compaction de la chromatine des cellules somatique

est représenté au sein des chromosomes mitotiques (14000 nm).

e. La chromatine dans les cellules germinales
Les spermatozoides possedent un noyau particulier du fait de leur génome haploide. Depuis
les cellules germinales primordiales (CGP), au cours de la spermatogenése, des phases

mitotiques des cellules germinales diploides précédent une méiose et une maturation
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FIGURE 4
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Développement des cellules germinales en post-natal chez ’lhumain

Les gonocytes migrent du centre vers la périphérie des tubules séminiferes autours
du sixieme mois aprés la naissance et se différentient en spermatogonies (D’aprés
Hutson et al., 2013). UDT= Undescended testis



morphologie y compris nucléaire. Pendant cette derniére phase, on assiste au remplacement
des histones (environ 85%) par des protéines de transition qui sont a leurs tours remplacées
par les protamines, protéines basiques a conformation spatiale particuliere. Ainsi, la
chromatine spermatique est constituée d’une nouvelle structure nucléoprotéique arrangée
en tores et en solénoides fixés a la matrice par des régions d’attachements et des

nucléohistones (Schagdarsurengin et al., 2012).

I.2. Les cellules germinales primordiales

Chez I'homme, les cellules germinales primordiales (CGP) diploides, peuvent étre mise en
évidence dés la deuxieme semaine embryonnaire dans I'épiblaste. L'aptitude a Ia
pluripotence est une des particularités des CGP (Dadoune, 2003). Durant la troisieme
semaine, ces cellules vont migrer de |'épiblaste vers la base de la future allantoide. Puis
entre quatre et six semaines de vie foetale, les CGP migrent vers la créte génitale. Ces CGP se
multiplient par mitose non seulement lors de la migration mais aussi dans la créte génitale.
Dans la gonade indifférenciée, on parle d’épithélium germinatif contenant des gonocytes et
les cellules somatopleurales. Les gonocytes sont plus grands et plus claires que les cellules
somatiques qui les entourent et les compriment, leur conférant ainsi une forme sphérique.
Le noyau est volumineux avec de gros nucléoles, irrégulierement lobé avec une chromatine
finement granulaire, dispersée et claire contenant de rares mottes d’hétérochromatines
(Fouquet et al., 1998). L'environnement produit ensuite différents facteurs initiant Ila
différentiation en cellules germinales ou gonocytes. Les gonocytes arrétent alors toute
mitose. Sous l'influence du chromosome Y et plus spécifiquement du géne SRY (Sex
determinating region of the Y) la différenciation masculine est induite. SRY est exprimé dans
les cellules somatiques de la créte génitale masculine et permet notamment la production
de testostérone. Les gonocytes migrent du centre vers la périphérie des tubules séminiferes
autours du sixieme mois apres la naissance et se différentient en spermatogonies (Figure 4).

Les divisions cellulaires ne reprendront qu’apres la naissance. Avant la puberté, les divisions
restent inférieures a celles des cellules de Sertoli, aboutissant ainsi a I'augmentation du
diamétre et de la longueur des cordons séminiferes. Ce n’est qu’au moment de la puberté,

sous l'influence des hormones produites par I'axe hypothalamo-hypophysaire (GnRH
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FIGURE 5

SPERMATOGONIES
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SPERMATOCYTES

Transformation des spermatogonies en spermatozoides

+»La prolifération, renouvellement et différentiation des spermatogonies:

1. Ad, spermatogonies foncées (ou de réserve)

2. Spermatogonies pales ou de renouvellement Ap

3. Spermatogonies différenciées ou de type B.

Les spermatogonies Ap et B se divisent par mitose (M). Toutes les spermatogonies B
donnent naissance aux spermatocytes préleptoténes.

+» La méiose concerne les spermatocytes primaires et secondaires qui subissent deux
divisions réductionnelles (Div 1 et Div 2). La prophase de la premiére division
méiotique : Pl, préleptotene; L, leptotene; Z, zygoténe; EP, début du pachyténe; MP,
pachyténe intermédiaire; LP, pachyténe avancé. Les spermatocytes secondaires (ll), se
divisent a leur tour et donnent naissance aux spermatides haploides.

+*La spermiogeneése : les spermatides se métamorphosent en spermatozoides.

Appareil de Golgi (G), I’ acrosome (A), les centrioles (C); la queue ou flagelle (T); un corps
cytoplasmique résiduel (RB).

(Yves Clermont, Michael Lalli, Zsuzsanna Bencsath-Makkai ; Atlas d’histologie en
microscopie optique, 2013)



Gonadotrophin releasing hormone; LH Luteinizing hormone; FSH follicule stimulating
hormone) que les divisions vont s’accélérer et que les testicules vont subir un profond
remodelage. Ainsi, une lumiéere apparait dans les cordons séminiféres, devenant des tubules
séminiferes. Entre les tubes, les cellules de Leydig sécrétent la testostérone. L'épithélium
séminifere établit une barriere hémato-testiculaire fonctionnelle via des jonctions serrées
intracellulaires. La production de gametes masculins différenciés peut alors commencer

(Hutson et al., 2012).

I.3. La spermatogenése

C'est un processus physiologique et continu, mis en place a la puberté, permettant la
production a partir de cellules diploides, la formation de cellules germinales masculines
haploides. La production continue de spermatozoide nécessite a la fois la division des
spermatogonies pour le renouvellement et le maintien d'un pool constant de
spermatogonies Ad constituant un stock de réserve permanent et une activité de
différenciation (d’apres Yves Clermont, Michael Lalli, Zsuzsanna Bencsath-Makkai ; Atlas

d’histologie en microscopie optique, 2013 ; Figure 5).

a. Multiplication ou phase pré-méiotique

Une phase de multiplication est tout d’abord initiée a partir des spermatogonies Ad puis une
succession de mitoses vont permettre d’aboutir a la formation successive de
spermatogonies Ap, B puis finalement les spermatocytes | (Clermont, 1972).

Les spermatogonies Ad (dark) possedent un noyau arrondi, dont la chromatine est finement
granuleuse, occupée par une vacuole centrale. Les spermatogonies Ap (pale) possedent un
noyau ovale, clair, a chromatine fine et dispersée, renfermant une ou plusieurs nucléoles.
Les spermatogonies B sont caractérisées par un noyau arrondi, foncé avec une chromatine
en amas. Déja, en 1998, Il a été découvert dans les spermatogonies Ap et Ad une activité
mitotique, immunoréactivité Ki-67 spécifique de la phase S du cycle cellulaire (Steger et al.,
1998). Plus la différenciation se poursuit, plus les génes impliqués dans [’auto-
renouvelement sont inactivés par la formation d’hétérochromatine. Hormis ces données
histologiques et génomiques précises, peu d’informations sont connues concernant la
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FIGURE 6

Les différents stades de la prophase |

(Principes of Cell Biology (BIOL2060) Department of Biology Memorial Université
of Newfoundland, Pearson Edition 2012)



mécanistique des modifications structurelles nucléaires des spermatogonies chez ’lhomme

(Hermo et al., 2010).

b. Maturation nucléaire ou phase méiotique

La méiose consiste en deux divisions consécutives a une seule phase de réplication de ’ADN.
La premiére division, dite réductionnelle, aboutit a la séparation des chromosomes appariés
du spermatocyte I. C'est la formation des spermatocytes Il, dont chaque chromosome est
formé de deux chromatides. La deuxiéme division de méiose, dite équationnelle, permet la
répartition de chaque chromatide dans les deux cellules filles appelées spermatides. Au final,
la méiose permet donc la réduction chromatique, le brassage de I'information génétique et
la transmission de I'information génétique a la génération suivante.

L'acétylation des histones, notamment H2A, H2B et H4, favorise lI'ouverture de Ia
chromatine et facilite le travail de la machinerie de réplication. La premiére division de
méiose est précédée d’une phase de réplication, pré-leptoténe, permettant de doubler la
quantité d’ADN dans les spermatocytes | diploides et la réplication des filaments
chromosomiques. C'est a ce stade que débute le remplacement des histones canoniques par
des variants. En effet, on observe en premier lieu I'incorporation de TH2B, variant de H2B
spécifique du testicule, qui apporte une plus grande instabilit¢ des nucléosomes le
contenant (Singleton et al., 2007). Les chromosomes sont tous dédoublés, ils possedent deux
chromatides sceurs reliées entre elles par des protéines appelées complexe cohésine. Au
début de la méiose, le spermatocyte | se situe dans le compartiment adluminal du tube
séminifere. Les spermatocytes, poussés par les cellules de Sertoli, traversent la jonction
serrée. Cing étapes se succedent pendant la premiére division de méiose en fonction de

I’état caractéristique de la chromatine et des évenements génétiques (Figure 6) :

1- Au stade leptoténe, (leptos mine et taenia ruban), les 23 paires de chromosomes sont
sous forme de filament fins irréguliers, semblables deux a deux. lls commencent a se
condenser et a s’apparier. A la fin de ce stade, les télomeres s’associent a la membrane
nucléaire pour initier un rapprochement spatial des chromosomes homologues et se
positionnent a la face interne de l'enveloppe nucléaire. Les chromatides subissent de

nombreuses cassures doubles brins permettant la reconnaissance entre les chromosomes
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FIGURE 7
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(Life : The Science of Biology, Eighth Edition 2007)



homologues ainsi que leur stabilisation. Une désacétylation et une méthylation des histones
assurent la compaction de la chromatine. En effet, on observe des méthylations de I'histone
H3 de I'hétérochromatine des régions péricentromériques (Sasaki and Matsui, 2008). Elles
permettent d’éviter la formation d’un appariement non homologue de deux chromosomes
par la formation de crossing-over ou enjambement trop proche des centromeéres. Les
cassures de I’ADN induisent la formation de la forme gamma de H2A.X, indispensable au bon
déroulement de la réparation de 'ADN et une hyperacétylation de I'histone H4 favorisant

I’ouverture de la chromatine (Buard et al., 2009).

2- Au stade zygoténe, (zygos, joug et ten, filament) le processus d’épaississement des
chromosomes se poursuit. Les paires de chromosomes s’apparient, formant des bivalents.
Cette association stable entre les chromosomes homologues favorise la réparation des
cassures doubles brins par des complexes protéiques. Le complexe synaptonémal, structure

protéique, permet I'appariement des chromosomes homologues. C’'est le synapsis.

3- Au stade pachytene, (packhus épais), I'lappariement des chromosomes homologues
étroitement unis par le complexe synaptonémal est achevé. C'est le synapsis complet. Il
devient possible de reconnaitre et d’individualiser chaque bivalent, formant ainsi les
tétrades. Des nodules de recombinaison apparaissent au niveau des chromosomes appariés
permettant des échanges de segments chromosomiques entre chromosomes homologues
d’origines maternelle et paternelle. Ces crossing-over, ou recombinaisons, permettent le
brassage génétique intra-chromosomique.

Le bivalent sexuel (chromosome X ou Y) se sépare des 22 bivalents autosomiques. En effet,
les chromosomes sexuels des spermatocytes | ont un comportement spécifique. Leur
chromatine va fortement et rapidement se condenser et s’inactiver. C’'est la formation de la
vésicule sexuelle, particulierement visible en microscopie. Ce mécanisme est basé sur la
réalisation de nombreuses modifications des histones présentes sur ces chromosomes
(Turner et al., 2004). L'incorporation de variants d’histones et/ou les modifications post-
traductionnelles sur les régions amino-terminales des histones induisent des variations de
conformation de la chromatine et jouent un réle dans la régulation de I'expression génique

en fonction du type cellulaire et du stade de développement (Talbert and Henikoff, 2017).
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FIGURE 8
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a.Pré-méiose : Réplication de I'ADN de chaque chromosome maternel et paternel maintenus
ensemble par des cohésines.

b.Leptoténe : Introduction de cassures doubles brins dans I'ADN, permettant Ia
reconnaissance entre les chromosomes homologues et leur stabilisation (DsB : cassures
doubles brins, cercles rouges).

c.Zygoténe : Appariement des paires de chromosomes formant des bivalents.. Association
stable entre les chromosomes homologues favorisant la réparation des cassures doubles
brins par des complexes protéiques. Le synapsis commence via des filaments transversaux
pour former un complexe synaptonémique.

d.Pachyténe : C’est I'achévement du synapsis. Les cassures d'ADN sont réparées.

e.Diploténe : Démontage du complexe synaptonémique. Les chromosomes homologues sont
ainsi maintenus ensemble par les chiasmas.

f.Fin de la prophase | : Diacinése.

g.Métaphase de la premiére division méiotique (Ml) : Séparation des homologues avec un
homologue de chaque paire passant a chaque cellule fille.

h.Deuxieme division méiotique (MIl) : Chaque lot de chromosome haploide est entouré
d’'une membrane nucléaire constituant ainsi le noyau haploide des deux spermatides
formées.

(D’aprés Burgoyne et al. 2009)



4- Au stade diploténe (diplos double), les chromosomes se décondensent et se séparent
incomplétement par dissociation du complexe synaptonémal. L’appariement étroit entre les
chromosomes homologues ne persiste qu’en quelques points spécifiques, les chiasmas. Les
chiasmas proviennent de la réunion de deux des quatre chromatides du bivalent, localisés ou
les crossing-over se sont produit auparavant (Figure 7). A ce stade, la vésicule sexuelle
disparait.

La fin de la prophase | est marquée par le stade diacinése. Les chromosomes toujours reliés
entre eux par les chiasmas présentent une condensation maximale. Lors de la métaphase |,
les chromosomes homologues se disposent de maniere aléatoire sur les fibres du fuseau
mitotique constituant ainsi la plaque équatoriale. Les chiasmas se trouvent sur la plaque

équatoriale, entre les deux centromeéres.

5- A I'anaphase |, il y a rupture des chiasmas. Chaque chromosome a deux chromatides
sceurs migre vers un pole du fuseau. La ségrégation aléatoire des chromosomes homologues
aux poles opposés est un facteur de brassage génétique notamment interchromosomique.
Enfin, lors de la télophase |, une nouvelle membrane nucléaire enveloppe les deux lots de
chromosome. Cette individualisation nucléaire est suivie d’'une cytodiérése incomplete avec
réunion par un pont cytoplasmique des deux spermatocytes Il obtenus. A la fin de cette
premiere division réductionnelle de méiose, chacun des deux spermatocytes Il contient un
lot haploide de chromosomes (23+X ou 23+Y) avec deux chromatides.

Les spermatocytes Il sont rarement retrouvés sur des coupes histologiques car leur existence
n’est que de cing heures. En effet, les spermatocytes Il abordent directement la deuxieme
division de méiose. Sans duplication, ni recombinaison du matériel héréditaire, la deuxieme
division équationnelle de méiose progresse rapidement donnant naissance a deux
spermatides. Pendant la prophase Il, les chromosomes comportant deux chromatides se
condensent et migrent vers la plague métaphasique sur laquelle ils vont s’aligner en
métaphase Il. L'anaphase Il débute par le clivage des liaisons entre chromatides sceurs, puis
migration vers les pbles opposés. Enfin, lors de la télophase Il, chaque lot de chromosomes
est entouré d’'une membrane nucléaire constituant ainsi le noyau haploide des deux

spermatides (Figure 8).
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FIGURE 9
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A. Remaniement morphologique du spermatozoide durant la spermiogenése (Editions
Pradel, 1993)

B. Formation de ponts disulfures par la Protéine Disulfite Isomérase (PDI) au sein des
protéines ; Cystéines libres - représentés ici dans leur état protoné (—SH) - ont lieu via |'état
anion thiolate (—S—). Membre de la famille PDI réduit sont en vert et les PDI oxydés en orange
(D’apres Bulleid & Ellgaard, 2011).



c. Spermiogeneése
Cette étape ne comporte pas de division cellulaire mais uniguement une phase de
différenciation des spermatides par transformation de I'ensemble des constituants
cellulaires pour aboutir a la libération de spermatozoides dans la lumiére du tube séminifere.
La spermatide, initialement, est une petite cellule ronde a noyau central de 6 a 7 um, a
chromatine granulaire et irréguliere. Ces cellules vont subir des transformations nucléaires,
cytoplasmiques et membranaires qui sont le résultat de la traduction d’ARN synthétisés et
stockés depuis le stade de spermatocyte primaire. Huit stades morphologiquement
identifiables se succédent (Figure 9A). La spermiogenése est caractérisée par plusieurs
évenements majeurs qui modifient de maniere importante la morphologie cellulaire: le
développement du flagelle, I'élimination de I'excés de cytoplasme sous forme de corps

résiduels, la biogenése de I'acrosome et la compaction du noyau spermatique.

Progressivement la chromatine des spermatides se condense pour former un noyau
compact, de forme ovoide. C'est une compaction protectrice déterminante pour la
condensation de la chromatine caractéristique du noyau du spermatozoide mature. Cette
hyper compaction de la chromatine est nécessaire pour protéger le matériel génétique du
gamete paternel contre les agressions physico-chimiques durant le transit dans les voies
génitales. De plus, la réduction de la taille du noyau qui en résultera rend le spermatozoide
plus hydrodynamique et favorise sa mobilité. Le noyau subit une élongation et effectue une
rotation pour diriger le poOle céphalique (acrosomal) vers la membrane basale du tube
séminifere. On assiste au remplacement des histones de types somatiques présents dans les
stades précoces de la spermatogenése par des nucléoprotéines plus basiques (protéines de
transition TP1, TP2). Ces protéines sont elles-mémes remplacées par des nucléoprotéines
riches en arginine et cystéine : les protamines P1 et P2 (Balhorn, 2007; Maor-Sagie et al.,
2015). Ces deux variants sont exprimés dans le spermatozoide en quantité équimolaire. Les
protamines  présentent plusieurs domaines de liaison a I’ADN  appelés
« enchroaching domains » riches en arginine (chargés positivement), qui se lie fortement au
phosphosquelette de I’ADN (chargé négativement). Au final, on estime chez I’'homme que

prés de 15% de I’ADN reste associé aux histones alors que 85% de I'ADN se lie a des
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protamines (Gatewood et al., 1990 ; Oliva et al., 2010). La formation de ponts disulfures
entre les résidus cystéines (intra et inter-protamines) favorise la compaction de la
chromatine et stabilise des complexes protamines-ADN.

La formation d’un pont disulfure est une réaction d’oxydo-réduction réversible, dépendante
du potentiel rédox du milieu et du pH. Les especes réactives de I'oxygene (ERO), et tout
particulierement le peroxyde d’hydrogéene sont aussi utilisées comme substrats par certaines
enzymes chargées de réaliser les ponts disulfures telles que certaines glutathion
peroxydases. Par exemple, la snGPx4 pour sperm nucleus glutathione peroxydase 4 exprimée
dans le testicule a partir du méme géne que les isoformes cytosoliques et mitochondriales
de GPX4 est positonnée dans le noyau spermatique ou elle fonctionnera durant la
maturation épididymaire comme une disulfide isomérase pour créer des ponts disulfures
entre les protamines (Shalgi et al., 1989; Bulleid and Ellgaard, 2011 ; Figure 9B). L’oxydation
spontanée des cystéines par les ERO est une réaction lente en condition physiologique

pouvant néanmoins influer sur le niveau de compaction du noyau spermatique.

Des histones de la lignée germinale vont subir des modifications post-traductionnelles. On
retrouve tout particulierement la phosphorylation, I'acétylation et la méthylation. Par
exemple, les spermatides allongées présentent une phosphorylation importante sur le
variant H1 (Mishra et al., 2015). De méme, I'ajout d’un groupement acétyl entraine la perte
d’une charge négative sur la région amino-terminale de I'histone permettant I'ouverture de
la chromatine. L’acétylation joue donc un rdle dans l'activation de la transcription.
L’hyperacétylation de I’histone H4 est un évenement physiologique bien connu, juste avant
la transition par les protamines. Deux hypothéses coexistent. L’hyperacétylation peut soit
déstabiliser I'interaction histone-ADN, ouvrant ainsi la chromatine et facilitant la fixation de
facteurs d’échange protéiques. Sinon I'hyperacétylation peut permettre le recrutement et la
fixation de protéine a bromodomaine, permettant I'activation de facteurs de remodelage
nécessaires pour le déplacement des nucléosomes, le déroulement de I’ADN ou le
remplacement des histones par des variants ou d’autres protéines (Clapier et al., 2017). Ces

étapes se déroulent simultanément.
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FIGURE 10
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Les associations cellulaires de chaque cycle sont numérotées de | a VI. Leur largeur,
délimitée par les lignes verticales en pointillé est proportionnelle a la durée. Quatre a
cing génération cellulaires germinales se développent simultanément de de facon
synchrone en un point précis du tube séminifere. Cette figure décrit de gauche a droite
les fragments qui surviennent avec le temps, en un point donnée du tube séminifere
durant 74 jours, soit 4,6 cycles d’épithélium séminifere, nécessaires au déroulement
complet de la spermatogenése.

Ad : spermatogonie de type Ad ; Ap spermatogonie de type A p ; B : spermatogonie de
type B ; PI, L, Z, P, D : spermatocytes | au stade pré leptotene, leptotene, zygotene,
pachyténe et diploténe ; Sc Il : spermatocyte Il ; Sa, Sb, Sc , Sd : différents stades de
différenciation des spermatides (Classification de Clermont en microscopie photonique)
(D’aprés Amann, J Amer Cell Toxicol, 1989 : 8,457-471)



d. Cycles spermatogéniques chez ’homme
Les gameétes sont produits par vagues synchrones et successives en chaque région de
I’épithélium germinal, sans que le processus soit synchrone dans tous les tubes séminiféres.
Chez 'homme, le processus de spermatogenese se déroule en moyenne en 74 jours (95%
IC : 69-80 jours) du stade spermatogonies Ap jusqu’a la spermiation. Ainsi, chez 'homme les
spermatogonies Ap ont une durée de vie de 18 jours, les spermatogonies B de 9 jours, les
spermatocytes | de 23 jours, les spermatocytes Il d’'une journée et les spermatides de 23
jours. Les gonies chez I'homme sont programmeées pour entrer en division par « vague
spermatogénétiques » tous les 16 jours. Chez ’lhomme, il est identifié la succession de six
associations cellulaires préférentielles dans un épithélium germinal. Ces cellules se dirigent
en spirale vers l'intérieur de la lumiére. En périphérie du tubule et au début de la spirale se
trouvent les spermatogonies et a la fin de la spirale les spermatozoides libérés dans la
lumiere tubulaire (Heller and Clermont, 1964; Clermont, 1972; Amann, 1989 ; Figure 10). Les
spermatogonies permettent la production de gametes par autorenouvélement via les
divisions mitotiques et les processus de mitose et méiose pour assurer une production

continue de spermatozoides tout au long de la vie d'un homme (Dadoune, 2007).

I.4. La maturation épididymaire du spermatozoide

C’est durant ce transit que I'épididyme va assurer sa fonction principale de maturation des
spermatozoides. Ce processus est basé sur I'interaction constante des spermatozoides avec
le fluide épididymaire. La composition de celui-ci varie entre chaque segment anatomique de
I'organe, grace aux activités spécifiques de sécrétion et d’endocytose de I'épithélium
(Cornwall, 2009). Les cellules principales de I'épithélium épididymaire, majoritaires, sont
lies entre elles au pOle apical par des jonctions serrées et des desmosomes qui forment une
barriere hémato-épididymaire (Mruk and Cheng, 2015). Celle-ci assure la protection des
spermatozoides envers une réponse auto-immune et contrdle les apports provenant du
compartiment sanguin. La maturation épididymaire concerne tous les composants
biochimiques cellulaires du spermatozoide, lipidique, glucidique et protéique. Lors de ce

transit de la téte vers la queue de I'épididyme, sous l'influence de I'environnement
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FIGURE 11
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Représentation schématique de I'organisation de la chromatine spermatique
testiculaires et épididymaires

Au cours de la maturation épididymaire des spermatozoides, le noyau est condensé au
moyen de pontage disulfure intense. Une enzyme nucléaire (glutathion GPx4 = snGPx4
dans le noyau spermatique) agissant comme une disulfure isomérase utilise les dérivés
actifs de I'oxygene, tout particulierement le peroxyde d’hydrogene (H,0,) pour créer des
liaisons disulfure inter et intra-protamine sur les groupes thiol portés par le groupe riche
en cystéine des protamines. Il compacte le noyau spermatique et le verrouille dans un état
condensé (D’aprés Champroux et al. 2016)



séquentiel et spécifique, le spermatozoide va acquérir une mobilité fléchante. Ainsi, le
profond remodelage de la membrane plasmique conduit a une plus grande fluidité et a
I'acquisition ou la modification de protéines essentielles a la reconnaissance et la fusion avec

I’ovocyte (Sullivan and Mieusset, 2016).

La morphologie des spermatozoides va aussi évoluer au cours du transit épididymaire. La
taille de la téte du spermatozoide diminue a la fois grace a la poursuite de la compaction
intense de la chromatine et a la perte d’eau par le gamete (Gervasi and Visconti, 2017). On
observe aussi une maturation des enzymes acrosomiques. Les protamines mises en place sur
'ADN spermatique durant la phase d’élongation de la spermiogenése vont modifier la
conformation et [I'organisation spatiale de la chromatine spermatique. Ainsi, la
différentiation des spermatozoides initiée dans le testicule va s’achever dans I'épididyme.
Comme déja évoqué ci-dessus, la protéine snGPx4 testiculaire, liée a la matrice nucléaire
spermatique semble étre nécessaire au bon déroulement des pontages disulfures deés la
spermiogeneése et lors du transit épididymaire. Clivée au début du transit épididymaire, elle
posséde une activité enzymatique de type disulfide isomérase capable de réduire les ERO
notamment I'H,0, (Pfeifer et al., 2001). Ce méme auteur, soutenu par Noblanc et al., en
2012, postulent que le variant snGPx4 localisé dans le noyau spermatique contribuerait a la
stabilité de la chromatine via I'établissement de ponts disulfures entre les protamines en
utilisant différents ERO présents dans I'environnement spermatique (Noblanc et al., 2012;
Champroux et al., 2016). Ainsi, les spermatozoides en fin de maturation épididymaire vont

posséder un ADN dix fois plus condensé que celui des cellules somatiques (Figure 11).

L’épididyme possede une fonction primordiale de protection des spermatozoides. En effet,
ces cellules sont quiescentes et ne peuvent pas réagir a leur milieu par elles-mémes, leur
ADN étant extrémement compacté, inaccessible pour la transcription. De plus, leur
cytoplasme et ses organites ont été éliminés lors de la spermiogenése, limitant ainsi les
réserves d’enzymes de défense et de réponse a tout type de stress cellulaire. C’'est donc
I’épithélium épididymaire qui est chargé de contrdler I'environnement des spermatozoides,
c’est-a-dire la composition du fluide, pour éviter toute atteinte des gametes. Pour se

prémunir des dommages oxydants inhérents au métabolisme de toute cellule aérobie, on
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retrouve au niveau épididymaire des molécules comme le zinc, le sélénium, des vitamines ou
bien des enzymes anti antioxydantes comme les peroxyrédoxines, la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase ou les membres de la famille des glutathion peroxydases (GPx). Les GPx1,
GPx3 et GPx5 sont particulierement exprimées dans I'épididyme des mammiféres (Drevet et
al.,, 1998). Chez la souris il a été montré que Gpx5, en queue d’épididyme, assure
essentiellement un role protecteur contre les dommages radicalaires. Dans la téte de
I’épididyme le réle de GPx5 est double. Il protéege d’une part les gameétes de I'oxydation
comme un nettoyeur de ERO et d’autre part il assure un niveau optimal de pontages
disulfures en fixant la concentration en H,0; substrat de la snGPx4 (Chabory et al., 2009).

Ainsi, la maturation épididymaire intervient dans le succeés reproductif via notamment
I'acquisition d’une vélocité optimale du spermatozoide et la protection accrue du matériel

génétique paternel.

I.5. Epigénome des cellules germinales masculines

a. Généralités
L'information épigénétique (épi : autour) est une information non codée par la séquence de
I’ADN, transmise de facon stable et héréditaire mais réversible (Weaver et al., 2004;
Waterland et al., 2006). Elles peuvent correspondre a des modifications sur ’ADN, de type
méthylation, ou post-traductionnelles sur des histones, ou encore a l'incorporation de
variants d’histones. Ces modifications sont transmises aux cellules filles et permettent au
génome de s'adapter a I'environnement.
A chaque génération, ces marques épigénétiques sont redéfinies deux fois : dans la lignée
germinale, pour permettre la différenciation des spermatozoides et des ovules, et a la
fécondation, pour créer le zygote totipotent qui commence alors sa croissance et sa
différenciation en un nouvel individu. Un petit groupe de génes échappe a la deuxieme
vague zygotique de reprogrammation épigénétique. Ces genes conservent ainsi
I'«empreinte» épigénétique parentale dont ils sont issus (Mackay and Temple, 2017). La
méthylation de I’ADN apparait comme une marque épigénétique majeure. Elle contribue a la
définition des domaines génomiques, siege d’expression ou de répression génique. La
méthylation est coordonnée avec I'ensemble des modifications post-traductionnelles des

histones, connu sous le nom de «code histones» (Acétylation, méthylation et
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FIGURE 12
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A. Schématisation des modifications post-traductionnelles des histones
Un grand nombre de résidus arginines peuvent étre méthylés (R). Les résidus lysines (K)
peuvent étre acétylés, ubiquitinés ou méthylés. Les résidus serines (S) peuvent étre
phosphorylés. (D’aprés Zamudio et al. 2008)

B. Profils de méthylation ; SSC : cellules souches des spermatogonies ; L/z :
leptoténe/zygoténe ; P : pachyténe ; D : diploténe ; Spg : spermatogonie ; Fg : ovocyte
md{r ; Ng : ovocyte quiescent ; M : ovocyte en métaphase Il de la méiose, aprés ovulation

(d’aprés Bourc’his et Proudhon, 2008)



phosphorylation ; Figure 12A). La méthylation est assurée par la famille enzymatique des
ADN méthyl-transférases (DNMT). Les genes soumis a I'empreinte sont souvent organisés en
cluster, soit un ensemble de génes, dont la transcription est soumise a I'état de méthylation
d’une voire deux régions différentiellement méthylées (DMR ou differentially-methylated
region) selon leur origine parentale. Cette méthylation est a I'origine du recrutement ou de
la répulsion de différents facteurs modifiants les histones et isolant les génes de régions

régulatrices.

b. Epigénome du spermatozoide
Les DMR conservent leur empreinte parentale méme aprés la fécondation lorsque les
génomes d’origine paternelle et maternelle sont presque totalement déméthylés pour
assurer la totipotence des cellules embryonnaires. Aprés fécondation on assiste a un
phénomeéne de reprogrammation des génomes gamétiques. L'ADN du génome paternel est
rapidement déméthylé apres fécondation, alors que celui du génome maternel reste
méthylé. Ceci permet I'acquisition de la pluripotence. Cette phase d’effacement permet
aussi potentiellement de remettre a zéro dans la nouvelle lignée germinale toute anomalie
de méthylation ou épimutation acquise, et empéche ainsi sa transmission a la génération
suivante. Ensuite, pour acquérir leur lignage spécifique, I’ADN méthyltransférase 3 (Dnmt3)
réalise une méthylation de novo de I’ADN des cellules embryonnaires (Schaefer et al., 2007;
Bourc’his and Proudhon, 2008 ; Figure 12B). Chez I'homme, I'expression du geéne de
détermination sexuelle SRY porté par le chromosome Y, déclenche la re-méthylation
germinale en période foetale. Les cibles identifiées de cette re-méthylation male sont les
éléments transposables qui comptent pour la moitié du génome, et les génes soumis a
empreinte paternelle. Ces profils de méthylation male sont ensuite maintenus et perpétués
dans la lignée germinale aprés la naissance, au cours de la méiose et jusqu’a la formation de

spermatozoides matures.

Par ailleurs, en 2010, Ewen et Koopman rapportent, chez la souris, que les histones sont
également impliquées dans ce phénomeéne d’effacement de I’empreinte parentale avec une
perte de I'histone de liaison H1 et la déméthylation de H2AR3me et H4R3me, qui favorisent

une décondensation de 'ADN (Ewen and Koopman, 2010). En fonction du génotype sexuel
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FIGURE 13
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A. Au cours de la spermiogenese, les histones sont remplacées par des protamines,
condensant I'ADN en tores serrés. Chaque tore de protamine est un domaine en boucle
(modifiée a partir d'une figure similaire publiée dans Ward, 1993).

B. Les tores de protamine peuvent étre organisés en les empilant d'un c6té a l'autre. Les
histones persistants sont retrouvés dans les solénoides (vert). Il peut s'agir de domaines
de boucles entiers qui ne sont pas condensés par les protamines.

C. Les brins d'ADN qui relient les tores de protamines sont sensibles aux nucléases et
peuvent également étre liés aux histones et attachés a la matrice nucléaire (bleu) par des
régions MAR (Matrice attachment region).

(D’aprés Ward 2010)



des gonocytes, I'acquisition de la nouvelle empreinte parentale differe. Chez 'lhomme, la
méthylation de novo de 'ADN débute dés le stade embryonnaire, puis aprés la naissance
jusqu’au stade pachytene de la méiose lors de la spermatogenése, grace a l'action
enzymatique des Dnmt3 (La Salle and Trasler, 2006). La chromatine est donc un support
d’information épigénétique par le biais des variants d’histones, le remplacement des
histones par les protamines et des modifications post traductionnelles de ces histones. Ainsi
le remodelage de la condensation de la chromatine peut étre considéré comme un support
de cette information épigénétique, avec la méthylation globale de I’ADN spermatique et la

présence de petits ARN dans le sperme (Boissonnas et al., 2013).

Prés de 100 genes sont soumis a I'empreinte épigénétique chez ’homme (Wilkins et al.,
2016). lls ont été identifiés comme étant impliqués de maniere préférentielle dans la
croissance prénatale et le développement neurologique. Des mutations ou des épimutations
dans des geénes « imprimés » ou dans des centres de contréle d'empreinte sont associées a
des troubles d'empreinte tels que le syndrome d'Angelman et le syndrome de Beckwith-
Wiedemann (Benchaib et al., 2005; Neelanjana and Sabaratnam, 2008; Vermeiden and

Bernardus, 2013).

I.6. L’architecture nucléaire spermatique

Comme décrit précédemment, I’ADN spermatique est fortement compacté et donc peu
accessible permettant ainsi la protection du matériel génétique et I'optimisation de la
mobilité des gametes dans le tractus génital féminin.

Des stratégies d’analyse globale de la chromatine spermatique (immmunoprécipitation de la
chromatine, puce a ADN et séquengage haut débit) ont permis de mettre en évidence des
histones persistantes non distribuées au hasard, suggérant que le maintient de ces histones
nucléaires ne soit pas le résultat de I'inéfficacité de leur remplacement par les protamines.
Ces régions du noyau spermatique plus riches en histones comportent en fait un mélange de
nucléosomes et de nucléoprotamines. Ces régions sont réparties soit en courtes séquences
dispersées dans le génome ; soit en larges régions de 10 a 100kb agencées en solénoides,
possédant une conformation spatiale différente des tores de protamines (Hammoud et al.,

2010).
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Prés de 85% des histones liés a I'ADN sont remplacées par des protamines pendant la
spermiogenese. Ainsi, la chromatine spermatique est enroulées en tores (constituée de
nucléoprotamines) et en solénoides fixation a la matrice par des régions d’attachements
et des nucléohistones. Bien que le sperme soit connu pour étre une cellule
transcriptionnellement inactive, les histones restantes sont trés acétylé. Comme dans les
cellules somatiques, I'ADN des spermatozoides est méthylé. Le sperme contient
également protéines non histones, ARNm silencieux (dont la fonction n'est pas encore
connue) et ARN non codants. AC : groupement acétyle ; CH3 : groupement méthyle.
(D’aprés Schagdarsurengin et al., 2012)



Les histones sont majoritairement retrouvées au sein des promoteurs de genes impliqués
dans le développement embryonnaire précoce de I'embryon (facteurs de transcription,
genes impliqués dans les voies, ...) de séquences codantes pour des micros ARN, de génes a
empreinte ou de genes participants a la spermatogenese (Hammoud et al., 2009).

Les zones denses des territoires chromosomiques sont en forme d’épingle a cheveux. Les
télomeres des deux bras des chromosomes s’associent en dimeéres a la périphérie du noyau
spermatique. Il semble que les chromosomes riches en génes soient situés vers I'apex du
noyau et que les chromosomes pauvres en genes soient plutét localisés vers la base du
noyau (Mudrak et al., 2012 ; Figure 13).

Enfin, les chromosomes ne sont pas positionnés au hasard les uns par rapport aux autres. Il
semblerait que, quel que soit le chromosome étudié, qu’il soit sexuel ou autosome, la
position relative du chromosome dans le noyau spermatique resterait la méme d’un
spematozoide a l'autre. L’équipe de Millan et al., en 2012 a établi une position relative des
centromeéres le long de I'axe antéro-postérieur du noyau spermatique notamment pour les
chromosomes 17, 1, X, 19 et Y. L'organisation des chromosomes dans le noyau s’effectuerait

lors de la méiose.

Comme dans les cellules somatiques, I'ADN des spermatozoides est méthylé. Le
spermatozoide contient également un pool d’ARNm, pas ou peu traduits, et de petits ARN
non codants comme les miARN et les PIWI (Romero et al., 2012; Sendler et al., 2013).
Néanmoins, des expériences d’incorporation d’uridine radiomarquée n’ont pas démontré
d’activité transcriptionnelle dans le spermatozoide éjaculé (Grunewald et al., 2005).
Toutefois, ces affirmations sont peu a peu remises en cause car la protéomique a
permis de mettre en évidence la présence de protéines ribosomales (de Mateo et al.,
2011). Ces données récentes supposent la possibilité d’une activité traductionnelle
probablement restreinte dans le spermatozoide (Schagdarsurengin et al., 2012 ; Figure

14).
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A. Morphologie des chromosomes en microscopie optique

La constriction centromérique est un repere qui permet de séparer le chromosome en deux
régions principales : un bras court (au-dessus du centromére) et un bras long (en-dessous).
Les extrémités chromosomiques sont des régions possédant une architecture particuliere
sur le plan moléculaire appelés télomeres (Atlas de genetic).

B. Représentation d’un caryotype humain (Extrait de Imnmunohématologie,5)



Il. Les altérations du noyau spermatique

Je vais m’intéresser ici tout particulierement aux dommages du noyau spermatique qui
peuvent étre d’origine chromosomique, chromatinienne ou de ’ADN en lien avec l'infertilité

masculine.

Il.1. Les atteintes chromosomiques

La relation entre anomalies chromosomiques et infertilité a été suggérée dés les années
1950. Elles sont objectivables par la réalisation d’un caryotype sanguin, examen simple de
premiere intention, permettant la classification des chromosomes en fonction de leur taille
par la coloration au giemsa, donnant ainsi deux types de bandes. Les bandes « G » (sombres)
mettant en évidence des séquences riches en AT se distinguant des bandes R (claires) riches
en GC (Figure 15A et B). Trés t6t, une corrélation a été notée entre le nombre de
spermatozoides dans I'éjaculat et la présence d’anomalies chromosomiques. D’autres
auteurs ont rapporté que les translocations chromosomique (cassure d'un segment de
chromosome transféré sur un chromosome non homologue) pouvaient étre associées a une
altération de la spermatogenése (Plymate et al., 1976). En cytogénétique postnatale, le
caryotype constitutionnel a montré une incidence 10 a 15 fois plus élevée d’anomalies
chromosomiques chez les hommes infertiles que dans la population générale (Van Assche et
al., 1996). En cas d’oligozoospermie inférieure a 10 millions de spermatozoides/ml, le taux
des anomalies chromosomiques est estimé a 5-7%. Ce taux atteint pres de 20% chez les
hommes présentant une azoospermie sécrétoire non obstructive (Antonelli et al., 2000).
L’étude cytogénétique moléculaire par FISH sur spermatozoides permet d’évaluer le taux de
gametes déséquilibrés, de réaliser un conseil génétique adéquat et de proposer une prise en

charge optimale aux hommes infertiles porteurs d’anomalies chromosomiques.

a. Les anomalies de nombre de chromosomes
L'aneuploidie caractérise une cellule qui ne possede pas le nombre normal de chromosome.
Les aneuploidies résultent d'une mauvaise ségrégation des chromosomes au cours de la

division cellulaire conduisant aux risques de zygote trisomigque ou monosomigue apres
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fécondation. Ces mauvaises ségrégations méiotiques sont habituellement accidentelles, mais
elles sont favorisées par l'accroissement de I'dge maternel et par l'existence de certains
remaniements chromosomiques chez I'un des parents (Cimadomo et al., 2018). Cette non-
disjonction peut se produire entre deux chromosomes homologues lors de la premiére
division de méiose maternelle ou paternelle ou bien entre deux chromatides sceurs, lors de
la deuxiéeme division de méiose (Figure 16). Les taux d’aneuploidies spermatiques restent

cependant bien inférieurs a ceux observés lors de I'ovogeneése.

Chez 'homme, le taux d’aneuploidie varie selon les études chez les patients infertiles de 33 a
74% contre 4 a 8% chez des patients témoins fertiles et normozoospermiques. Les patients a
caryotype normal et présentant une altération de la spermatogenése sont connus pour étre
des patients a risque augmenté d’aneuploide foetale (Hens et al., 1988; Pellestor, 1991). De
plus, un taux supérieur d’aneuploidie a été rapporté chez un patient avec des gametes
macrocéphales (Viville et al., 2000). En 2006, Sun et al. ont montré que les taux
d’aneuploidies sont augmentés dans les gamétes avec des flagelles anormaux (Sun et al.,

2006).

Les anomalies du nombre de gonosomes sont les plus fréquentes et diverses. En 1959,
(Jacobs and Strong, 1959)associent, une dysgénésie gonadique, une gynécomastie et la
présence de petits testicules au caryotype 47,XXY (syndrome de Klinefelter). Les caryotypes
47,XXY (mosaique ou homogene) sont 44 fois plus fréquents chez les hommes infertiles (De
Braekeleer and Dao, 1991). De plus, la fréquence des caryotypes 47,XYY dans la population

des hommes infertiles semble peu différente de celle de la population générale (Figure 17A).

b. Les anomalies chromosomiques constitutionnelles de structure
Elles sont la conséquence d'un réarrangement du matériel chromosomique. Si le
réarrangement ne s'accompagne ni de perte ni de gain de matériel génétique, il est dit
équilibré et n'a habituellement pas de traduction clinique. Dans le cas contraire, on parle
d'anomalie déséquilibrée, qui s'accompagne le plus souvent de manifestations cliniques
d'autant plus marquées que le déséquilibre est important. Classiquement on distingue trois

grands types de remaniements chromosomiques: les translocations réciproques, les
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translocations Robertsoniennes, les inversions péri ou paracentromériques. L’analyse de la
ségrégation méiotique par FISH sur spermatozoides des sujets porteurs de ces types de
translocations est d’un grand intérét pour comprendre les mécanismes de la transmission
des translocations et pour le conseil génétique. Elle permet aussi de rechercher un effet
interchromosomique éventuel (Lohmann et al., 2000). De plus, la présence d’une
translocation Robertsonienne ou réciproque peut altérer la spermatogenese au stade

pachyténe de la méiose en fonction du type de la translocation.

e Les translocations réciproques

Une translocation réciproque est un échange de fragments de chromosome entre deux
chromosomes non homologues. Les patients porteurs de ces translocations n‘ont pas de
phénotype particulier en dehors de trouble de la fertilité. Ces translocations sont souvent
équilibrées, car la totalité de I'information génétique est bien présente mais les problemes
surgissent lors de la formation des gamétes. Les chromosomes impliqués ne peuvent pas
s’apparier normalement. Il se forme ainsi une structure « en croix » lors de la métaphase de
la méiose, permettant I'appariement des chromosomes homologues. Lors de la ségrégation
différentes possibilités peuvent exister générant la formation de gametes normaux ou
équilibrés ou de gameétes déséquilibrés. Il existe 3 grands types de ségrégation, alterne,
adjacente ou 3:1 (Figure 17B). Le risque de déséquilibre dans la descendance de la
translocation équilibrée varie d’une translocation a l'autre, d’une famille a lautre.
Différentes approches méthodologiques ont été développées pour estimer ce risque pour
une translocation réciproque déterminée prenant en compte les chromosomes impliqués,
les points de cassure, la longueur des segments transloqués, le sexe du parent porteur du
remaniement.

En regle générale, les hommes porteurs de translocation réciproque produisent plus de
spermatozoides déséquilibrés que de spermatozoides normaux ou équilibrés, porteurs de la

translocation, avec des fréquences variant entre 23 a 81% (Bhat and Wani, 2017).

e Les translocations robertsoniennes
Ces translocations sont les plus fréquentes dans la population générale (2/1000). Elles sont

dues a un processus de fusion centromérique entre chromosomes acrocentriques (13, 14,
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15, 21, 22). Les patients porteurs de translocations Robertsoniennes ont un caryotype a 45
chromosomes. Ces anomalies de structure chromosomiques sont principalement retrouvées
chez des patients infertiles porteurs de translocations rob(13 ;14) et rob(14 ;21), représenté
Figure 18 A (Roux et al., 2005; Ogur et al., 2006). Ainsi, I’équipe de Ferfouri et al., en 2011 a
mis en évidence que le taux d’aneuploidie des spermatozoides des patients porteurs de
translocation robertsoniennes était plus élevé en cas d’oligozoospermie (18 %) versus les
patients normozoospermiques (9,7 %). Les patients porteurs de ce type de translocations
équilibrées présentent donc un morphotype normal en dehors d’une altération des
caractéristiques spermatiques. L'altération du spermogramme peut s’expliquer par
I'interaction entre le trivalent des chromosomes impliqués dans la translocation avec la
vésicule sexuelle entrainant une altération du processus de la spermatogenése (Figure 18 B).
En effet, au moment de la méiose, la ségrégation des chromosomes peut étre variable et
entrainer un pourcentage différent de gametes déséquilibrés pour les chromosomes
impliqués dans la translocation. Cette variabilité, fonction du type de translocation
Robertsonienne, est essentielle a prendre en considération en cas de fécondation de
I'ovocyte. Le spermatozoide présentant un déséquilibre chromosomique peut aboutir a
I'obtention d’un embryon aneuploide expliquant des échecs de développement
embryonnaire précoce, des échecs d’implantation, des fausses couches ou des

malformations congénitales a la naissance (Perrin et al., 2010).

e Les inversions péri- ou para-centriques
Il existe deux types d’inversions selon la localisation des points de cassures. Les
péricentriques sont de part et d’autre du centromere et les paracentriques, se situent sur un
méme bras chromosomique. Les études réalisées sur le sperme de porteurs d’inversions
péricentriques font apparaitre une grande hétérogénéité dans les pourcentages de
déséquilibres méiotiques (de 0 a 37%). Il semblerait cependant que lincidence de
spermatozoides déséquilibres soit liée a la proportion du segment inverse et de sa taille.
Ainsi, le risque devient important si le segment représente plus de 50% de la taille du
chromosome et s’il fait plus de 100 Mb (Anton et al., 2005; Morel et al., 2007). Une étude
empirique (Winsor et al., 1978) rapporte qu’'un minimum de 30% d’hétérochromatine doit

étre impliqué dans l'inversion pour produire un chromosome recombinant.
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L'inversion péri-centrique la plus souvent retrouvée dans le caryotype humain est I'inversion
péri-centrique de la région hétérochromatique du chromosome 9, inv(9) (p11913) ou bien
inv(9) (p12g13). Cette inversion est retrouvée dans la population générale dans 1 a 3% des
cas et est souvent considérée comme variant caryotypique normal (polymorphisme) (Dana
and Stoian, 2012). Cependant, plusieurs rapports controversés ont établi un lien entre cette
inversion chromosomique et des anomalies cliniques telles qu’une hypofertilité (Mozdarani
et al., 2007; Miskovic et al., 2012), des fausses couches multiples ainsi que des anomalies

congénitales variées découvertes en période post-natale (Jeong et al., 2010).

c. Cas particuliers du chromosome Y
e SRY
L’établissement du sexe gonadique est sous contrble génétique et dépend de la présence de
SRY ou Sex-determining region Y. Chez ’'homme le géne SRY, situé sur le bras court (p) du
chromosome Y est nécessaire pour la différentiation de la gonade en testicule. Le facteur
SRY est une protéine de liaison a 'ADN membre de la famille des SRY-like box (SOX). Son
expression, des six semaines de vie foetale, provoque la différentiation des cellules de Sertoli
qui vont former les cordons testiculaires primaires en encapsulant les cellules germinales
(Woodward and Neilson, 2013). Ces cellules de Sertoli vont produire I’hormone
antimullérienne, permettant la différentiation des cellules de Leydig et inhibant ainsi le
développement de la gonade en ovaire. Des recombinaisons atypiques au cours de crossing-
over lors du développement du spermatozoide peuvent entrainer un caryotype qui ne
correspond pas a |’expression phénotypique (McElreavey et al., 1993). Ainsi des anomalies
du déterminant sexuel ont été identifiées grace a I’étude de patients dont le sexe gonadique
était en contradiction avec le sexe chromosomique. Par exemple, le syndrome de Swyer
correspond a une dysgénésie gonadique complete a caryotype 46,XY avec un phénotype
féminin du fait du transfert de SRY sur le chromosome X non transmis. Inversement en cas
de transmission de ce chromosome X avec SRY, le phénotype masculin est caractérisé par un

caryotype XX (Massanyi et al., 2013).

e Les microdélétions du chromosome Y

Tiepolo and Zuffardi, en 1976, ont été les premiers a avoir suggéré une corrélation entre la

région AZF (AZoospermia Factor) présente sur le chromosome Y et la spermatogenese. Le
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recours a la biologie moléculaire a permis de déceler une microdélétion d’une partie de la
région AZF chez plus de 15% des hommes ayant a la fois des perturbations importantes de la
spermatogenése et moins de 5 millions/mL de spermatozoides (Foresta et al., 2001a,
2001b). La prévalence des microdélétions du chromosome Y chez les hommes infertiles est
estimée a 7,5 % (Colaco and Modi, 2018). Cela concernerait environ 10% des patients avec
une azoospermie non obstructive et 6% des patients avec une oligozoospermie sévere.
Aucune microdélétion n’a été mise en évidence chez les normozoospermes (Kent-First et al.,
1996). Il existe 3 loci AZF différents (respectivement dénommé AZFa, AZFb et AZFc) sur le
bras long du chromosome Y. Les délétions du locus AZFa sont moins fréquentes (1 a 5%) et
associées a un phénotype histologique de « SCSO type 1 = Syndrome de Cellule de Sertoli
Only typel » avec une absence de cellules germinales. La délétion du locus AZFb est associée
a un blocage de la spermatogenése au niveau spermatocyte (SGA : SpermatoGenic Arrest).
La délétion AZFc est associée a divers phénotypes, allant de I'azoospermie avec présence de
quelques cellules germinales (SCSO type 2 = Syndrome de Cellule de Sertoli Only type 2) a
I'oligozoospermie. Cette corrélation génotype/phénotype existe seulement dans les cas ou la
délétion enléve entierement la région c'est-a-dire lorsque la délétion est « compléte ». Les
délétions AZFc et AZFc+b sont les plus fréquemment retrouvées associées a des phénotypes
variés (McElreavey et al., 2002 ; Figure 19). La trés grande majorité des délétions correspond
a des mutations de novo, probablement due a une anomalie de la méiose. Cependant, on ne
peut exclure que ces délétions aient lieu au stade tres précoce de I'embryogenese chez le
foetus. Les patients infertiles affectés transmettent obligatoirement ce défaut génétique a
leur enfant de sexe masculin. Différentes équipes ont récemment suggéré que certaines
fausses couches a répétition pourraient étre corrélées a la présence de microdélétions du

chromosome Y (Dewan et al., 2006; Karaer et al., 2008).

I1.2. Atteintes de la chromatine et de I’ ADN spermatique

Il est maintenant admis que les dommages au noyau spermatique concernant la chromatine
et/ou I’ADN peuvent étre présents de maniére indépendante ou associées. Dans ce travail, je
me suis tout particulierement focalisée sur les atteintes chromatiniennes et de I’ADN les plus

fréguemment retrouvées en cas d’infertilité masculine chez ’lhomme, a savoir les anomalies
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de condensation de la chromatine, la fragmentation, la méthylation et I'oxydation de ’ADN

spermatique.

a. Anomalie de la condensation chromatinienne

L'altération du compactage de la chromatine spermatique concerne la structure tertiaire de
I’ADN. L'ADN spermatique peut étre décondensé, soit parce qu’il est pauvre en protamine,
signe d’une immaturité nucléaire testiculaire, soit parce que la compaction de cette
chromatine est moindre, signe d’une maturation post-testiculaire anormale ; ou les deux.
Une chromatine hautement condensée au cours de la spermatogenese est essentielle pour
la fonction du génome paternel des spermatozoides (Agarwal and Said, 2003). Ainsi, une
chromatine anormalement condensée peut étre associée a une spermatogenese altérée
(Hammadeh et al., 1998; Erenpreiss et al.,, 2006). Le pourcentage de spermatozoides
présentant une décondensation de I’ADN est corrélé positivement a la tératozoospermie
(Franken et al., 1999). Ainsi, 30% de la population totale des spermatozoides avant et aprés
sélection sur gradient de densité présenteraient une décondensation anormale de I’ADN
chez des patients infertiles avec une tératozoospermie sur leur spermogramme (Perdrix et
al., 2011). Toutefois, cette association n’est pas stricte et des patients ne présentant pas de
tératozoospermie peuvent avoir des spermatozoides dont I’ADN est fortement décondensé.
L'immaturité nucléaire du noyau spermatique est connue depuis longtemps pour interférer
avec les taux de fécondation en FIV (Jeulin et al., 1986). Certains auteurs rapportent méme
une corrélation positive entre une décondensation anormale de la chromatine des
spermatozoides et la présence de disomies 8, 15, 18, X ou Y (Morel et al., 1998 ; Figure 20).
Lorsque ces patients a décondensation nucléaire spermatique élevée sont pris en charge en
ICSI, un faible taux de fécondation (Sakkas et al., 1996, 1998) et des défauts de
développement embryonnaire (Hammadeh et al., 1996) peuvent étre observés.

Un des marqueurs les plus répandu pour mesurer un défaut de compaction ou la
décondensation de I'’ADN est la Chromomycine A 3 (CMA3). La CMA3 se fixe sur les
séquences riches en Guanosine—Cytosine, accessibles lors d’un déficit de protamination
(Talebi et al., 2008). Ainsi la fluorescence du noyau des spermatozoides marqués par la
CMAS3 permet de visualiser indirectement un déficit en protamination ou une dénaturation

de I’ADN spermatique. La littérature s’accorde sur I'existence d’un seuil de pathogénicité au-
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dela de 30% de spermatozoides dont I’ADN est marqué en cas d’infertilité (Sakkas et al.,
1996, 1998). Nijs et al., en 2009, suggérent que des tests de la fonction spermatique basés
sur la réactivité au CMA3 sont prédictifs des résultats de 'AMP.

Le test de coloration au bleu d’aniline acidifié permet aussi d’évaluer le degré de
condensation de la chromatine, et par extension, la maturité nucléaire. Cette technique est
fondée sur le fait que le bleu d’aniline colore la chromatine des spermatides rondes. La
coloration se fixe sélectivement sur les nucléoprotéines riches en lysines contenues en
abondance dans les histones et les protéines de transition (Terquem A., Dadoune JP, 1983;
Iranpour et al., 2000). Les protamines, riches en arginines et en cystéines, ne sont pas
colorées. Par conséquent, seuls les spermatozoides présentant un défaut de protamination
et/ou de condensation (immatures car n’ayant pas échangé la majorité de leurs histones
contre des protamines lors de la spermiogenése) sont colorés. C'est une technique de

coloration simple, ne nécessitant pas d’équipement spécifique (Roux et al., 2004).

b. Lafragmentation
La présence de cassures d’ADN dans le spermatozoide humain est aussi un indicateur d’une
maturation imparfaite de la chromatine lors de la spermatogenéese. De nombreuses études
mettent en évidence un lien entre fragmentation de ’ADN spermatique et infertilité (Sakkas
et al.,, 2003; Brugnon et al., 2006; Rex et al., 2017). Plusieurs phénomeénes lors de la
spermatogenese peuvent étre a I'origine d’un niveau de fragmentation anormale du noyau
paternel. Les cassures chromosomiques non réparées qui accompagnent le brassage
méiotique peuvent étre en cause, de méme qu’une mauvaise évacuation de cellules
germinales apoptotiques et/ou un niveau de cassures mécaniques (shearing) trop important
lors du remplacement des histones par les protamines en spermiogenése peuvent étre a
I'origine d’un niveau de fragmentation élevé des noyaux de spermatozoides. En outre,
I'inflammation, quelle que soit son origine (génétique, infectieuse, environnementale) et le
stress oxydant associé peut étre aussi a I'origine d’une fragmentation nucléaire spermatique
accrue. A I’heure actuelle, I’hypothese d’une origine multiple de la fragmentation de ’ADN
est retenue. Les mécanismes retenus sont notamment I'apoptose lors de la spermatogeneése,

I’oxydation et I'altération de la compaction de I’ADN (Muratori et al., 2006).
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FIGURE 21
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Des données suggérent que I’ADN spermatique fragmenté est pauvre en protamine (ou
montre un ratio P1/P2 altéré) et présente des signes d’immaturité nucléaire via une
altération de la compaction de I’ADN spermatique (Muratori et al., 2000; Torregrosa et al.,
2006). En effet, au cours de la spermatogenése 'ADN spermatique subit des cassures
controlées induites par l'activité de la topoisomérase IIf ou Topollf (Wang, 2002). Les
topoisomérases sont des protéines appartenant a la matrice nucléaire intervenant dans la
réplication, la transcription, la condensation ou la décondensation de la chromatine. Ces
cassures sont reconnues par des poly(ADP) ribose polymérases ou PARP (PARP1 et 2) qui
permettent la coordination de la décondensation de I’ADN et facilitent le remplacement des
histones (Meyer-Ficca et al., 2009, 2011). L'équipe de Redon et al.,, en 2002, a mis en
évidence un variant de I'histone H2A, spécifique des cassures de ’ADN, YH2A.X. Ainsi, dans
les spermatocytes, le variant YH2A.X est mis en place pour permettre la réparation des
cassures doubles brins de I’ADN aprés le remplacement des histones (Blanco-Rodriguez,
20009).

La fragmentation peut aussi étre induite par des attaques radicalaires engendrées tout
particulierement par le stress oxydant post-testiculaire (Aitken et al., 2012). En effet, une
corrélation positive entre la fragmentation de I’ADN et la production de ERO existe (Barroso
et al., 2000) notamment avec le métabolite principal de la dégradation de I’ADN par le stress
oxydant, la desoxyguanosine oxydée ou 8-OHdG (Aitken et al., 2009 ; Figure 21). A noter que
la fragmentation du noyau spermatique impliquant les ERO peut aussi survenir apres
I’éjaculation (Muratori et al., 2003) mettant en exergue I'impact que peuvent avoir a la fois
le tractus génital féminin en reproduction naturelle et les milieux et techniques de
manipulation/conservation des gamétes en AMP.

L'augmentation de la fragmentation peut de méme faire intervenir le phénomene
d’apoptose. En effet, on retrouve en cas d’anomalie du spermogramme des marqueurs
d’apoptose (Caspases, p53, FAS) et la présence de corps apoptotiques (M540) dans les
spermatozoides fragmentés (Marchiani et al., 2007). Cependant de faibles corrélations sont
retrouvées entre I'activité des caspases et la fragmentation de I’ADN spermatique (Weng et
al., 2002). C'est pourquoi le phénomene d’apoptose ne peut étre seul responsable d’'une

fragmentation de I’ADN spermatique.
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A ce jour, en France, les mesures de la compaction de la chromatine et de la fragmentation
de 'ADN des spermatozoides sont des techniques de qualification de ’ADN spermatique
référencées dans les laboratoires de spermiologie diagnostique mais peu réalisées en
pratique clinique courante. Différentes techniques peuvent étre utilisées pour détecter la
fragmentation de I’ADN spermatique. La méthode de référence en France pour la détection
in situ de la fragmentation du noyau spermatique est la technique TUNEL pour « Terminal
desoxy uridine nick end labelling ». Elle permet de mesurer les cassures simples et doubles
brins de I’ADN. Le principe est d’incorporer des nucléotides marqués par un fluorochrome
(dUTP : digoxigenin-Uridine triphosphate) au niveau des extrémités 3’ libres (simple ou
double brins) puis de mesurer leur intensité de fluorescence. Le test Comet ou Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE) est également une technique d’électrophorése simple et peu
onéreuse permettant de qualifier directement la fragmentation de ’'ADN spermatique. Les
spermatozoides inclus dans une mince couche de gel d’agarose sur lame de microscope sont
lysés, exposés a un courant électrique, puis colorés avec un fluorochrome spécifique de
I’ADN. Les cassures de I’ADN liberent les super-tours de la chromatine et permettent la
migration de I’ADN vers I'anode. La coloration révele une distribution dans le gel rappelant
I'aspect d’une poussiere d’étoile, d’ou le nom de comete. L'intensité de la fluorescence et la
longueur de la queue de la comete sont corrélées au niveau de fragmentation. Des
parameétres supplémentaires tels que le diametre du noyau, la queue d'olive et la longueur
de la comete sont utilisés pour améliorer |'efficacité diagnostic du test (Singh et al., 1988). Le
test SCSA (Sperm Chromatine Structure Assay) met en évidence simultanément un index de
fragmentation de I’ADN spermatique (DFI pour DNA fragmentation index) détectant un ADN
monocaténaire et le pourcentage de spermatozoide dont la chromatine est non condensée
(HDS pour High DNA stainability; Evenson, 2017). Ce test est réalisé grace a une coloration
par I'acridine orange en milieu acide ou via une dénaturation par la chaleur qui révéele les
cassures de I’ADN (Erenpreiss et al., 2006). L'évaluation de la fragmentation de I'ADN
spermatique par SCSA est largement utilisée dans la littérature scientifique (Giwercman et
al., 2010; Cissen et al., 2016; Simon et al., 2017). Certains auteurs ont défini un seuil de DFI
en lien avec le délai nécessaire pour concevoir (DNC) et propose une prise en charge en
AMP. En effet, lorsque le DFI est supérieur a 20%, le DNC augmente (Bungum et al., 2007). |l

est préconisé un recours a des inséminations intra-utérines quand le DFl est supérieur a
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25% ; a la fécondation in vitro avec micro-injection quand le DFI est supérieur a 30%. Enfin,
en cas de DFI supérieur a 40%, les chances de grossesse sont faibles et associées a un risque
de fausse couche spontané élevé (Evenson, 2017).

Il existe de nombreuses études qui ont essayé d’établir une valeur référence pour le test
TUNEL (Selvam and Agarwal, 2018). Avec une spécificité de 89 %, une sensibilité de 96,9% et
une valeur prédictive de 92,8 %, I'équipe de Sergerie et al. (2005) a analysé 66 patients
infertiles, mettant en évidence une valeur-seuil de 20% de spermatozoides positifs. Dans une
autre étude prospective portant sur 1633 patients, il est estimé qu’un tiers des patients
suivis en AMP pour infertilité présente un taux de fragmentation supérieur ou égal a 30 %
distinguant les hommes infertiles 29,5 + 18,7% vs fertiles 11,9 + 6,8% (Sharma et al., 2010).
Enfin, cette méme équipe, en 2016, a établi une nouvelle valeur de référence du taux de
fragmentation de I’ADN spermatique par TUNEL grace au kit APO-DIRECT (BD Pharmingen) a
16,8% de spermatozoides positifs chez les patients infertiles avec une spécificité a 91.6% et
une valeur prédictive positive de 91,4%. Par une méta-analyse, Santi et al., en 2018, valident
le fait que la fragmentation de I’ADN spermatique est significativement plus importante chez
les patients infertiles vs les patients fertiles, quelle que soit la méthode de détection utilisée
(Santi et al., 2018).

Menezo et al., en 2017, ont proposé une nouvelle approche de I'évaluation de la structure
de I’ADN spermatique en combinant I'index de fragmentation de I’ADN spermatique (DFI) et
I'index de décondensation spermatique (SDI). Elle aiderait ainsi a la prise en charge
diagnostique par la mise en évidence de nouveaux seuils prenant en compte a la fois le DFI
et le SDI. lls proposent pour un DFl et SDI au-dela de 25% une évaluation des risques
environnementaux encourus par le patient et une supplémentation nutritionnelle.

Il est clairement démontré que le pourcentage de fragmentation de I’ADN spermatique est
corrélé négativement a la qualité embryonnaire (Sakkas et al., 1998; Morris et al., 2002) et
au taux d’obtention de blastocystes (Janny and Menezo, 1994; Virant-Klun et al., 2002; Nasr-
Esfahani et al., 2005; Muriel et al., 2006; Benchaib et al., 2007). Ainsi, un taux élevé de
spermatozoides fragmentés est généralement associé a un faible taux de grossesse en AMP,
voire une augmentation des taux de fausses couches spontanées (Zini and Sigman, 2009).
Une évaluation de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides est réalisée le plus souvent

en France apres plusieurs échecs de fécondation ou lors de I'obtention d’embryons de
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FIGURE 22
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Classification et marquage de la 5-méthylcytosine des spermatozoides

Classification Cassuto Barak pour les spermatozoides mobiles (Fertil Steril 2009) :
a- Spermatozoide «a score élevé» Score 6 a fort grossissement (6100x).
b- Spermatozoide «a faible score» Score 0 a fort grossissement (6100x).

Les spermatozoides présentant un marquage vert indiquent un niveau détectable de
méthylation de I'ADN. Fusionnez Dapi (bleu) et FITC (vert).

c- Détection de la 5-méthylcytosine dans les spermatozoides S6 (100x).

d- Détection de la 5-méthylcytosine dans les spermatozoides SO (100x).

(Cassuto N et al. 2016)



mauvaise qualité en AMP ou encore dans le cas de fausses couches précoces a répétition.
Méme s’il a été démontré que la fragmentation de I’ADN des spermatozoides conduit
clairement a une réduction de la fertilité masculine (Kodama et al., 1997; Henkel et al.,
2004), lorsqu’elle est évaluée en clinique, son interprétation pose probléme en termes de

seuil de pathogénicité et d'impact réel sur les chances de grossesse.

¢. Anomalies de la méthylation de ’ADN spermatique

La méthylation de I’ADN, une des marques épigénétiques majeures, est réalisée sur le
carbone 5 de la cytosine par des ADN méthyltransférases (DNMT). Comme je I'ai déja
introduit précédemment, cette méthylation est réalisée des la spermatogenése puis se
poursuit dans le tractus épididymaire (Narayan and Raman, 1995; Marques et al., 2011). Les
dinucléotides Cytosine Guanosine (CpG) situés dans les régions régulatrices des génes sont
majoritairement méthylés. L'expression d’un géne ainsi que sa transcription sont possibles
lorsque la chromatine est décompactée (euchromatine) en cas d’hypométhylation. A
I'inverse, I’hyperméthylation compacte la chromatine et empéche la transcription.

De nombreux travaux montrent des résultats contradictoires en cas d’altération du niveau
de méthylation du noyau spermatique associé aux caractéristiques spermatiques, a la fois
liés a une altération (Marques et al., 2004; Boissonnas et al., 2010; Montjean et al., 2015) ou
non du spermogramme (Benchaib et al., 2006). Certains auteurs ont mis en évidence qu’une
méthylation globalement faible, suggérant une spermatogenese défectueuse, était
défavorable a I'obtention de grossesse, alors qu’une méthylation importante était plus
favorable (Doerksen and Trasler, 1996; Benchaib et al., 2006). Kobayashi et al., en 2009, a
montré que 21.8% des embryons étudiés dans le cadre d’une AMP présentaient des
anomalies de méthylation de I’ADN. Bien que ces anomalies puissent étre augmentées par
les procédures d’AMP elles-mémes, Kobayashi retrouve des anomalies d’hypométhylation a
la fois dans les spermatozoides et 'embryon suggérant ainsi une transmission paternelle de
cette hypométhylation (Kagami et al., 2007; Kobayashi et al., 2017). De plus, I'équipe de
Benchaib et al., en 2005 a mis en évidence une relation inverse entre le niveau global de
méthylation et les index de condensation de la chromatine et de fragmentation de I’ADN
spermatique. Actuellement, aucun consensus n’a été trouvé concernant le niveau de

méthylation et les conséquences sur les caractéristiques spermatiques.
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FIGURE 23

s cAMP rrK 4 Grb2 NE
Akt JP-Akt
PKA substrates + + substrates
15 PKA Sos NOs P70, p80, p97
* * pl10, p140
Ve
. as
p80 and p105 PKC
= 30
s Raf Raf
-
E i {
= d
s P-MEK-like BIEK
qE" proteins *
= j 60 p55. p94, pl15 Proteine it e P80 and p105
P-Thr-Glu-Tyr-P motif pl7-p33
l 5 minutes
Tyr
PTK l
80 and p105 fibrous sheath
p37, p42, p47
Triton-soluble proteins
CAPACITATION

Activation des spermatozoides:
Réle des espéces réactives de I'oxygéne et des kinases

Le schéma résume les événements de phosphorylation associés a Ia
capacitation du sperme humain et I'hypothése sur les interférences possibles et
les interactions entre les voies de transduction impliquées dans la capacitation
du sperme humain via la modulation par les ROS et les kinases. Le déroulement
temporel de ces événements est donné a gauche et les protéines phosphorylées
sont appelées par leur masse moléculaire.

(De Lamirande & O’Flaherty, 2008)



Des anomalies de méthylation de I'ADN peuvent étre impliquées dans la survenue de
maladies telles que le syndrome d’Angelman (Ludwig et al., 2005) et le syndrome de
Beckwith-Wiedemann (Hiura et al., 2012).

L'immunodétection du 5-méthylecytosine (5-mC) permet d’évaluer le niveau de méthylation
de I’ADN spermatique. Récemment, Cassuto et al., en 2016, a mis en évidence une relation
entre le niveau de méthylation spermatique et la morphologie des spermatozoides par

microscopie a fort grossissement (Figure 22).

d. Anomalies de I'oxydation de I’ADN spermatique

Les espéces réactives de |'oxygene (ERO) sont des sous-produits toxiques de la respiration
cellulaire (en particulier des chaines de transporteurs d’électrons et de certaines activités
enzymatiques). Leur production peut étre médiée par I'action d’agents exogénes, tels que
les radiations ionisantes, les métaux lourds ou certains produits chimiques, que je
développerai en détail plus tard dans ce travail. Ces ERO jouent un role physiologique
indispensable au dialogue intracellulaire, a la protection immunitaire, au maintien de
I’'hnoméostasie en dioxygene et a la régulation de I'apoptose. Selon leur réactivité et leur
capacité a traverser les membranes biologiques, elles vont pouvoir agir a plus ou moins
grande distance de leur lieu de synthése dans différents processus physiologiques. Comme
déja évoqué précédemment, les ERO a concentrations modérées, ont un réle majeur dans la
maturation testiculaire et post-testiculaire des spermatozoides (Agarwal and Allamaneni,
2004; Drevet, 2006; Noblanc et al., 2014).

En effet, en plus de leur action sur la compaction de la chromatine, les ERO interviennent sur
I’épigénome par I'oxydation des acides nucléiques, dans I'acquisition de la mobilité, dans les
différents processus de fécondation notamment de la capacitation, de la réaction
acrosomique par l'oxydation notamment de protéines et de lipides cellulaires et
membranaires et I'activation des cascades de signalisation (Drevet, 2006; De Lamirande and

O’Flaherty, 2008; Pons-Rejraji et al., 2009; Noblanc et al., 2012 ; Figure 23).

Au niveau cellulaire, il existe différentes ERO, comprenant notamment les radicaux libres,
qui possédent un électron non apparié et les dérivés actifs de I'oxygéne (DAQO). Parmi les

radicaux libres on distingue les radicaux primaires, qui dérivent directement de I'oxygene,
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FIGURE 24
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par des réductions a un électron et les radicaux secondaires, qui résultent de I'action des
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule. Les principaux radicaux
primaires sont I'anion superoxyde 0O,°-, le radical hydroxyle OH®, et le monoxyde d’azote
NO°. Les plus réactives d'entre elles sont principalement le radical hydroxyle OH®, et les
radicaux peroxyle ROO°®, qui sont des radicaux secondaires provenant de I'oxydation de
substrats organiques (Cadet et al., 2008). En effet, 'anion superoxyde O°- est peu réactif car
rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogéne soit spontanément soit par I'action d’une
superoxyde dismutase (SOD). Les DAO tels que le peroxyde d’hydrogene H.0,, I'oxygéne
singulet 0, et le peroxynitrite ONOO-, peuvent étre des précurseurs de radicaux. Le
peroxyde d’hydrogene, intermédiaire stable est capable de traverser les membranes
lipidiques et de générer des radicaux hydroxyles grace notamment a la réaction de Fenton.
Au cours de cette réaction d’oxydation avancée, le peroxyde d’hydrogéne oxyde le fer
ferreux selon la réaction Fe?* (aq) + H20; -> Fe3* (aq) + OH (aq) + OH. Ainsi, le radical hydroxyle
OH°®, deuxieme oxydant le plus puissant présent dans la nature apres le fluor est obtenu. Il
est particulierement toxique induisant la cascade de peroxydation des lipides et I'oxydation

des protéines, des sucres et de ’ADN (Figure 24A).

La haute réactivité des ERO peut aussi les rendre nocifs. Leur accumulation en grand
nombre, ou un défaut en agents antioxydants, est a I'origine d'une situation pathologique
appelée « stress oxydant » (Migdal and Serres, 2011 ; Figure 24B). Il s’agit d’une rupture de
I’équilibre entre les pro-oxydants et les systemes de défense antioxydants a I'origine de
modifications chimiques sur tous les constituants organiques qui ont potentiellement des
conséquences dommageables pour toute cellule aérobie (Cooke et al., 2003). En situation de
stress oxydant, les impacts cellulaires sur le spermatozoide sont multiples (membranaires,

cytosoliques et nucléaires) induisant une altération globale de la fonctionnalité des gametes.

Lors de la spermiogeneése, la chromatine spermatique extrémement compactée permet aux
spermatozoides d’étre particulierement résistants aux dommages a I’ADN. Toutefois, dans
certains cas oU la compaction est médiocre et la protamination incomplete, I'ADN

spermatique est plus vulnérable au stress oxydant. Une oxydation exacerbée de I’ADN peut
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induire des cassures, une décondensation anormale de la chromatine, voire une activation
des mécanismes d’apoptose qui peuvent conduire in fine a une fragmentation de I’ADN.

Différents types de dommages oxydants de I’ADN sont connus a ce jour : les bases oxydées,
les sites abasiques, les pontages intra-brin et inter-brins, les cassures simples ou doubles
brins et les pontages ADN-protéines. Les bases azotées peuvent étre modifiées, des liaisons
covalentes inter/intra-brins ou avec les protéines chromatiniennes peuvent se mettre en
place et des cassures de ’ADN peuvent survenir (Jena, 2012). Les ERO agissent en arrachant
un atome d’hydrogéne a une base, formant un radical qui pourra réagir en cascade et en
fonction de I'environnement chimique, jusqu'a former une molécule stable. La guanine du
fait de son faible potentiel d’oxydo-réduction est la cible principale de I'oxydation. Le
carbone C8 du radical G est particulierement favorable aux additions nucléophiles. Le radical
cation de la guanine (G) peut étre impliqué dans 2 types de réactions : des additions
nucléophiles et des réactions de déprotonation. Parmi les différentes réactions actuellement
décrites, la plus étudiée est celle correspondant a la formation de la 8-oxo-7,8-
dihydroguanine. Celle-ci se produit suite a I'addition nucléophile d’'une molécule d’eau en C8
du radical cation de la guanine, ce qui conduit au radical 8-hydroxy-7,8-dihydroguanyl. Cette
hydratation est suivie d'une seconde étape d’oxydation pour former la 8-oxo-7,8-
dihydroguanine (8-oxoGua). Le radical 8-hydroxy-7,8-dihydroguanyl peut également étre
réduit, ce qui provoque une ouverture du cycle imidazole, formant ainsi la FapyGua ou 2,6-
diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (Cadet et al., 2008 ; Figure 25). Cependant,
méme si le résidu guanine est le plus sensible a I'oxydation, il est important de noter que

toutes les bases de ’ADN peuvent étre oxydées.

Les acides aminés possedent une susceptibilité différente vis-a-vis des ERO. Des cassures
simples et doubles brins de I’ADN résultants de I'action des ERO ont été observées dans les
spermatozoides testiculaires et épididymaires. Les plus réactifs sont I’histidine, la proline, le
tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque radicalaire oxydante d’un acide aminé
a pour conséquence l'apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bityrosine intra- et inter-chaines. La plupart de ces dommages sont
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non

reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines
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FIGURE 26
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A. Oxydation des fonctions thiols de la cystéine. Les résidus cystéines peuvent étre oxydés
en acide sulfénique (R-SOH), puis en acide sulfinique (R-SO2H) et sulfonique (R-SO3H).
Alors que les acides sulfiniques et sulfoniques sont stables et que leur oxydation est
irréversible, la formation d’acide sulfénique est réversible sous I'action du glutathion et/ou
de la thiorédoxine.

B. Oxydation de la chaine polypeptidique.

1. Loxydation est initiée par le radical hydroxyle qui enléve un atome d’hydrogene sur le
carbone alpha d’une liaison peptidique en donnant naissance a un radical centré sur le
carbone. En I'absence d’oxygéne, deux radicaux centrés sur le carbone peuvent réagir
ensemble pour former des liaisons croisées intra ou interchaines.

2. En présence d’oxygene, une réaction d’addition a lieu pour former un radical peroxyle.

3. Apres une série de réactions complétes, un radical alkoxyle est formé, étape nécessaire
a la fragmentation de la chaine polypeptidique (d’apres Berlett BS et al. 1997)



protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les
cellules et dans le compartiment extracellulaire (Aitken, 2017). Les protéines cibles des
oxydations réversibles des cystéines sont les phosphatases qui sont inactivées ; les kinases et
les protéases pouvant étre activées ou inactivées. Par exemple, les caspases sont inhibées
par I'H,0, et les métalloprotéinases sont activées par H,O, (Figure 26). Ces réactions
d'oxydation sont fréquemment influencées par les cations métalliques comme le Cu?* et le
Fe?*. On retrouve tout d’abord des cassures de liaison peptidiques avec une modification de
la chaine protéique. Ensuite, des modifications des peptides par I'addition de produits issus
de la peroxydation des lipides peuvent étre rencontrées. Ainsi ces modifications structurales

des protéines ont des conséquences majeures.

Les ERO peuvent agir sur d’autres constituants du noyau et de la cellule. Les effets déléteres
d’un exces de ERO sur les membranes plasmiques, acrosomique et sur I’enveloppe nucléaire
spermatique sont fréquents et ont des conséquences sur le pouvoir fécondant des
spermatozoides. La peroxydation des lipides et |'oxydation des protéines rigidifient la
membrane plasmique, déstabilise la membrane acrosomique et meénent a une perte de la
mobilité spermatique.

Les premieres cibles membranaires des ERO sont les acides gras poly-insaturés (AGPI)
extrémement présents dans les membranes spermatiques. Leur présence est responsable de
la fluidité membranaire. Le stress oxydant provoque une cascade de réactions chimiques
aboutissant a la peroxydation des lipides. Dans le sperme, elle peut entrainer pres de 60% de
destruction des AGPI, d’ou une altération des propriétés membranaires des spermatozoides.
Sur les lipides membranaires, le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur
les carbones situés entre deux doubles liaisons des AGPI. Le radical lipidique réagit avec une
molécule d’oxygene pour former un radical peroxyle (ROOe), suffisamment réactif pour
arracher un H* a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction. Il en résulte une altération de
la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Les peroxydes
générés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou continueront a s’oxyder et a se
fragmenter en aldéhydes (Malondialdéhyde = MDA, 4-hydroxynonénal = 4-HNE).
Auparavant, aucun consensus n’était établi concernant la technique de détection de

I'oxydation de I'ADN spermatique. Jusqu’a ce jour, aucun marqueur biologique validé
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permettant d’évaluer le degré d’oxydation nucléaire des spermatozoides humains n’était
réalisable. Les dosages de peroxydation des lipides (MDA ou BODIPY), d’oxydation globale
(Total antioxydant capacity ou TAC) ont été développés sans consensus obtenu. Récemment,
une équipe propose la mesure du potentiel d’oxydo-réduction dans le liquide séminal par la
technique MiOXSYS comme aide au diagnostic du stress oxydant (Agarwal et al., 2017). La
premiere détection du 8-OHdG, marqueur le plus précoce de |'oxydation nucléaire, a été
réalisée par HPLC (high-performance liquid chromatography) par Ni et al. et Shen et al. en
1997, rapidement abandonnés du fait de 'oxydation spontanée induite par la technique
(Kasai, 2002; Kao et al., 2008). Depuis 2002, des kits permettent la détection du 8-OHdG (kit
OxyDNA Test®). Devant I'absence de consensus de ces tests, et face a un besoin diagnostic,
notre équipe de recherche a mis au point I'immunodétection du 8-OHdG sur un modele

murin (Noblanc et al., 2013).

Trente a 60% des patients infertiles présenteraient une oxydation de I’ADN spermatique
(Aitken and Baker, 2013; Aitken et al., 2014). L'oxydation est la cause majeure de la
fragmentation de I’ADN du spermatozoide (Tremellen, 2008; Brugnon et al., 2013; Aitken et
al., 2014) avec une corrélation positive entre le taux de spermatozoides oxydés et I'index de
fragmentation de I’ADN spermatique (Fraga et al., 1991; Kodama et al., 1997; Bisht and
Dada, 2017). Les mutations issues d’un état de stress oxydant, altérent non seulement
I'intégrité et la fidélité de l'information génétique du zygote, mais peuvent également
compromettre le développement embryonnaire préimplantatoire, le développement feetal
et augmenter le risque de fausses couches (Aitken et al., 2014). Enfin, il est démontré que le
taux d’oxydation spermatique était corrélé positivement au degré de fragmentation
embryonnaire et négativement au taux d’obtention de blastocystes (Meseguer et al., 2008).
Il est a noter que les dommages a I’ADN dus au stress oxydant peuvent se produire a la fois
sur ’ADN nucléaire et sur ’ADN mitochondrial. L'ADN nucléaire étant d’ailleurs moins
sensible aux lésions induites par le peroxyde d’hydrogéne que I’ADN mitochondrial,

probablement du fait de sa condensation extréme par les protamines (Sawyer et al., 2003).
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FIGURE 27
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lll. Les systéemes de réparation des dommages nucléaires spermatiques

Les anomalies de I’ADN spermatique peuvent étre réparées, corrigées en fonction du degré
d’atteinte. En effet, 'oxydation est une des altérations majeures, elle peut étre précurseur
ou concomitante a la décondensation ou la fragmentation de I’ADN spermatique. Les
spermatozoides ont une faible activité transcriptionnelle et un volume cytoplasmique limité.
Ils sont dans l'incapacité de répondre a un stress oxydant en produisant de novo des
antioxydants ou en réparant le matériel cellulaire altéré. Bien que des antioxydants soient
présents dans le spermatozoide, le liquide séminal est la meilleure protection des gametes
contre les ERO. En cas de protection insuffisante, il existe des mécanismes de réparation

spermatique et si besoin un relai ovocytaire.

n.1. Les antioxydants (AO)

Certains antioxydants (AO) sont présents dans les spermatozoides (intrinséques), mais le
liqguide séminal est la meilleure protection des gamétes contre les ERO (extrinseques). Les
AO agissent en interrompant les réactions en chaine aboutissant a la production des ERO. lls
peuvent étre divisés en deux groupes en fonction de leur mode d’action : les AO préventifs
sont des métaux lourds chélateurs et les protéines de liaison telles que la lactoferrine et la
transferrine, qui préviennent la formation des ERO. Les AO détoxifiants, tels que les
vitamines C et E, qui suppriment les ERO déja formés. Il existe de nombreux travaux évaluant
I'efficacité de ces AO. Cependant aucun consensus n’a été établi du fait de I’"hétérogénéité
des études concernant les effectifs et les étiologies des patients, des dosages, de la durée et

de la nature des AO (Gharagozloo and Aitken, 2011; Aitken et al., 2016).

a. AO Enzymatiques
On retrouve plusieurs familles enzymatiques présentes dans le tractus génital masculin, le
liguide séminal et les spermatozoides. Les principales enzymes antioxydantes directement
impliquées dans la neutralisation des ERO sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase

(CAT), la glutathion peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GRx). C’'est un systéme de
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FIGURE 28
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défense primaire, préventif, agissant en limitant la production de ERO par limitation de la

phase d’initiation des réactions d’oxydation (Favier A, 2003 ; Figure 27).

Les superoxydes dismutases (SOD), de la famille des métalloprotéines, protégent
I’organisme de I'action des anions superoxydes. Elles accélérent la dismutation des 02~ en
H,0; et en Oy, prévenant ainsi la peroxydation lipidique et améliorant la mobilité. Il existe
des corrélations directes ente le maintien de la mobilité des spermatozoides et leur activité
SOD (Alvarez et al., 1987).

Les glutathions peroxydases (GPX) sont les principaux agents réducteurs de I'organisme. lls
agissent comme AO détoxifiant dans le testicule et I'épididyme. Cette enzyme séléno-
dépendante participe au recyclage du glutathion et réduit la peroxydation lipidique. Le GPx
agit en synergie avec la SOD puisque son role est d’accélérer la dismutation de H,0; en H,;0
et O.. Lors de cette réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en
glutathion-disulfure (GSSG). La glutathion réductase quant a elle a pour réle de régénérer les
SH a partir de GSSG grace a la NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons. En effet, la
concentration cellulaire de glutathion étant limitée; il est nécessaire de le réduire
constamment pour que la GPx maintienne sa fonction. Leur action sur la membrane du
spermatozoide, en réduisant I'H,0,, confere une protection des lipides préservant ainsi la
vitalité et la mobilité spermatique. Le glutathion est le principal protecteur endogene contre
les dégats liés aux radicaux libres et maintient les AO exogénes dans leur forme réduite.
Combiné a un apport de vitamine C et E, on observe une augmentation de la numération de
et une diminution de la fragmentation de I’ADN spermatique (Agarwal and Allamaneni,
2004; Ménézo et al.,, 2007). Linhibition spécifique des GPX in vitro induit une forte
peroxydation lipidique des spermatozoides, suggérant ainsi un réle essentiel de cette famille
(Drevet, 2006).

Les peroxyredoxines sont six enzymes antioxydantes capables de réduire des peroxydes tels
que I'H;0,, les lipides hydroperoxydés et I'ONOO™ présentent dans le spermatozoide et le
liguide séminal (Rhee and Woo, 2011). Les peroxyredoxines 1 et 6 ont été retrouvées
diminuées et hautement oxydées dans les spermatozoides de patients infertiles (Fernandez

and O’Flaherty, 2018). Ces mémes auteurs ont démontré le ro6le essentiel de la
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Tableau 1

Les antioxydants
métaboliques

Tableau 2

Les antioxydants
nutritifs

AO
METABOLIQUES

Réduit le peroxyde d'hydrogéne etfou des peroxydes

Références

organiques grace a la réaction catalysée par la GPx Tietal
Glutathion réduit Réduir_e les ra_dic_aux formes p:ar I'Q:(_ytflaticn des vitamines C et 1992
(GSH) E, abaissant ainsi la peroxydation lipidique Agarwal A
Le rapport glutathion réduit/oxydé : marqueur du stress | andSekhon
oxydant (plus I'H,0, est présent, plus le glutathion réduit est LH, 2010.
consomme et le glutathion oxydé augmenté)
Transporte les électrons au niveau de la chaine mitochondriale Lewin A,
Réle d’apport énergétique pour la piéce intermédiaire Lavon H
Coenzyme Q10 Stabilise les lipoprotéines de la membrane cellulaire 19973
Balercia et
al. 2009
Fournissant d'énergie spermatigue : mobilité et la maturation
¢ spermatique. Sigmanet al.
Carniti ! " i 3
arnitine Inhibe la peroxydation des lipides et protéege I'ADN 2006
spermatique et les membranes de |'atteinte oxydative.
Cofacteur du GPX intracellulaire et augmentent la quantité de Safarinejad
GPX synthétisées and
Cystéines La  M-acetyl-cystéine agit par deux mécanismes | Safarinejad,
complémentaires : stimule la quantité d'agents réducteurs | 2009; Ciftci
produits et met les spermatozoides a I'abri des radicaux libres. et al. 2009
Vitamines du groupe B, hydrosolubles
. . . ; . . Tremellen et
Acide folique Important dans la synthese de I'ADN et les fonctions cellulaires al. 2007
en participant a la production de pyrimidine et de purine i
Antioxydant avec des effets sur l'intégrité et la fonctionnalité
de la membrane plasmique Holmes RP et
Présente naturellement en concentration élevée dans le f_“' 19_92;
Hypotaurine sperme et le tractus génital des mammiféres h.l';::::o\"
Agit in vive comme piegeur des radicaux hydroxyles, 1995+ yun'“
protégeant ainsi les lipides de la membrane plasmigue at al_‘2013

Son oxydation résulte en la formation de la taurine

AO NUTRITIFS

AO qui agit sur la membrane du spermatozoide en neutralisant
I'H,0, et en dégradant les radicaux libres

Références

Arréte la chaine de propagation de la lipopéroxydation. Suleiman et
vitamine E ou Les tocophérols inhibent les oxydations induites par I'oxygéne al. 1996;
a-tocophérol singulet, Omu et al.
L' a-tocophérol peut neutraliser 40 & 120 molécules d'oxygéne 2008
avant d'étre détruit. Cette activité est 50 X moindre vs celle des
caroténoides
La plus importante des vitamines hydrosolubles
Cofacteur essentiel des réactions d'hydroxylation
Réagit avec OH-, O,- et H,0, dans le fluide extracellulaire comme Galatioto et
donneur d'électrons al,
ViamineCau Permet également la régénération de la vitamine E & linterface 2008;
acide ascorbique
membrane/cytosol Tremellen et
Protége les membranes de I'attaque peroxydative en piégeant les al., 2007
radicaux peroxyles ROO°, avant qu'ils puissent initier les
peroxydations
Puisant AO
Pigments naturels variant du jaune-orangé au rouge-violet a I'état
libre 10% des caroténoides sont capables d'étre converti en
vitamine A, notamment |'alpha-caroténe et le béta-caroténe
La vitamine A est une vitamine liposoluble, dans I'organisme sous | Galatiotoet
Caroténoides forme de rétinol, de rétinal, d'acide rétinoique et de rétinyl- al. 2008 ;
phosphate. Ménf;;:t a.
Capables de prévenir et d'interrompre la peroxydation en
neutralisant I'oxygene singulet et les radicaux libres.
Les capacités AO different selon la structure moléculaire, la pression
d'oxygene et la présence concomitante d'autres nutriments AQ
Famille des polyphénols
Stabilisent les radicaux peroxydes tout en désactivant les DAD.
Flavonoides Peuvent aussi chélater les métaux et inhiber la lipoxygénase :ermnndade
Le polyphénol (AOH) céde un atome d'hydrogéne aux radicaux libres etal. 2012
Sa forme oxydée (AD") est ensuite stabilisée par dimérisation.
Micronutriment | L& zinc essentiel pour la condensation de la chromatine Wang
s tels que le zin, | SPermatique, la réaction acrosomique et la stabilisation de la | etal 2002;
le fer, le chromatine Safarinejad
sélénium et le Permet la stabilisation de la structure membranaire, participe a la and
cuivre structure et la fonction de la superoxyde dismutase Safarinejad,

2009




peroxyrédoxine 6 dans la vitalité et le maintien de I'intégrité de ’ADN spermatique face aux
dommages oxydants.

Enfin, les catalases agissent en facilitant la décomposition de H.0; en H,0 et en O3 (Jeulin et
al., 1989). Des travaux récents ont mis en évidence une relation entre la tératozoospermie,
les enzymes antioxydantes du liquide séminal et les dommages a ’ADN (Ammar et al., 2019).

Les réactions catalysées par les principaux AO enzymatiques sont illustrées dans la figure 28.

b. AO Non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont également divisés en antioxydants intrinséques,
notamment métaboliques et antioxydants extrinséques, notamment nutritifs. Dans les AO
métaboliques on retrouve notamment l|'acide lipoide, le glutathion, la L-ariginine, le
coenzyme Q10, la mélatonine, I'acide urique, la bilirubine, les protéines chélatantes des
métaux et la transferrine. Par exemple, I'arginine, essentielle a la mobilité spermatique, a la
capacitation et a la réaction acrosomique, est impliquée dans la réponse inflammatoire via la
synthése de monoxyde d’azote. Les antioxydants nutritifs, sont des composés qui ne
peuvent pas étre produits dans le corps mais doivent étre fourni par le biais d'aliments ou de
suppléments, comme les vitamines E et C, les caroténoides, les métaux (sélénium,
manganese, zinc) et les flavonoides. Les tableaux 1 et 2 synthétisent les principaux AO non
enzymatiques intervenant dans la reproduction humaine.

Ces AO constituent un systéme de défense car ces molécules agissent comme « chain-
breaking », c'est-a-dire qu’elles bloquent les réactions de propagations d’oxydation,
permettant ainsi d’éviter le passage de formes peu réactives (tel I'O;7) a trés réactives (tel

que OH®).

Dans le liquide séminal on retrouve ces systemes AO non enzymatiques, de diverses natures,
incluant des vitamines (C et E), des acides aminés (taurine et hypotaurine), des protéines et
peptides (albumine), des caroténoides, des flavonoides, des métaux lourds de transition
(zinc et manganése), du sélénium et de la carnitine. Leur activité est significativement
diminuée dans le liguide séminal d’hommes infertiles, reflétant un réle majeur dans la

protection des spermatozoides (Lewis et al., 1997; Song et al., 2006; Tremellen, 2008).
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FIGURE 29
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l.2. Mécanismes intrinséques de réparation des dommages a I’ADN spermatique

a. Mécanismes de réparation du spermatozoide
Un des marqueurs principaux du stress oxydant nucléaire est la production de bases

guanosine oxydées appelées 8-OHdG (8-oxo-7,8-dihydro-2’guanosine).

BER : Base excision repair

Les bases oxydées sont généralement réparées par le systéeme BER. Les résidus oxydés sont
fortement déléteres a l'intégrité de I’ADN des spermatozoides. Une dysfonction de ce
systéme entraine une absence de réparation de la base oxydée pouvant mener a la
décondensation et/ou la fragmentation de ’ADN spermatique. Ce systeme de réparation
coupe spécifiquement (hydrolyse) la base anormale et la remplace par une base normale. Ce
systeme peut assurer les réparations par excision de mutations endogenes concernant
jusqu’a 4 nucléotides. L’ADN glycosylase coupe la liaison N-glycosidique entre la base
anormale et le désoxyribose. Il y a uniquement extraction de la base sans coupure de la
liaison phosphodiester. Ensuite, une endonucléase 3’-5’ coupe la liaison phosphodiester
adjacente. L’ADN polymérase béta enléve le site et synthétise le morceau d’ADN manquant.
Enfin, le phénomene de ligation permet de retrouver un ADN normalement constitué grace
a une ADN-ligase qui remet en place la liaison phosphodiester manquante. Chez I'Homme, il
existe actuellement 11 ADN glycosylases connues (Jacobs and Schar, 2012 ; Figure 29). Le 8-
OHdG est principalement réparé par I'ADN glycosylase, OGG1. Les autres éléments du
systeme BER ne sont pas exprimés dans le spermatozoide humain, notamment la protéine
AP1 nécessaire a la synthese d’extrémités 3'-OH, il est donc impossible pour le
spermatozoide d’insérer un nouveau nucléotide en lieu et place d’'un 8-OHdG (Hoeijmakers,
2001; Pourquier and Robert, 2011; Smith et al., 2013 ; Figure 30). Cela implique que toute
formation de résidus 8-OHdG dans I’ADN du spermatozoide humain doit étre corrigée par

I’ovocyte au moment de la fécondation ou avant la phase de réplication du zygote.

NER : Nucleotide excision repair (Global genome repair GGR)
En plus du systéeme BER qui possede des enzymes spécifiques pour reconnaitre les Iésions de

I’ADN, le systeme NER (Réparation par excision de nucléotides) permet de reconnaitre et de
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A- Réparation par excision de base (BER) dans les cellules somatiques

La base endommagée (X) est éliminée par une ADN glycosylase spécifique et 'ADN est
incisé par I'endonucléase APE1 au niveau du site abasique formé. Les protéines XRCC1
et PARP1 interviennent alors et recrutent une polynucléotide kinase qui phosphoryle
I'extrémité 5-OH et déphosphoryle I'extrémité 3-P au niveau de la coupure. Cette étape
est indispensable pour la restauration de la liaison phosphodiester par I'’ADN
polymérase. La base manquante est simplement remplacée par 'ADN polymérase et la
ligation est réalisée par 'ADN ligase 3.

B- Systéeme d’excision de base (BER) dans les spermatozoides

La protéine AP1 du systeme BER, nécessaire a la synthése d’extrémités 3'-OH, n’étant
pas exprimés dans le spermatozoide humain il est impossible pour le spermatozoide
d’insérer un nouveau nucléotide et donc d’éliminer la base endommagée.

(D’aprés Pourquier et Robert, 2011)



réparer par excision les lésions volumineuses qui déforment structurellement la double
hélice. D’apres (Stringer et al., 2018), les systemes de réparations BER et NER sont
complémentaires en particulier pour la réparation des dommages oxydants de I'ADN. NER
répare préférentiellement les Iésions dues aux ultraviolets et aux chimiothérapies comme la
Cisplatine. Il y a reconnaissance et ouverture de I'hélice formant une « bulle d’ADN »
dénaturée. Puis il y a incision de l'oligonucléotide contenant la lésion, resynthése de la
portion excisée et ligation pour le rétablissement de la continuité du brin (Scharer, 2003).
C'est une voie complexe impliquant la présence de 30 protéines. La nucléase d’excision
humaine enléve au niveau de I'erreur toute ou partie d’une série de nucléotides encadrant
cette erreur. Aprés excision des deux cotés de la Iésion, des oligos de 24-32 nucléotides sont
enlevés. Puis les DNA polymérases delta et epsilon réalisent les réparations. NER « global »

intervient sur I’ADN génomique indépendamment de la transcription (Nouspikel, 2009).

Expression des enzymes antioxydantes

Il est observé chez les patients infertiles un polymorphisme des génes codant pour des
antioxydants tels que Nrf2, SOD, NOS, GPx, CAT (Yu et al., 2012; Yu and Huang, 2015). Leur
expression est dépendante des ERO environnementaux mais également de I'expression de
genes intervenant dans le cycle cellulaire (Kang and Rosenwaks, 2018). En effet P53 permet
la régulation et I'activation de certains genes antioxydants notamment les genes codants
pour Nrf2, GPx et l'aldehyde deshydrogénase 4. Son rdle est crucial lors de la
spermiogeneése, durant la prophase de méiose, ou I’/ARNm et la protéine P53 sont présents
dans les spermatocytes primaires. La perte de fonctionnalité de P53 est associé a une baisse
des capacités antioxydantes et donc a I'apparition de dommages oxydants a ’ADN (Menezo,

2006; Bisht and Dada, 2017).

b. Les mécanismes de réparation ovocytaire
Il est maintenant admis que le développement embryonnaire préimplantatoire précoce est
presque strictement sous influence maternelle jusqu’a I'activation du génome paternel. Il est
donc dépendant de la qualité de I'ovocyte a savoir le contenu en protéines et en ARNs
messagers dits « house-keeping ». Il est clairement décrit qu’a la faible qualité spermatique

peuvent étre associée notamment des anomalies du centrosome affectant la premiere
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division cellulaire, des insuffisances d’activation ovocytaire (liée a la phospholipase zéta), des
anomalies chromosomiques et un impact négatif des dommages a I'’ADN spermatique,
notamment la fragmentation (Guérin et al., 2005). Ces anomalies de I’ADN spermatique sont
physiologiquement réparées par |'ovocyte juste aprés la fécondation. Mais au-dela d’un
certain seuil d’altérations, dépendant de la qualité ovocytaire et bien sir de I’age maternel,
ces dommages ne pourront étre totalement réparés, ce qui affectera de facto la qualité

embryonnaire.

La présence de sites abasiques, non réparés par I'ovocyte notamment par le systéme BER
peut conduire la fragmentation de I’ADN du zygote (Wood et al. 1992). L'ovocyte contient
tous les éléments de réparation des systémes BER et NER. Des études ont démontré que le
degré d’oxydation des spermatozoides affecterait I'aptitude de I'ovocyte a réaliser son
activation suite a la fécondation (Morado et al., 2013; Park et al., 2015).

Différents types d’ADN glycosylases reconnaissent et éliminent différents types de bases
endommagées (par exemple, uracile glycosylase, 3-méthyladénine glycosylase et UV-
endonucléases) et la spécificité de la voie de réparation est déterminée par le type de
glycosylase impliqué. Certaines espéces oxydées comme les cyclopurines challengent
particulierement ce systeme. Celles-ci se caractérisent par la formation d'une deuxieme
liaison entre la purine et le désoxyribose dans le squelette de I'ADN, ce qui les rend difficiles
d’acces par les enzymes du systéeme BER, alors qu'elles constituent de bons substrats pour
NER. De méme, en cas de forte peroxydation des lipides le malondialdéhyde (MDA) meéene a
la formation d’adduit de I’ADN rendant le systéme BER inefficace, alors qu’ils ne sont que

des adduit volumineux pour le systeme NER.

Des altérations spontanées de I'ADN peuvent se produire lors de la réplication de I'ADN en
raison d'une mauvaise incorporation de dNTP. Lorsqu’une base est anormalement placée, le
triplet correspondant ne sera pas reconnu. La voie de la réparation par mismatch (MMR)
permet d’enlever les nucléotides mal assemblés et répare ’ADN (par exemple, le complexe
MSH2 — MSHG6 initie la réparation des petits mésappariements de nucléotides). Ce systeme
peut aussi réparer les erreurs d’oxydations de type 8-oxo-G, 06-MeG, 04-MeT. La encore, les

bases endommagées sont éliminées par une ADN glycosylase spécifique du type de
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dommage. L'ADN est incisé par I'endonucléase APE1 au niveau du site abasique formé. Les
protéines XRCC1 et PARP1 interviennent alors et recrutent une polynucléotide kinase qui
phosphoryle I'extrémité 5'OH et déphosphoryle I'extrémité 3’P au niveau de la coupure.
C’est une étape indispensable pour la restauration de la liaison phosphodiesther par I’ADN
polymérase. La persistance d’une lésion de I’ADN spermatique est révélatrice d’un déficit du
MMR a réparer les genes dont le role est primordial dans la recombinaison méiotique. Les
protéines MMR, MIh1l et Msh2, ont été rapportées comme déficientes en cas d‘infertilité,
pouvant perturber les synapses chromosomiques via l'inactivation de P53, gardien du cycle

cellulaire (Devouassoux-Shisheboran et al., 2001).

En 2005, I'’équipe de Tesarik et al., en 2005, améne une nouvelle hypothése selon laquelle
I’'hormone de croissance (Growth Hormone — GH) améliorait la qualité ovocytaire. L'une des
cibles de la GH présent dans I'ovocyte est la stimulation des mécanismes de réparation,
pouvant potentiellement améliorer les grossesses évolutives en cas d’état de stress cellulaire
ou de dommages a ’ADN, notamment en ce qui concerne la fragmentation (Thompson et
al., 2000). Une augmentation d’expression de certains genes clés impliqués dans le contrdle
et la réponse au stress cellulaire (cf: GADD45- DNA damage inductible gene 45 et APEN-
apurinic endonuclease) a été mise en évidence. Leur action inhibe la croissance mitotique et
active les enzymes de réparation de I’ADN et des facteurs de transcription. En effet, dans les
cas de patientes considérées comme « faibles répondeuses », une supplémentation en GH
améliore significativement les taux de grossesse clinique et de naissance vivante versus un

groupe placebo (Tesarik et al., 2002; Duffy et al., 2010).
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IV. Les étiologies des altérations du noyau spermatique en lien avec la fertilité

L’équilibre entre la production d’ERO et les systémes antioxydants est résumé dans la figure
31 (Pons-Rejraji et al., 2009). En effet, pléthore d’étiologies peuvent étre a I'origine des
différents dommages de 'ADN spermatique. L'étiologie peut étre unique et indépendante
ou le plus souvent multiple et interdépendante. Un déséquilibre ou des mécanismes de
régulation défectueux sont des étiologies intrinseques des altérations du noyau
spermatique. Je développerai ici différentes étiologies extrinséques retrouvées dans la

population de patients infertiles.

IV.1. Les étiologies intrinséques

a. Spermatogeneése défectueuse

Au cours de la spermatogenese, les spermatides allongées perdent physiologiquement leur
cytoplasme, condition nécessaire pour qu’ils acquierent un pouvoir fécondant. Cependant,
les spermatozoides endommagés peuvent conserver un excés de cytoplasme autour de la
piece intermédiaire. On parle d’excés de cytoplasme résiduel (ECR). L'ECR active le systéme
de la NADPH, qui aboutit a une production d’especes réactives de |'oxygéne. La présence de
quantité élevée de cellules germinales ou de spermatozoides morphologiquement anormaux
dans le sperme est généralement associée a un stress oxydant.

Normalement, les spermatozoides produisent un faible niveau d’ERO par leurs
mitochondries. Physiologiquement les ERO déclenchent et modulent la phosphorylation de
la tyrosine, pour exemple, qui suscite des fonctions essentielles comme la capacitation et la
réaction acrosomique. Lorsque les niveaux des ERO sont élevés, comme c'est le cas avec
I'ECR, les spermatozoides sont limités dans leur capacité a éradiquer le surplus. Ceci est
généralement d0 a la présence de chaines de transport d'électrons dans la membrane
plasmique, les oxydases ou oxydoréductases. L'ECR peut étre caractérisé par des dommages
de 'ADN mitochondrial et nucléaire avec des l|ésions membranaires et fonctionnelles
notamment dans les voies génitales féminines (Rengan et al., 2012 ; Figure 32). L'ECR

contient un niveau élevé de G6PDH, entrainant une plus grande production de NADPH lequel
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est a l'origine des ERO. L'anion superoxyde, 02 est converti en H,0; via la SOD, enzyme

couramment retrouvée dans I'ECR.

b. Les mécanismes de réparation insuffisants ou défectueux

Les systemes de réparations spermatiques ou ovocytaires cités dans la partie Ill.2 peuvent
étre défectueux ou insuffisants.

Certains éléments du systeme BER n’étant pas exprimés dans le spermatozoide humain,
notamment la protéine AP1 nécessaire a la synthése d’extrémités 3'-OH, il est impossible
pour le spermatozoide d’insérer un nouveau nucléotide (Hoeijmakers, 2001; Pourquier and
Robert, 2011; Smith et al., 2013). Cela implique que toute formation de résidus 8-OHdG dans
'ADN du spermatozoide humain doit étre corrigée par l'ovocyte au moment de la
fécondation ou avant la phase de réplication du zygote. Si la réparation ovocytaire est
dépassée ou défectueuse cela peut conduire a la fragmentation de ’ADN du zygote (Wood
et al., 1992). Il a été démontré que le degré d’oxydation des spermatozoides affecterait
également I'aptitude de I'ovocyte a réaliser son activation suite a la fécondation (Morado et
al., 2013 ; Park et al., 2015).

Dans le cas ol les mécanismes de réparation par I'ovocyte ne suffisent pas, I'embryon peut
échouer a se développer ou a réaliser sa nidation. La persistance de résidus 8-OHdG non
réparés a le potentiel pour développer des mutations de novo, qui éventuellement peuvent
conduire a I'apparition de pathologies dans la descendance. Il existe un « Check point » des
dommages en phase G1 et d’autres en phase S et G2 du cycle cellulaire. Des systemes de
destruction en cas d’erreur importante non réparables existent cependant (Menezo, 2006);

Figure 33 A et B).

c. Apoptose
L'apoptose ou mort cellulaire programmée permet d’éliminer physiologiquement de cellules
surnumeéraires, agées, endommagées, dans toutes les cellules de I'organisme, y compris les
cellules germinales.
Une apoptose est observée lors d’une spermatogenése normale efficace dans le testicule
adulte. Elle permet de contrdler I'expansion clonale des cellules germinales, le maintien du

ratio optimal entre le nombre de cellules de Sertoli et le nombre de cellules germinales, la
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Les voies apoptotiques extrinseques débutent par I'engagement des récepteurs de mort
(ex. Fas), suivies par l'activation de la caspase-8, puis de la caspase-3, qui précede la
fragmentation de I'ADN. Ces voies extrinséques provoquent également la libération
mitochondriale de facteurs proapoptotiques, pour conduire a l'activation de la caspase-3.
Limplication des mitochondries dans l'apoptose est associée a des altérations
fonctionnelles mitochondriales, caractérisées par une chute du potentiel de membrane
mitochondrial. * : Marqueurs associés a I'apoptose retrouvés dans spermatozoides de
patients infertiles. DWm : potentiel membranaire mitochondrial ; PS : Phosphatidylsérine ;
ROS : Especes réactives de I'oxygéne (D’aprés Marchetti and Marchetti, 2005)



formation de la barriere hémato-testiculaire via la formation de jonctions serrées entre les
cellules de Sertoli (Johnson, 1986; Print and Loveland, 2000). Enfin, I'apoptose rend compte
de I’élimination des cellules germinales avec des anomalies de réarrangements de la méiose
ou des cassures de I’ADN (Blanco-Rodriguez et al., 2003) et des corps résiduels lors de la
spermiogeneése (Tesarik et al., 2002).

L'excés ou le défaut d’apoptose s’inscrit dans la physiopathologie de nombreux états
pathologiques comme ['infertilité masculine (Jacobson et al., 1997). Les altérations
oxydantes des spermatozoides décrites ci-dessus peuvent conduire a des pertes de fonction
et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de I'apoptose.
L'ultime étape de I'apoptose est la dégradation des corps apoptotiques par les cellules
avoisinantes ayant des fonctions de phagocytose. Morphologiquement on retrouve une
réduction du volume de la cellule (pycnose), de la condensation de la chromatine, de la
fragmentation du noyau (karyorrhexis). Des signes biochimiques sont aussi caractéristiques
tels que l'activation des caspases, la perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe, la chute du potentiel de membrane mitochondriale interne, la fragmentation de
I’ADN et I'exposition des phosphatidylsérines sur le feuillet externe de la membrane
plasmique (Marchetti, 2005). Ce dernier propose une représentation schématique des voies
apoptosiques hypothétiques présentes dans les spermatozoides des patients infertiles
(Figure 34).

Ainsi, les ERO peuvent endommager ’ADN spermatique directement ou indirectement a
travers |'activation des caspases et endonucléases spermatique. Les ERO peuvent initier
I'apoptose en activant |'ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) par action
directe (Skulachev, 1996; Mruk and Cheng, 2015). Selon certains auteurs, I'ouverture du
pore induit par les ERO serait consécutive a I'oxydation d'un groupement thiol constituant ce
pore (Vercesi et al., 1997 ; Kowaltowski et al., 2001). C’est la voie intrinseque d’activation de
I’'apoptose. L'activation des PTP provoque un gonflement mitochondrial résultant de |'entrée
dans la matrice de composés osmotiquement actifs. Suite a ce gonflement, la membrane
externe peut se rompre et entrainer la sortie de molécules pro-apoptotiques comme le
cytochrome C. Celui-ci est alors relarguée et interagit avec Apaf-1 (Apoptosis Activating
Factor-1) et la pro-caspase 9. Ce qui a pour conséquence l'activation de la cascade des

caspases déclenchant I'apoptose (Green and Reed, 1998), formant ainsi I'apoptosome et la

60



FIGURE 35
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La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort, tels que Fas, est activée apres fixation de
leurs ligands respectifs (FasL) et formation du complexe DISC (death inducing signalling complex).
Ce dernier induit I'activation de la procaspase initiatrice 8.

La voie intrinseque ou voie mitochondriale est caractérisée notamment par une dépolarisation de
la membrane mitochondriale externe ({\ Dwm) et la libération du cytochrome c (Cyt-c) dans le
cytosol. Ce dernier s'associe avec la protéine adaptatrice Apafl (apoptotic protease-activating
factor-1) et la procaspase 9, pour former I'apoptosome. La procaspase 9, aprés clivage de son
prodomaine N-terminal, est alors activée en caspase 9 inductrice. Par ailleurs, d’autres protéines
pro-apoptogénes peuvent étre libérées de la mitochondrie vers le cytosol : I'AIF (apoptosis-
inducing factor) et 'EndoG (endonuclease G) qui induisent le clivage de 'ADN.
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exclusives ; FADD : Fas-associated death domain (D’aprés Blondel B et al. 2006).



caspase 9 activée. L'ouverture du PTP est trés finement régulée. Le calcium matriciel
apparait comme étant son inducteur le plus puissant, nécessaire et suffisant (Bernardi,
1999).

Les ERO sont naturellement générés par le spermatozoide afin d’induire la phosphorylation
de la tyrosine de la sous unité p105 du facteur nucléaire NF-Kappa B et de la protéine Ezrine,
nécessaire pour la capacitation. Or cette méme protéine, encore appelée cytovilline,
interagit avec Fas, un ligand de surface déclencheur de I'apoptose. Cette voie apoptotique
extrinséque débute ainsi par |'engagement des récepteurs de type Fas (Apoptosis
stimulating fragment ou fragment inducteur de I'apoptose), suivies par 'activation de la
caspase-8, puis de la caspase-3, qui précede la fragmentation de I’ADN (Marchetti et al.,
2004; Marchetti, 2005; Marchetti and Marchetti, 2009). Ces voies extrinseques provoquent
également la libération mitochondriale de facteurs proapoptotiques, pour conduire a
I'activation de la caspase-3. Il y a donc une boucle d’autoactivation rétroactive des caspases
effectrices ver la mitochondrie. L'implication des mitochondries dans I'apoptose est associée
a des altérations fonctionnelles mitochondriales, caractérisées par une chute du potentiel de
membrane mitochondrial (Bisht and Dada, 2017). De nombreuses études suggerent que le
systeme Fas— Fas Ligand est important pour le privilege immunitaire conféré au testicule et
qu’il controle également I'apoptose testiculaire. Fas (CD95/AP0O-1) est un récepteur de mort,
protéique et transmembranaire qui appartient a la superfamille des récepteurs du TNF/NGF
(Tumor Necrosis Factor et Nerve Growth Factor). L'interaction spécifique de Fas avec son
ligand, Fas ligand (FasL), conduit au suicide de la cellule qui porte le récepteur Fas a travers
le recrutement de molécules de signalisation par la portion intramembranaire de Fas
(Filippini et al., 2001). Les voies extrinseques et intrinseéques se rejoignent au niveau de

I’activation de la caspase 3 qui clive se substrats et induit I'apoptose (Figure 35).

IvV.2. Les étiologies extrinséques

Les altérations du noyau spermatiques sont nombreuses et variées, souvent associées. Je
vais m’intéresser tout particulierement au mode de vie, a la prise de toxiques, aux
expositions environnementales, aux effets des thérapeutiques et I'influence de pathologies

courantes a la fois du tractus génital mais aussi systémiques. Enfin j'évoquerai les effets des
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techniques mises en ceuvre en AMP pouvant étre elles-mémes sources de fragmentation, de

décondensation anormales et/ou d’oxydation de ’ADN spermatique.

a. Age

Au-dela de 37 ans on observe une diminution de la stéroidogenése. Le vieillissement
testiculaire se manifeste par une diminution de la fonction gonadique, soit une diminution
de la production de testostérone. En parallele, I'augmentation de la concentration
plasmatique de FSH et la diminution de la concentration circulante en inhibine B chez les
sujets « agés » rendent compte des altérations fonctionnelles des tubes séminiféres (Haidl et
al., 1996). Des modifications histologiques avec de grandes variations interindividuelles, sont
observées avec un appauvrissement progressif de la vascularisation liée a une sclérose
artériolaire et une diminution progressive de la densité des capillaires entourant les tubes
séminiferes (Takizawa and Hatakeyama, 1978). En observation morphologique, on retrouve
une baisse du nombre de cellules de Leydig, de Sertoli et de la production de
spermatozoides accompagnées d’un épaississement de la membrane basale (Johnson,
1986). Ces auteurs suggérent un lien entre |'age paternel et modifications de
I’environnement testiculaire, particulierement I'augmentation des ERO produites par les
mitochondries (Escobar-Morreale et al. 2017).

Il ny a pas chez ’'homme comme chez la femme d’arrét brutal des fonctions gonadiques
endocrine et exocrine. On observe dans une méta-analyse (Kidd et al., 2001) une diminution
des caractéristiques spermatiques particulierement du volume, de la mobilité ainsi que du
pourcentage de formes typiques. En effet, il a été mis en évidence une baisse de la mobilité
de 0.6% par an (soit 12% entre 30 et 50 ans) et une augmentation de la tératozoospermie de
0.9% par an (soit 18% de 30 a 50 ans) (Auger et al., 1995). Les variations de la numération
spermatiques sont plus discutées. En effet, tout récemment, I'équipe de Kaarouch, ne met
pas en évidence de différence significative des caractéristiques spermatiques standards
entre des patients dgés de plus de 40 ans et de moins de 40 ans pris en charge en FIV
(Kaarouch et al., 2018). Cependant, cette méme équipe a mis en évidence une augmentation
significative de la fragmentation de I’ADN spermatique (de 41% vs 25% pour les patients de

moins de 40 ans), de la décondensation de I’ADN spermatique (43% vs 23% pour les moins
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A. L'interaction entre adiposité abdominale et hypogonadisme associée a l'obésité
masculine (MOSH) : La carence en androgénes diminue la masse musculaire et la masse
maigre, augmentant ainsi la quantité relative de tissu adipeux viscéral. La graisse viscérale
facilite le déficit en androgénes par inhibition de la sécrétion de gonadotrophines au
niveau hypothalamo-hypophysaire par I'action combinée d'une augmentation de I'activité
I'aromatase, la production d'cestrogenes, I'augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires. (D’aprés Escobar-Morreale et al. 2014).
B. IMC et infertilité : Numération spermatique (Sermondade et al. 2013)



de 40 ans) et de la proportion de spermatozoides aneuploides (14% vs 4% retrouvés chez les
moins de 40 ans).

A age féminin constant, on observe en reproduction naturelle, une diminution de chances de
grossesse (de 32 a 17%) et une augmentation de risques de fausses couches spontanées (de
de 42% a 60%) lorsque I'age paternel est supérieur a 40 ans. De méme, en AMP, des travaux
rapportent une augmentation de 60% du délai nécessaire pour concevoir entre 30 et 50 ans
et une diminution des taux de grossesse (Wagner, 2004).

La dégradation de la fertilité masculine avec I'age s’associe également a une augmentation
des risques génétiques pour la descendance (Auroux, 1983). On retrouve tout
particulierement une augmentation de l'incidence des mutations autosomiques dominantes
ou des aberrations chromosomiques a l'origine de nombreuses malformations ou
perturbations fonctionnelles. Ainsi, au-dela de 44 ans, 13% des gametes sont porteurs

d’anomalies de structures (Martin and Rademaker, 1987).

b. Liées au mode de vie
¢ Impact de I'indice de masse corporelle (IMC)

L'obésité masculine est une cause potentielle d’infertilité et un facteur de mauvais pronostic
en AMP. L’obésité masculine (IMC>30kg/m?) est essentiellement androide. Escobar-
Morreale et al, ont décrit récemment l'interaction entre I'adiposité abdominale et
I’hypogonadisme associé a I'obésité masculine (MOSH) (Escobar-Morreale et al., 2017).
Ainsi, la carence en androgenes diminue la masse musculaire et la masse maigre,
augmentant la quantité relative de tissu adipeux viscérale. Elle induit des altérations de I'axe
hypothalamo-hypophysaire secondaires a divers mécanismes endocriniens comme
I’'augmentation de cytokines inflammatoires, 'aromatisation des androgénes testiculaires et
surrénaliens en cestrogenes dans le tissu adipeux excédentaire ou la production excessive
d’opioides endogenes, inhibant ainsi la sécrétion pulsative de GnRH hypothalamique
(Escobar-Morreale et al., 2017 ; Figure 36A).

Un état de stress oxydant systémique est observé en cas d’obésité via une activation
immunitaire chronique ou/et la production de cytokines pro-inflammatoires par les tissus
adipeux ou bien une action locale via I'activation macrophagique dans le liquide séminal et le

métabolisme oxydatif dans le sperme. Des anomalies qualitatives et quantitatives du
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spermogramme sont aussi retrouvées chez les patients obéses, en particulier associé a une
diminution de la numération spermatique et a une augmentation de l'index de
fragmentation de I’ADN spermatique (Kort et al., 2006; Cabler et al., 2010; La Vignera et al.,
2012). Vujkovic et al., en 2009 rapportent des variations significatives de l'index de
fragmentation de ’ADN spermatique et de la numération des spermatozoides en fonction du
régime alimentaire de patients infertiles. En effet une méta-analyse de 2013 rapporte un
risque d’oligozoospermie voire d’azoospermie en fonction de I'I[MC (Sermondade et al.,
2013 ; Figure 36B). De plus, les toxines environnementales ou perturbateurs endocriniens
(PE) sont liposolubles et ont tendance a s’accumuler dans les tissus adipeux. Ainsi, les
patients obeses, dont la réserve adipeuse est plus importante sont plus a risque d’étre
exposé a ces PE. A cela se rajoute I'augmentation de la température testiculaire altérant la
spermatogenése du fait de la diminution de I'activité physique, la position assise prolongée
(via I'augmentation du tour de taille) et de I'augmentation du tissu adipeux scrotal (lvell,
2007). Dans le cadre de 'AMP, une mauvaise alimentation source d’obésité chez 'lhomme
réduit significativement les taux de naissances vivantes par cycle (Campbell et al., 2015;
Gaskins and Chavarro, 2018). Les effets de la chirurgie bariatrique sont controversés mais
plusieurs auteurs rapportent une augmentation significative des taux de testostérone
sérique ainsi que de la concentration, la vitalité et le pourcentage de formes typiques ainsi
qu’une baisse la fragmentation de I’ADN spermatique (El Bardisi et al., 2016; Samavat et al.,
2018). Une empreinte nutritionnelle paternelle a été mise en évidence par plusieurs auteurs.
En effet, il a été observé qu’un pére suivant un régime hyper-lipidique donne naissance a des
petites filles obeses et diabétiques a I’age adulte (Ng et al., 2014). De plus le fait d’avoir un
parent obése est un facteur de risque d’obésité pour la descendance (Whitaker et al., 1997).
Cependant, il est a noté qu’il en est de méme en cas de maigreur importante chez ’lhomme
(IMC<18,5 kg/m?) quelle que soit I'étiologie qui peut aller de la cachexie néoplasique ou
infectieuse, aux malabsorptions digestives, en passant par les maladies psychiatriques ou
bien liées a une mauvaise alimentation voire un exces d’activité physique. En effet, chez ces
males maigres, on retrouve des profils hormonaux et des caractéristiques spermatiques

identiques que chez les patients obéses (Qin et al., 2007).
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e Stress
Le stress est un phénomene d’adaptation du corps qui permet a chaque individu de réagir a
son environnement. En 1935, Hans Selye découvre le syndrome général d’adaptation
modulé par lintensité et la durée des facteurs stressant qui sollicite le systéme
hypothalamo-sympathico-adrénergique et le systéme hypothalaomo-hypophyso-surrénal
avec une sécrétion importante de catécholamines (De Kloet et al., 2005; Szabo et al., 2012 ;
Figure 37). En cas de stress chronique, l'organisme est submergé d’hormones, en
permanence activé, s’épuise, ce qui peut aboutir a I'apparition de pathologies chroniques
systémiques. Cette action systémique du stress a des conséquences sur la fertilité masculine
et tout particulierement sur les spermatozoides. Le stress dans l'infertilité reste encore
difficile a diagnostiquer. Néanmoins, une revue de la littérature récente sur la prévalence
des troubles psychologiques sur les symptomes d'infertilité a conclu que 25% a 60% des
individus infertiles signalent des symptomes psychiatriques et que leurs niveaux d'anxiété et
de dépression sont significativement plus élevés que chez les témoins fertiles (De Berardis et
al., 2014). Le mécanisme biologique par lequel le stress peut intervenir dans l'infertilité reste
a encore a découvrir. Cependant, il est maintenant admis que, physiologiquement, un stress
psychologique influence les taux de cortisol, de prolactine, de progestérone et de
testostérone (Demyttenaere et al., 1994). En 2010, une étude cas-témoins rapporte une
altération de la fertilité chez des patients rapportant un stress modéré a important (El-Helaly
et al., 2010). Ainsi, d’autres auteurs rapportent une relation inverse entre |'état de stress
émotionnel et les caractéristiques spermatiques (volume de I'éjaculat et le pourcentage de
forme typique). Les « burnout » ou stress au travail sont considérablement plus élevés chez
des patients présentant des antécédents d’infertilité (Sheiner et al., 2002). Enfin, le stress, y
compris la fatigue ou les préoccupations professionnelles et familiales peuvent, bien sir,
altérer la sexualité et entrainer une perte d’intérét sexuel, la peur de |'échec voire une

rupture de la relation sexuelle menant de ce fait a l'infertilité du couple.

e Hyperthermie
De nombreuses situations sont susceptibles d’altérer la température scrotale et de perturber
la spermatogenése comme des sources endogenes de chaleur (obésité androide, varicocele,

épisodes fébriles, cryptorchidie, ...) ainsi que des sources exogenes de posture (station assise
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FIGURE 38
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prolongée, jambes croisées, vétements trop serrés...) ou liées a une activité de loisir (sauna,
bains chaud, cyclisme, ..) ou professionnelle (boulanger, restaurateurs, sidérurgiste,
conducteurs de véhicules, ... ; Mieusset et al., 2007). Les cellules germinales sont vulnérables
et sensibles aux variations de température en raison de leur intense activité mitotique
(Shiraishi et al., 2012; Kim et al., 2013). Ces effets négatifs sur la qualité et la quantité des
spermatozoides sont observés en fonction de lintensité et de la durée d’exposition
(Durairajanayagam et al., 2015). L’hyperthermie scrotale induit une apoptose des cellules
germinales et une fragmentation de I’ADN spermatique. Une équipe a démontré que méme
une légére augmentation quotidienne de la température testiculaire pouvait étre un mode

de contraception potentiel pour les hommes (Mieusset and Bujan, 1995).

c¢. Consommation de toxiques
e Alcool
Selon le rapport de l'institut national de prévention et d’éducation pour la santé INPES
(Barometre santé 2014), 4.6 millions de francais consommeraient de |'alcool de maniere
quotidienne. Les effets de I'éthanol sur I'axe gonadotrope peuvent étre centraux ou
périphériques. L’alcool agit sur I'axe hypothalamo-hypophysaire en désynchronisant la
sécrétion pulsatile de la GnRH (Gonadotrophin releasing hormone) et en générant un
hypogonadisme hypogonadotrope partiel (Emanuele and Emanuele, 2001). Une atrophie
testiculaire peut aussi étre induite ainsi qu’une altération des cellules de Leydig et de Sertoli.
De ce fait on observe chez certains patients une augmentation des taux de LH (Luteinizing
hormone) et de FSH (follicule-stimulating hormone) associée a une baisse de la testostérone
plasmatique, secondaire a un effet testiculaire di a la consommation d’alcool (Bendayan et
al., 2018) (Figure 38). Tres tot, d’apres une récente méta-analyse, une exposition alcoolique
périnatale aboutit chez le petit garcon a une diminution de la concentration en testostérone,
une diminution du volume testiculaire et a une hypospermie associée a une oligospermie
(Akison et al., 2019). Plusieurs études retrouvent une altération du spermogramme et du
spermocytogramme notamment une diminution significative de la numération spermatique,
de la mobilité progressive, de la vitalité ainsi que du pourcentage de forme typique chez les
hommes consommant plus de 18 centilitres d’alcool fort par jour depuis plus d’un an

(Muthusami and Chinnaswamy, 2005; Gabrielsen and Tanrikut, 2016). Selon Guthauser et al
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en 2014, une consommation chronique et excessive d’alcool (plus de 60 grammes par jour
soit 6 verres de vin) peut conduire a une azoospermie voir méme un arrét de maturation des
cellules germinales a la biopsie testiculaire (Guthauser et al., 2014). Récemment, une équipe
a mis en évidence une augmentation de la fragmentation et de la décondensation de 'ADN
spermatique en cas de consommation d’alcool (Aboulmaouahib et al., 2018). Une année
apres l'arrét de lintoxication alcoolique, les paramétres spermatiques redeviennent
strictement normaux selon les normes du WHO 1999 (Sermondade et al., 2010). Dans le
cadre de ’AMP, les chances de succés en FIV (Fécondation in vitro) sont aussi touchées par
I'alcool. En effet, les taux de naissances vivantes sont significativement diminués lorsque
I’'homme consomme de I'alcool dans le mois ou la semaine précédant la tentative. Le risque
d’échec et le risque de fausse couche précoce sont considérablement augmentés en cas de
consommation d’au moins 12 grammes d’alcool par jour pendant au moins 4 jours

précédant le recueil de sperme (Klonoff-Cohen et al., 2003).

e Tabac
Les mécanismes d’action du tabac sur la spermatogenese et la qualité spermatique sont
multiples. La concentration en métaux lourds comme le plomb et le cadmium anormalement
élevée dans le sang et le liquide séminal des fumeurs est un fait. Ainsi une corrélation
significative est retrouvée entre les taux de plomb et de cadmium dans le liquide séminal et
la concentration, la mobilité et la morphologie spermatique. Un autre mécanisme délétere
associé a la consommation de tabac est I'action de la nicotine qui est métabolisée en trans-
3’-hydroxycotine (3HC), représenté Figure 39. Sa concentration dans le liquide séminal est
corrélée a une baisse de la mobilité spermatique (Pant et al.,, 2015). De plus, il est
maintenant bien documenté que le tabagisme est associé a une inflammation des glandes
annexes, provoquant a terme une altération de la qualité fonctionnelle des spermatozoides,
une diminution de l'intégrité de I'acrosome et de |'activité mitochondriale associée a une
augmentation de la fragmentation de I'ADN spermatique (Harlev et al., 2015). Une
exposition in utéro est associée a une puberté précoce, un IMC plus élevé, un petit volume
testiculaire associé a une oligospermie et une réduction des hormones liées a la
spermatogenése comme linhibine B et la testostérone (Ravnborg et al., 2011). Chez

'homme adulte, de multiples études ont rapportés une diminution significative de la
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concentration spermatique, de la mobilité totale et du nombre de spermatozoides a forme
typigues (Ramlau-Hansen et al., 2007; Li et al., 2011; Mitra et al., 2012). L'équipe de Raulai-
Hansen et al. rapportent également un effet dose. La dose seuil serait de 10 cigarettes par
jour pour un effet significatif négatif sur le volume de I'éjaculat, la numération et la mobilité
spermatique. Cependant ces auteurs ont mis en évidence un taux de testostérone totale
augmenté et une concentration en testostérone libre stable chez les patients fumeurs
(Ramlau-Hansen et al.,, 2007). En outre, le tabac altére la qualité intrinseque des
spermatozoides. En effet, la fragmentation de I’ADN spermatique analysée par le test TUNEL
est significativement augmentée a 32% chez les fumeurs versus 25,9% chez les non-fumeurs
(Sepaniak et al., 2006). De plus, plusieurs auteurs ont mis en évidence lI'impact de la
consommation de tabac paternelle modifie ’'ADN spermatique par I'intermédiaire du stress
oxydants, transmissible a la descendance (Linschooten et al., 2013; Beal et al., 2017). En
AMP, lors de FIV, on observe une corrélation significative entre la consommation de tabac
chez les hommes et le risque de fausses couches spontanées précoces (Firns et al., 2015).

En cas d’arrét d’intoxication tabagique (30 cigarettes par jours pendant 40 ans) Santos et al.
en 2011, rapportent un effet réversible avec une amélioration de la qualité spermatique :
augmentation de la numération de 28,6 a 72,2 millions de spermatozoides par éjaculat, de la

mobilité de 32,7 a 78,8% et de la vitalité de 40 a 80%.

e Cannabis
Le cannabis est la drogue illicite la plus consommée en France. Le delta-9-
tetrahydrocannabinol ou THC est la principale substance active, aboutissant a I'activation du
systeme cannabinoide endogéne. Ce THC est responsable de linhibition de I'adénylate
cyclase et d’'une diminution du taux d’AMPc. Ces récepteurs sont ubiquitaires, notamment
retrouvés dans le tissu testiculaire et sur les spermatozoides, ainsi que dans I’hypothalamus.
Le THC joue donc un réle délétére sur la spermatogeneése par des mécanismes d’action
centraux et périphériques (Park et al., 2004). Le THC bloque la libération de GnRH et la
production de LH antéhypophysaire. Dans le testicule, on observe une réduction de
libération de testostérone par les cellules de Leydig et via des récepteurs spécifiques sur les
cellules de Sertoli le THC joue un réle d’activation de I'apoptose pouvant mener a une

fragmentation de I’ADN spermatique (Alvarez, 2015). Ainsi plusieurs auteurs ont montré un
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effet délétere sur la numération des spermatozoides, la vitalité et la mobilité ainsi qu’une
altération de la fonction leydigienne par chute des taux de testostérone dans le sérum et ce

de maniére dose-dépendante (Kolodny et al., 1974; Gundersen et al., 2015).

d. Pollution environnementale

Les molécules toxiques libérées par des produits industriels peuvent augmenter la
production des ERO dans les testicules, notamment les perturbateurs endocriniens (PE) tels
que les phtalates présentes dans de nombreux objets en plastiques utilisés a des fins
domestiques et industrielles qui peuvent altérer la spermatogenéese et endommager I’ADN
spermatique. L'exposition a la pollution atmosphérique (hydrocarbures), aux métaux lourds
(cadmium, chrome, plomb, manganese et mercure), et aux xénobiotiques présents dans ou a
proximité de notre alimentation (insecticides, pesticides et phtalates) sont des sources de
stress oxydant pouvant affecter la fertilité (Lopez-Teijon et al., 2008).

Selon I'hypothése de Skakkebaek (Skakkebaek et al., 2001) les PE ménent a une dysgénésie
testiculaire. Les conséquences sont tout d’abord sur les cellules de Sertoli avec des
anomalies de différenciation des cellules germinales pouvant aboutir a une diminution de la
qualité spermatique voire une néoplasie testiculaire. En parallele, cette dysgénésie
testiculaire modifie la synthese d’androgenes des cellules de Leydig aboutissant a une
augmentation de l'incidence des cryptorchidies et des hypospadias (Mauduit et al., 2016).
Concernant I'exposition aux pesticides, une méta-analyse ayant inclus neuf études (parmi 90
études revues en détail et publiées entre 1966 et 2008) rapporte des associations
significatives entre le travail de la mére et du pere dans l'agriculture et la survenue
d’hypospades (Rocheleau et al., 2009). Plusieurs auteurs dont I'équipe de Van Tongeren, en
2002, ont utilisé une matrice emplois-exposition pour définir I'exposition professionnelle a
sept catégories de substances suspectées d’étre des PEs (pesticides, phtalates, composés
organochlorés, alkylphénols, composés biphénoliques, métaux lourds, et autres composés).
Quelques auteurs rapportent les effets néfastes, mais non unanimes, du bisphénol A sur les
parametres spermatiques et les issues de tentatives d’AMP (Minguez-Alarcén et al., 2016).
Garlantezec et Multigner rapporte une relation entre infertilité et exposition chronique aux
pesticides ou aux solvants dans certaines professions (agriculteurs, fondeurs, horticulteurs,
coiffeurs, travailleurs en usine de chaussures et de transformation d’aliments, femmes de
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ménage et infirmiéres) (Garlantézec et al., 2013; Warembourg et al., 2017). Parmi les
pesticides qui ont été le plus utilisés dans le monde et tout particulierement en France pour
les cultures céréaliéres, on retrouve [Ialachlore (2-chloro-N(2,6-diethylphenyl)-N-
(methoxymethyl) acétamide) et le glyphosate (N-(phosphonométhyl)glycine, C3HENO5P). IIs
ont longtemps fait partie des mélanges de pesticides afin de réduire leurs concentrations,
avant d’étre complétement interdit dans I'Union Européenne. La présence de métabolites
dans les urines des travailleurs diminue significativement la mobilité spermatique (Swan et
al., 2003). Il a été observé une augmentation du stress oxydant et de I'apoptose via la
diminution du potentiel membranaire mitochondrial, [I'externalisation de |Ia
phosphatidylsérine et une augmentation de la fragmentation de ’ADN spermatique (Grizard
et al.,, 2006). Des travaux complémentaires sur des métabolites de |'alachlore dans des
concentrations équivalentes a celles mesurées dans des urines d’agriculteurs exposés
montrent une baisse significative de la mobilité et de la vitalité des spermatozoides associée
a une augmentation de la peroxydation des lipides, une diminution du pouvoir fécondant

ainsi qu’une fragmentation de I’ADN spermatique (Pons-Rejraji et al. données non publiées).

Ondes électromagnétiques

Le rayonnement de type non ionisant émet trop peu d’énergie pour rompre les liaisons
chimiques, contrairement aux ondes électromagnétiques de hautes fréquences (1 000 000
MHz). Ainsi, les rayons X, gamma et ultraviolets entrainent la formation de diméres de
thymine et thymine-cytosine avec blocage de la réplication de I’ADN et de la transcription,
l[étale pour la cellule. En réalité l'effet des ondes électromagnétiques sur la fertilité
masculine et les spermatozoides est mal connu. Quelques auteurs rapportent que
I'utilisation du téléphone portable peut altérer les caractéristiques spermatiques, en
particulier la mobilité, la morphologie et augmente le stress oxydant et la fragmentation de
I’ADN spermatique (Zalata et al., 2015). Néanmoins, la durée d’exposition ne semble pas
influer sur ces anomalies (Agarwal et al., 2008b; La Vignera et al., 2012). L’altération de la
qualité spermatique par [l'utilisation de téléphone portable serait multifactorielle
notamment par augmentation de la température locale et du stress oxydant du tissu

testiculaire (Zalata et al., 2015).
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Tableau 3

Risque d’infertilité

apres traitement

Cancers de I'’enfant et I’adolescent

Elevé
(>80% d’infertilité)

Modéré

Faible
(<20% d’infertilité)

Irradiation corporelle totale

Radiothérapie localisée pelvienne ou testiculaire
Chimiothérapie conditionnant une greffe de moelle osseuse
Maladie de Hodgkin

Sarcome des tissus mous (stage V)

Sarcome d'Ewing métastatique

Leucémie aigué myéloide (difficile a évaluer)
Hépatoblastome

Sarcome osseux

Sarcome d'Ewing non-métastatique

Sarcome des tissus mous (stade Il ou Ill)

Neuroblastome

Lymphome non-Hodgkinien

Maladie de Hodgkin

Tumeur cérébrale : radiothérapie craniospinale, irradiation
cérébrale >24Gy

Leucémie aigué lymphoblastique

Tumeur de Wilms

Sarcome des tissus mous (stade I)

Rétinoblastome

Tumeur cérébrale : chirurgie seule, irradiation cérébrale <24Gy

Evaluation du risque d’infertilité apres traitement des cancers fréquemment retrouvés de

I’enfant et de I’adolescent
(D’aprés Wallace et al. 2005)




e. Traitement radiochimiothérapeutique
La chromatine spermatique est susceptible d’étre endommagée par les différentes prises en

charges thérapeutiques proposées dans le cadre de certaines pathologies, en particulier les
cancers. Les affections malignes les plus retrouvées chez les hommes en age de procréer
sont les cancers testiculaires, les maladies de hodgkin et des leucémies (Walsh et al., 2006;
Paoli et al., 2016). Wallace et al en 2005 a établi une classification du risque d’infertilité

apreés traitement des différents cancers chez I'enfant et I'adolescent (Tableau 3).

e Radiothérapie
L'irradiation pelvienne ou testiculaire peut entrainer des effets toxiques directs sur le
testicule tout particulierement durant la période pré-pubertaire. On observe des altérations
de I'épithélium germinal dés la dose de 0,15 Gy délivrée. La baisse transitoire du nombre de
spermatozoides s'observe entre 3 et 12 Gy et devient définitive et irréversible au-dela de 6
Gy. La fonction endocrine testiculaire est altérée au-dela de 20 Gy chez I'enfant irradié en
période pré-pubére (Champetier et al.,, 2010). Les cellules de Leydig sont plus radio-
résistantes. En effet, une dose supérieure a 20 Gy est nécessaire pour observer des |ésions
permanentes avec un retentissement endocrinien sur la synthése de testostérone. Le taux
de testostérone est alors moins impacté que la production spermatique. Le risque principal
d'une tentative de procréation trop précoce (délai inférieur a un an aprés arrét du
traitement) serait le risque de transmission d'anomalies chromosomiques ou géniques a la
future descendance. Enfin, l'irradiation pelvienne peut altérer I'érection et |'éjaculation via

une réduction du flux vasculaire (Suhag et al., 2015).

e Chimiothérapie
Les chimiothérapies ont des effets cytotoxiques sur les tissus testiculaires pubéres et pré-
pubéres. Les spermatogonies sont tout particulierement lésées. Les cellules germinales ont
une sensibilité supérieure a celle des cellules de Leydig ainsi la production de testostérone
est peu touchée (Bujan et al., 2013; Suhag et al., 2015). Par ailleurs, la maturation sexuelle
des testicules influence le degré d'atteinte gonadique. Le testicule pré-pubére est moins
sensible qu'un testicule pubére aux effets cytotoxiques des chimiothérapies. Ainsi on

retrouve des hypogonadismes chez des hommes traités pour cancer (Fleishman et al., 2010).
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Tableau 4

Niveau de risque Type de traitement anticancéreux

Elevé

Azoospermie
définitive

Melphalan (140 mg/m?)
Cisplatine (500 mg/m?)
Carmustine (1 g/m?)
Lomustine (500 mg/m?)

Radiothérapie > 2,5Gy des testicules
Chlorambucil (1,4g/m?)
Cyclophosphamide (19g/m?)
Procarbazine (4g/m?)

Modéré

Azoospermie si
association avec
autres agents
stérilisants

Busulfan (600 mg/kg)
Ifosfamide (42g/m?)
Carmustine (300mg/m?)
Moutardes azotées

Actinomycine D

Faible

Diminution réversible
des parametres
spermatiques

Carboplatine (2g/m?)

Doxorubicine (770mg/m?)

Thiotépa (400mg/m?)

Cytosine arabinoside

Vinblastine (50g/m?) ; Vincristine (8g/m?)

Amsacrine Fluorouracile
Bléomycine 6-mercaptopurine
Dacarbazine Méthotrexate
Trés faible / absence Daunorubicine Mitoxantrone
Epirubicine Thioguanine
Etoposide Prednisone
Fludarabine Interféron-alpha
Inconnu Oxaliplatine
Irinotecan

Effets sur la
production
spermatique

Anticorps monoclonaux (trastuzumab, bevacizumab, cetuximab)
Inhibiteurs de tyrosine kinase (erlotinib, imatinib)
Taxanes

Les différents niveaux de risques d’infertilité chez ’'homme liés aux principaux

traitements anticancéreux
(D’aprés Lambertini et al 2016)




L'intégrité nucléaire du gameéte peut étre altérée avec un retentissement potentiel sur la
future descendance. Ces effets génotoxiques sont différents en fonction du stade de
maturation du spermatozoide avec plusieurs conséquences possibles notamment la
fragmentation de I'ADN ou encore un défaut de condensation de la chromatine
spermatique. De plus, le systeme de réparation de I'ADN peut étre insuffisant voire
inexistant. A partir du stade spermatocyte, la réparation de I'ADN est quasi impossible avec
une incapacité de réparation de I'ADN chez le spermatozoide mature. Ainsi, les agents
alkylants additionnent des groupes alkyles aux bases (-CH3). L’acide nitreux (dérivés des
nitrates ou nitrites des produits alimentaires et engrais) conduit a une désamination
oxydative de I'adénine en hypoxanthine. Des composés ressemblant a des bases puriques ou
pyrimidiques peuvent s’incorporer dans I’ADN de BromoUracile (analogue de la thymine).

Des agents intercalants comme le bromure d’ethydium bloquent la réplication.

Les effets de la chimiothérapie et de la radiothérapie sur I’épithélium germinatif sont
molécules, doses et durée dépendantes. La reprise d’'une spermatogenése normale se fait
aprés quelques semaines a quelques années, mais les dommages de I’ADN persistent plus
longtemps (Wallace et al., 2005). En effet, des dommages de la chromatine et cassures de
I'ADN spermatique sont rapportés jusqu’a 12 mois suivant la fin du traitement (Bujan et al.,
2013). En 2016, une équipe a classé les principaux traitements anticancéreux
(chimiothérapie et/ou radiothérapie) en fonction de leur risque potentiel sur la fertilité chez
I'hnomme et la femme (Lambertini et al., 2016 ; Tableau 4). Ainsi l'irradiation supérieure a
2,5 Gy des testicules et la famille des alkylants (cyclophosphamide, chlorambucil, melphalan,
Procarbazine) sont les thérapeutiques a risque élevé d’azoospermie.

La prise en charge oncologique n’est pas la seule thérapeutique potentiellement
gonadotoxique. En effet, certaines pathologies dysimmunitaires ou systémiques requiérent
ces traitements. En France, « Toute personne dont la prise en charge médicale est susceptible
d’altérer la fertilité, ou dont la fertilité risque d’étre prématurément altérée, peut bénéficier
du recueil et de la conservation de ses gametes ou de ses tissus germinaux, en vue de la
réalisation ultérieure, a son bénéfice, d’une assistance médicale a la procréation (AMP), ou
en vue de la préservation ou de la restauration de sa fertilité » (article L.2141-11 du code de

la santé publique). Récemment, I’équipe de Choux C et al. précise les modalités pratiques de
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Tableau 5

Catégorie

Immuno-
suppresseurs

Molécule Exposition paternelle Fertilité masculine
Azathioprine Mutagéne théorique :  Pas d’effet

Arrét 3 mois avant

conception, Possible si

impossibilité de

substitution
Ciclosporine Conception possible Pas d’effet
Tacrolimus
Cyclophosphamide Données insuffisantes  Infertilité

: Autoconservation a
prévoir, arrét 3 mois
avant conception

Léflunomide

Conception possible

Pas d’effet

Méthotrexate

Mutagéne théorique :
autoconservation a
prévoir ou arrét 3
mois avant conception

Altérations réversibles des
parameétres spermatiques :
Autoconservation a
proposer

Mycophénolate mofétil

Mutagéne théorique :
autoconservation a
prévoir ou arrét 3
mois avant conception

Pas de variation connue
des parameétres
spermatiques

Sirolimus
Evérolimus

Peu de données:

Eviter la conception
sous traitement

Altérations réversibles des
parameétres spermatiques :
Autoconservation a
proposer

Adalimumab

Conception possible

Pas de données

biothérapies

canakinumab,
eculizumab, rituximab,
tocilizumab, ustekinumab

L. Infliximab Conception possible Pas de données
Biothérapies
anti-TNF Etanercept Pas de données Pas de données
Golimumab Pas de données Pas de données
Abatacept, anakinra, Pas de données Pas de données
belimumab,
Autres

Gonadotoxicité au cours des traitements des pathologies dysimmunitaires et indications

de préservation de la fertilité
(D'aprés Choux C et al. 2018)




préservation de la fertilité nécessaire ou non en cas de traitement immunosuppresseurs
(Choux et al., 2018) (Tableau 5). Ainsi, avant la mise en route de tous traitements
potentiellement gonadotoxiques, voir tératogene, il est nécessaire de réaliser une
cryoconservation des spermatozoides du fait des risques d’aneuploidies, des fausses couches

voire des malformations potentielles pour la génération a venir.

f. Les pathologies du tractus génital masculin
Il existe de nombreuses pathologies du tractus génital masculin pouvant impacter la qualité
nucléaire spermatique. On retrouve tout particulierement les infections, anomalies de
migration du testicule, la varicocéle et la torsion testiculaire. Elles peuvent s’accompagner de
conditions thermiques défavorables avec une augmentation de la température scrotale
entre 1.5°C et 2.5°C, I'environnement est alors généralement fortement oxydé associée a

une inflammation voire une surinfection.

e Les infections du tractus génital masculin
Plusieurs types de microorganismes peuvent étre retrouvés dans le tractus uro-génital chez
I’'homme en portage chronique ou bien avec une symptomatologie clinique ou spermatique
plus ou moins bruyante. Dans le contexte d'infection, I'agent pathogene lui-méme peut
induire une génération accrue de ERO ou bien les cellules de l'inflammation environnantes
pourraient générées des ERO par respiration consommant ainsi les antioxydants présents.
Les leucocytes du sperme sont des polynucléaires neutrophiles (60 %) et les macrophages
(20-30%). Une large proportion de ces leucocytes peroxydase-positifs proviennent de la
prostate et des vésicules séminales. Sous |'action de divers stimuli intracellulaires ou
extracellulaires de nature inflammatoire, ils peuvent décharger jusqu’a 100 fois plus de ERO
qu’habituellement (Agarwal and Said, 2003). La leucospermie (présence de plus de 1 million
de cellules peroxydase positives par millilitre de sperme) génére un stress oxydant capable
d’endommager les spermatozoides. Plusieurs études ont montré une corrélation entre
spermogramme altéré et des niveaux anormalement élevés de ERO, d’IL-6, d’'IL-8 et de
TNF(Nandipati et al., 2005 ; Lavranos et al., 2012). Les polynucléaires neutrophiles (PNN)
sont la source principale, ils produisent I’anion superoxyde (0;") via la nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate hydrogene (NADPH) oxydase. C'est |'explosion respiratoire
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FIGURE 40
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permettant la défense contre les microorganismes du phagocyte dans I'immunité innée. Il
est maintenant admis que la présence d’une leucospermie aboutie a un état de stress
oxydant avec des répercussions quantitatives et qualitatives sur les caractéristiques
spermatiques ainsi que sur les issues des tentatives d’AMP (Damirayakhian et al., 2006;
Fraczek and Kurpisz, 2015). En effet, la SOD et le peroxyde d’hydrogéne sont produits par
exemple par la bactérie Ureaplasma Urealiticum fréquemment retrouvé dans le liquide
séminal (Potts et al., 2000). La présence de cette méme bactérie est retrouvée associée a
une augmentation significative de la peroxydation des lipides et de diminution de la mobilité
spermatique (Collodel et al., 2015). De plus, une récente étude confirme I'augmentation
significative de la fragmentation de ’ADN spermatique en cas de bactériospermie ainsi que
des anomalies significatives des parameétres spermatiques notamment la concentration, la

mobilité progressive et totale et la condensation du noyau spermatique (Zeyad et al., 2018).

e Exemple de la varicocele
La présence de varicocele est fréquemment retrouvée dans la population générale (15%),
associée a une infertilité primaire dans 35% (Roque and Esteves, 2018). Elle est souvent
asymptomatique mais peut s’accompagner d’une altération de la spermatogenese.
Les anomalies retrouvées au spermogramme sont une oligospermie et une
asthénozoospermie. Ces anomalies ne sont pas constantes. La majorité des hommes
porteurs d’une varicocele sont fertiles, particulierement les adolescents, bien qu’ils aient
une numération de spermatozoides légérement plus faibles que la population générale
(Lopez and Varlet, 2009). Des anomalies de compaction de I’ADN spermatiques ont aussi été
rapportées, ainsi qu’une baisse significative du taux de grossesse et de naissance vivante en
cas de varicocele (Shiraishi et al., 2012; Gual-Frau et al., 2015). Six mois aprés une prise en
charge chirurgicale optimale, on observe une amélioration des paramétres spermatiques,
notamment de la mobilité et de la tératozoospermie ainsi que des taux de grossesses

(Mansour Ghanaie et al., 2012 ; Figure 40).

g. Les pathologies systémiques
Les ERO jouent un réle important dans la pathogenése de diverses maladies menant a des
réactions en chaines (Bisht and Dada, 2017 ; Figure 41).
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FIGURE 41
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Les cytokines sont des médiateurs solubles produits par les cellules lymphoides et non
lymphoides qui jouent un réle clé dans les différentes phases des processus innés et acquis
de réponses immunitaires. On les retrouve dans le liquide séminal en cas d’inflammation ou
d’infection. Dans la dynamique inflammatoire des cytokines, pléthores d’effets sont
retrouvés. Par exemple, le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) est présent comme
déclencheur inflammatoire initial, mais il est également un inducteur de chimiokines,
participe au chimiotactisme des neutrophiles, améliore I'effet final toxique en induisant
I'apoptose. L'interleukine-6 (IL-6) participe au déclenchement de I'inflammation, mais elle
provoque également |'activation et la différenciation des leucocytes et participe a I'effet
toxique final par surproduction d’ERO. L’interleukine-8 (IL-8) participe au chimiotactisme des
neutrophiles vers le site enflammé et active les neutrophiles vers la phagocytose. Ainsi, les
cytokines ont un réle multifactoriel qui peut perturber la fonction de la glande accessoire
male et étre corrélé a une anomalie des caractéristiques spermatiques, persistant plusieurs
mois apres un traitement bien conduit (Comhaire et al., 1999; Ochsendorf, 1999). Ainsi, un
état de stress oxydant est retrouvé lors de toute pathologie locale ou systémique

inflammatoire aigue ou chronique.

Aux niveaux physiologiques, les ERO ont un role essentiel de médiateurs de signalisation
cellulaire, de maintien de I’homéostasie du systeme cardiovasculaire et de régulation des
fonctions vasculaires telles que I'inflammation vasculaire dans I'athérogenése, la relaxation
et la contraction des cellules musculaires lisses. En effet, les oxydations des LDL sont a
I'origine de l'initiation de I'athérosclérose. De nombreux auteurs ont montré le réle du stress
oxydant dans la pathogenése des maladies cardiovasculaires telles que les maladies
coronariennes, I'athérosclérose, les lésions ischémiques de reperfusion, les
cardiomyopathies, I'arythmie et I’hypertension. Néanmoins, les facteurs de risque cardio-
vasculaires sont aussi des facteurs de risques de stress oxydant. C’'est pourquoi, ces facteurs
communs augmentent nettement la production de ERO vasculaires et cause des dommages
oxydants systémiques par le mécanisme sous-jacent commun impliquant
dysfonctionnement mitochondrial, dégradation d'enzymes, dommages cellulaires et

apoptose (Lakshmi et al., 2009).
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La peroxydation des lipides ainsi que les caractéristiques spermatiques de la numération,
mobilité progressive ainsi que le pourcentage de forme typique sont retrouvés
significativement plus altérés chez les patients diabétiques déséquilibrés (hémoglobine
glyquée >10%) versus les patients présentant un diabéete bien contrélé (La Vignera et al.,
2012). La suralimentation, la sédentarité en cas de diabéte de type 2 abouti a une surcharge
de glucose et d’acide gras, menant a une surproduction de ERO. Récemment, I'équipe de
Condorelli rapporte une dégradation des caractéristiques spermatiques chez les patients
diabétiques. En cas de diabéte de type 2, I'inflammation chronique avec une augmentation
important de leucocyte dans I'éjaculat. Celle-ci mene a un état de stress oxydant, traduit par
une peroxydation lipidique élevée et présente comme répercussions une baisse de la vitalité
spermatique et une augmentation de la fragmentation de I’ADN spermatique. A contrario en
cas de diabéte de type 1, les voies épididymaires sont particulierement touchées,
aboutissant a une hypospermie et une mobilité spermatique abaissée (Condorelli et al.,

2018).

h. Les procédures d’AMP
Les étapes de centrifugation et de lavage isolent les spermatozoides de la protection
antioxydante que constitue le fluide séminal. Elles sont connues depuis longtemps pour étre
source de dommages oxydants (Agarwal et al., 1994). A cela s’ajoute un stress mécanique,
sur les gametes, stimulant la production de ERO (Henkel and Schill, 2003; Henkel et al., 2005;
Cocuzza et al., 2007; Tremellen, 2008). L'incubation prolongée dans des milieux capacitants
sans antioxydants génére une forte accumulation d’ERO. Il a été démontré qu’une
atmosphere réduite en Oz (5 % au lieu de 20 % en atmosphere normale) améliore la survie
des spermatozoides et leur pouvoir fécondant en réduisant la production de ERO (Griveau

and Le Lannou, 1997a, 1997b; Griveau et al., 1998).

La cryopréservation des spermatozoides est actuellement une méthode quotidiennement
utilisée pour la préservation de la fertilité masculine. Elle permet de maintenir la viabilité des
spermatozoides durant une longue période (Feldschuh et al., 2005). L'autoconservation est

réalisée avant toute mise en route prise en charge ou mise en route d’un traitement
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potentiellement stérilisant (chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie, chirurgie ou traitement
médicamenteux a risque). Depuis plus de 30 ans, en France les CECOS représentent
I'infrastructure clinico-biologique gérant les autoconservations et de don de gameétes.
Malgré les progrés dans le domaine de la cryobiologie, les étapes de congélation et de
décongélation affectent toujours l'intégrité des spermatozoides occasionnant alors des
troubles de la fécondation. En effet, au cours de la cryopréservation, les spermatozoides
sont soumis a un stress physique lié aux chocs thermiques et aux variations d’osmolarité
dues a l'addition et au retrait du milieu cryoprotecteur. La cryopréservation des
spermatozoides induit a la fois une forte production de ERO et une diminution de la quantité
et de l'activité des antioxydants lors des étapes de congélation et décongélation (Watson,
2000). Il s’ensuit alors une diminution forte de la proportion de cellules vivantes et des
modifications structurales, notamment au niveau membranaire, et fonctionnelles qui se
traduisent par une diminution de la vitalité, de la mobilité et du pouvoir fécondant (Agarwal
et al., 2008b). L'induction de ce stress oxydant entraine des perturbations au niveau des
membranes plasmique, acrosomique et mitochondriale, ainsi que de I'’ADN des
spermatozoides, et finalement peut conduire a leur mort par apoptose (Pons-Rejraji et al.,
2009). En effet, apres décongélation, il existe un accroissement de la fraction de
spermatozoides présentant des signes caractéristiques de I'activation de la voie intrinséque
de I'apoptose, et une fragmentation de I’ADN au niveau nucléaire (Zribi et al., 2010). Une
forte proportion des spermatozoides cryopréservés ne sont pas viables (en moyenne 50 %).
De plus, il est toujours observé apres décongélation une augmentation du taux de
spermatozoides sans acrosome (Cormier et al., 1997). Il a également été observé qu’une
fraction des spermatozoides congelés vivants posséde des caractéristiques similaires a celle
de la capacitation des spermatozoides frais: la cryocapacitation. Les spermatozoides
capacités prématurément ou ayant fait leur réaction acrosomique ont un temps de survie
limité, et ont un pouvoir fécondant réduit de maniére significative, diminuant d’autant la
probabilité de réussite de la fécondation (Medeiros et al., 2002). Ces résultats sont d’autant
plus importants que lors des procédures d’ICSI, les barrieres naturelles de sélection que sont
la zone pellucide et la membrane plasmique ovocytaires sont éliminées (Agarwal et al.,

2008a; Tremellen, 2008).
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V. Prise en charge des anomalies nucléaires spermatiques

V.1. Supplémentation AO orale

De nombreuses études montrent une amélioration de la qualité du sperme suite a la prise
d’une supplémentation en antioxydants (Agarwal and Said, 2003; Agarwal et al., 2008a; Chi
et al., 2008). Néanmoins, ces résultats doivent étre interprétés avec une certaine réserve. En
effet, peu de travaux sont réalisés en double aveugle avec l'utilisation d’un traitement
placebo. Les posologies et les durées de traitement, les caractéristiques de sujets inclus sont
variables. Il faut cependant mettre en évidence que la présence excessive d’antioxydants
entraine un déséquilibre la balance pro/antioxydants induisant des effets délétéres sur la
fertilité masculine, tels qu’une condensation insuffisante de I'ADN, des problémes de
maturation et une action pro-oxydante de certains antioxydants comme par exemple 'a-
tocophérol (Cocuzza et al., 2007; Ménézo et al., 2007).

Une supplémentation alimentaire en vitamines C et E et en micronutriments tels que le
folate, le zinc et le sélénium, améliore la qualité des spermatozoides en diminuant la
fragmentation de I’ADN et la peroxydation lipidiqgue membranaire et augmente ainsi le taux
de grossesses (Greco et al., 2005; Agarwal et al., 2008a). Un essai thérapeutique randomisé
en double aveugle a démontré que l'injection intramusculaire quotidienne de 600 mg de
glutathion pendant deux mois améliorait la mobilité et la morphologie des spermatozoides
chez des hommes infertiles porteurs d’une varicocele unilatérale, ou d’'un syndrome
inflammatoire génital associé a un spermogramme altéré (Showell et al., 2011).

Une méta-analyse Cochrane en 2014 a permis d’éclairer |'utilisation de cocktails d’AO pour le
traitement de I'hypofertilité masculine. Elle rapporte une augmentation significative du taux
de grossesse chez les hommes prenant des antioxydants. Ainsi, 96 grossesses ont été
enregistrées dans 15 articles sur 964 couples considérés (Showell et al., 2014). L'utilisation
des antioxydants était associée a une augmentation significative du taux de grossesses par
rapport au groupe témoin (OR: 4,18, IC: 2,65-6,59). Trois articles analysaient les taux de
grossesses menées a terme. Vingt grossesses étaient retrouvées sur un total de 214 couples.
Le traitement antioxydant de ’homme augmentait de facon significative le taux de grossesse
menées a terme, par rapport au groupe controle (OR: 4,85, IC: 1,92-12,24). De plus, la
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FIGURE 42

Nutrition et fertilité

Les facteurs liés a la nutrition associés a l'infertilité masculine. rapportés par Salas Huetos et
al. 2017. Différentes couleurs indiquent le type d'association avec infertilité masculine:
association positive en vert et association négative en orange (D’aprés Salas Huetos et al.
2017)



mobilité des spermatozoides a 3, 6 et 9 mois de traitement est améliorée. Les études a 3
mois (n =302 dans le groupe traité par antioxydants, n=212 dans le groupe contréle)
montraient une amélioration de la mobilité des spermatozoides dans le groupe traité. En
dépit des effectifs plus faibles suivis a 6 et 9 mois, une amélioration de la mobilité des
spermatozoides était confirmée a 6 et 9 mois. En outre, a 6 et 9 mois de traitement aucun
effet significatif concernant la concentration des spermatozoides a 3 mois (7 articles incluant
320 patients) n’a été rapporté. En revanche, I'amélioration de la concentration des
spermatozoides dans le groupe traité par rapport au groupe placebo devenait significative a
6 mois de traitement (6 articles, n=825) et 9 mois (3 articles, n=322). Enfin, un effet
bénéfique de l'apport en vitamine E et C sur le taux de fragmentation de I’ADN du
spermatozoide a été rapporté dans un seul article. Cette méta-analyse ne retrouve pas
d’effets indésirables des traitements AO.

Récemment, Salas-Huetos et al., ont mis en évidence qu’une alimentation saine des hommes
peut améliorer la qualité du sperme et les taux de fécondité. Ainsi les régimes sains riches en
certains nutriments tels que les acides gras oméga-3, certains antioxydants (vitamine E,
vitamine C, B-caroténe, sélénium, zinc, cryptoxanthine et lycopéne), d’autres vitamines
(vitamine D et folate) et pauvres en acides gras saturés et en acides gras trans sont associés
a des caractéristiques spermatiques normales. Poissons, fruits de mer et fruits de mer,
volaille, céréales, légumes et fruits, produits laitiers maigres et écrémeés le lait sont corrélés
positivement a plusieurs parametres spermatiques. Cependant, les régimes riches en viande
transformée, en soja, en pommes de terre, en produits laitiers, fromage, café, alcool,
boissons sucrées et sucreries ont été associés a des anomalies du spermogramme. En ce qui
concerne la fécondité, une consommation élevée d’alcool, de caféine et de viande rouge par
les hommes a une influence négative sur les chances de grossesse ou les taux de fécondation

(Salas-Huetos et al., 2017 ; Figure 42).

V.2. Supplémentation des milieux

Aujourd’hui la plupart des milieux de congélation contiennent des AO. L'addition
d’antioxydants (vitamines C et E, glutathion, hypotaurine, albumine ou N-acétyl-cystéine)

dans les milieux d’incubation ou de conservation protege significativement les
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spermatozoides de la fragmentation de ’ADN, de la peroxydation lipidique et de la perte de
motilité. La supplémentation en SOD et en catalase dans les milieux de cryopréservation et
d’incubation induit une diminution du stress oxydant et améliore la motilité et la qualité des
spermatozoides (Rossi et al., 2001; Agarwal and Said, 2003; Henkel and Schill, 2003; Chi et
al., 2008; Tremellen, 2008).

Dans la littérature les auteurs s’accordent a dire que les antioxydants préviennent la
réduction de la qualité spermatique comme la mobilité et la vitalité, ou encore des
dommages causés a I’ADN (Agarwal et al., 2008a). Une étude récente menée dans le service
d’AMP du CHU Estaing de Clermont-Ferrand dans le cadre d’un protocole hospitalier de
recherche clinique, et paru en 2013, visait a évaluer simultanément les avantages d’une
migration sur gradient de densité avant ou aprées cryopréservation, et les effets d’une
supplémentation en hypotaurine des milieux utilisés lors des traitements et de Ia
cryopréservation des spermatozoides (Brugnon et al., 2013). La faible concentration
d’hypotaurine et la concentration élevée de taurine dans les spermes des patients infertiles
rapportées dans I’étude de Holmes et al. 1992, suggére que |'oxydation de I'hypotaurine en
taurine s’est produite. Le manque d’hypotaurine dans les spermes de ces patients pourrait
expliquer que leurs spermatozoides sont moins protégés contre le stress oxydant occasionné
par la congélation (Holmes et al., 1992). Brievement, les résultats de notre équipe montrent
un effet bénéfique de I’hypotaurine sur la vitalité des spermatozoides et le nombre de
spermatozoides ne présentant pas de marqueurs apoptotiques (externalisation de la
phosphatidylsérine au niveau de la membrane plasmique, élévation du potentiel
mitochondrial et fragmentation d’ADN spermatique). De plus, la supplémentation en
antioxydant a réduit significativement les altérations de la membrane plasmique suite a une
congélation-décongélation, d’autant plus quand une migration sur gradient de densité a été
réalisée avant la congélation (Brugnon et al., 2013). Il est a noter un manque d’études
prospectives randomisées comparant a un placebo, les différentes supplémentations aussi
bien orales ou des milieux de congélation. Amidi et al. dans une revue récente confirme les
bénéfices apportés par les supplémentations orales ou dans les milieux de congélation en
AO comme les vitamines C et E, le glutathion, SOD, CAT.. voir méme avec une

supplémentation naturelle issue des plantes (Amidi et al., 2016).
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V.3. Prise en charge globale et adaptée

La prise en charge des patients infertiles doit étre globale, voir multidisciplinaire et adaptée
a chaque patient. Les étiologies des dommages a I’ADN spermatique doivent étre
recherchées pour pouvoir poser un diagnostic. Les étiologies évitables liées au mode de vie
ou a des consommations de toxiques doivent étre corrigées (www.mangerbouger.fr).
L'équipe d’Oostingh en 2017, valide par son étude lI'impact fondamentale de la qualité
alimentaire sur la fertilité masculine. Il retrouve une corrélation entre un régime alimentaire
sain et des parameétres spermatiques normaux (Oostingh et al., 2017). La consommation
insuffisante en légumes, fruits, céréales, en oméga 3 et riche en matiére grasses, pommes
de terre, acides gras saturés, sucre et alcool s’avere délétere pour la fertilité masculine
(Salas-Huetos et al., 2017). Aux Pays-Bas, grace a une pris en charge globale personnalisée
du couple en période périconceptionnelle, dans I'objectif d’améliorer I'alimentation et le
mode de vie, des résultats bénéfiques ont été observés en termes de grossesse (van Dijk et
al., 2017). Ainsi, dans le PNNS (Plan National Nutrition Santé), lancé en 2001, la nutrition
correspond a I'équilibre entre les apports liés a I'alimentation et les dépenses occasionnées
par l'activité physique. Ce plan de santé publique vise a améliorer I'état de santé de la
population mais est totalement adapté a la fertilité. Il ne doit pas étre exclusivement
masculin. La femme doit aussi suivre une bonne hygiéne de vie pour optimiser ses chances
de grossesse. L'OMS recommande en préconceptionnel une supplémentation orale
quotidienne en acide folique (0.4 mg) en prévention primaire des malformations du tube

neural comme le spina bifida.
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Matériels et Méthodes
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I. Patients et prélevements

Les échantillons spermatiques ont été obtenus de patients venus au laboratoire de
spermiologie et de biologie de la reproduction au CHU de Clermont-Ferrand pour réaliser
des examens spermiologiques ou pour une prise en charge dans le cadre d’une infertilité en
AMP.

Auparavant, les patients ont été vus en consultation par un biologiste pour les informer des
objectifs et du déroulement du projet de recherche, en accord avec la déclaration d’Helsinki
de 1975 sur l'expérimentation humaine. Un consentement éclairé et une notice
d’information écrite sont établis et remis a la fin de la consultation, quant a l'utilisation des
échantillons biologiques en recherche. Lors de linclusion, une consultation médicale a
permis de préciser les caractéristiques cliniques des patients et de la tentative dans le
logiciel JFIV (Age, IMC, consommation de toxiques, type d’infertilité, antécédents médicaux,
traitements).

Les prélevements sont alors inclus au CRB Germethéque et sont conservés et utilisés dans le
but de la recherche scientifique et du développement biotechnologique. Ce projet ayant été
soumis et validé par le comité scientifique du CRB (CPP Sud-Est 6, DC2008-DC58). Aucune
indemnisation n’était prévue, étant donné que les analyses sont réalisées sur les reliquats du

sperme.

Il. Traitements des échantillons et examens de spermiologie diagnostique

Il.L1. Mesure des parameétres conventionnels spermatiques par spermogramme-

spermocytogramme

Le recueil et I'analyse spermiologique ont été réalisés selon les recommandations de I'OMS
2010. L'éjaculat a été obtenu par masturbation en respectant 2 a 7 jours d’abstinence
sexuelle. Apres liquéfaction (20 a 60 min a 37°C dans une étuve seche), une analyse
spermiologique a été réalisée. Elle visait a quantifier et qualifier le volume, le pH et la
viscosité de [’éjaculat, ainsi que le nombre (numération) et la concentration des

spermatozoides et de cellules rondes, la proportion des spermatozoides vivants et mobiles.
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La numération de spermatozoide a été déterminée par comptage en cellule de Thoma. La
mobilité des spermatozoides a été appréciée entre lame et lamelle avec détermination du
pourcentage de spermatozoides rapides et progressifs (a); lents et progressifs (b) ; mobiles
et non progressifs (c) et immobiles (d). Enfin, la vitalité a été estimée aprés coloration a
I’éosine nigrosine (Kit Vitalscreen, FertiPro, JCD, France). Un compte des cellules rondes
(cellules germinales et polynucléaires neutrophiles) a été réalisé sur cellule de Thoma et le
pourcentage de polynucléaires neutrophiles a été apprécié aprés une coloration a la
benzidine-cyanosine (Kit Leucosreen, FertiPro, JCD, France).

Selon les derniéres recommandations de 'OMS en 2010 (“WHO | WHO laboratory manual
for the examination and processing of human semen,” 2010), un sperme normal présente les
caractéristiques suivantes : volume21,5ml ; pH>7,2 ; nombre total de spermatozoides par
éjaculat>39.10° spermatozoides par éjaculat ; concentration de spermatozoides>15.10°
spermatozoides/ml ; vitalité>58% ; mobilité totale (a+b+c)240% et progressive (a+b)=>32%.

Le spermocytogramme, examen cytologique des spermatozoides, a été pratiqué sur des
cellules fixées sur une lame, apres coloration modifiée de Harris-Shorr. Cet examen permet
notamment de détecter une éventuelle tératozoospermie qui se caractérise par la présence
de moins de 4% de spermatozoides de forme typique (morphologie normale) ainsi que
I'index de tératozoospermie (TZI) (somme des anomalies constatées sur chaque
spermatozoide vs le nombre de spermatozoides observés) selon la classification de Kruger

(Menkveld et al., 1996).

I1.2. Le test de migration survie

Les spermatozoides ont été sélectionnés et séparés du liquide séminal par une migration sur
gradient discontinu de densité (Test de migration survie ou TMS). Cette sélection a été
réalisée par l'utilisation du milieu Puresperm® (Nidacon International, Molndal, Suéde)
100%, dilué avec du milieu Sperm Preparation® (Origio Malov, Danemark) équilibré (5% CO,,
37°C, pendant 4h) pour obtenir un gradient a deux couches : 90 et 45%. La suspension de
sperme a été déposée sur ce gradient a 2 couches et soumis a une centrifugation (750g, 20

min, a température ambiante- TA). La fraction de haute densité contenant le culot de
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FIGURE 43
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Résumé des techniques employées pour le marquage de la qualité nucléaires
spermatiques

Oxydation de 'ADN spermatique : Immunodétection en cytométrie en flux du 8-OHdG.
Le seuil pathologique correspond a l'association d’un taux de spermatozoides oxydés
supérieur a 65,8% et d’'une moyenne d’intensité de fluorescence (MIF) supérieur a 552 UA

(unités arbitraire) selon Vorilhon et al. 2018.

Fragmentation de I'ADN spermatique : Technique TUNEL (Terminal deoxynuclotidul
transferase dUTP nick end labeling). La détection est réalisée par cytométrie en flux. Le
seuil pathologique est établi a un taux spermatozoides fragmentés supérieur a 16,8%,
selon Sharma et al. 2016.
Compaction de ’ADN spermatique : CMA3. La détection est réalisée par un microscope a
épifluorescence. Le seuil pathologique est établi a un taux de spermatozoides compactés
supérieur a 30% selon Sakka et al. 1998.




spermatozoide a été récupérée puis lavée dans 3ml du milieu Sperm Preparation® équilibré

a 750g, durant 8 min a TA.

I1.3. La congélation — décongélation des spermatozoides

Les spermatozoides ont été congelés dans du milieu cryoprotecteur Cryosperm® (Origio
Malov, Danemark) selon les recommandations du fournisseur. Le milieu cryoprotecteur a été
ajouté progressivement, volume a volume, a TA. Aprés 15 min d’équilibration, les
échantillons ont été conditionnés dans des paillettes de haute sécurité de 300ul
(CrybiosystemTM, France) identifiées au préalable. Puis la congélation programmée des
paillettes a été réalisée a I'aide du congélateur programmable Nano-Digitcool®
(CryobiosytemTM, France). Le programme de congélation a été progressif (programme
informatisé) et contrélé. Les paillettes sont ensuite plongées dans |'azote liquide et
conservées dans de I'azote liquide jusqu’a décongélation dans une cuve de stockage dédiée

a-196°C.

Lors de la décongélation, les paillettes ont été placées a I'étuve a 37°C pendant 1 min. Puis
une addition lente et progressive de milieu Sperm Preparation® a été réalisée afin
d’effectuer un premier lavage par centrifugation (750g, 5min, TA) qui permet d’éliminer le
cryoprotectant. Enfin, un autre lavage a été réalisé avant aliquotage des spermatozoides

pour les différentes analyses.

lll. Mise au point et analyses des altérations nucléaires spermatiques

La figure 43 résume les techniques employées dans mon travail de these pour les marquages

de qualité nucléaire spermatique.

1. Oxydation de ’ADN spermatique par immunodétection du 8-OhdG

Cette technique a été optimisée durant le par cours de cette thése. En effet, nous avons mis

au point I'immunodétection du 8-OHdG pour le spermatozoide humain, a partir d'un
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protocole développé chez la souris (Noblanc et al, 2013) utilisant un marquage
« peroxydase » et une révélation par microscopie visible. Le passage a la détection via
immunohistochimie fluorescente et I'automatisation de I|’évaluation via le recours a la
cytométrie en flux demandé de nombreux ajustements pour étre reproductibles et robustes,
notamment la décondensation du noyau, la fixation et la conservation des spermatozoides,

ainsi que la mise au point des controles positifs et négatifs.

Dénaturation et fixation des spermatozoides

Dix millions de spermatozoides par conditions ont été lavés par centrifugation dans du PBS
1X (solution saline tamponnée au phosphate, pH 7,4) a 1000 g pendant 5 min. Les
spermatozoides ont été remis en suspension dans un tampon de décondensation composé
de dithiothréitol a 2 mM et de Triton X-100 a 0,5%, puis incubés 10 min a TA dans
I'obscurité. Chaque échantillon est divisé en trois fractions comprenant : un contréle négatif,
un contréle positif et I’échantillon test. Pour le contréle positif les spermatozoides ont été
traités pendant 1h a TA dans |'obscurité avec une solution de H.0; a 8M. Apres un lavage
dans du PBS 1X-Triton X-100 a 0,1%, la fixation a été réalisée dans du paraformaldéhyde a
4% a 4°C pendant 15 min. Afin d’estimer la stabilité de la fixation dans le temps, des
spermatozoides dénaturés et fixés ont été stockés dans une solution de PBS 1X - Azide de
sodium a 0,01% (Merck Millipore, Darmstadt, Allemagne) pendant 15 et 30 jours dans des

conditions d'obscurité a 4°C.

Protocoles | et Il : Immunodétection par microscopie, mise au point technique et validation
intra-méthodes

Les spermatozoides fixés ont été remis en suspension dans du PBS 1X et répartis sur la lame
Super Frost® (Thermo Scientific). L'inactivation des peroxydases d'endogene a été réalisée
par une incubation dans du H;0, a 0,3% pendant 30 min. Aprés un lavage, les
spermatozoides ont été incubés dans une solution de saturation (NGS 1,5%, sérum de chévre
normal) a TA pendant 30 min. L'incubation avec I'anticorps primaire, I'anticorps monoclonal
(1:2000) 8-OHdG (ADN/ARN Dammage Anticorps-15A3, NB110-96878, Novus biologique,
France) a été effectuée pendant une nuit a 4°C. L'incubation avec les anticorps secondaires a
été réalisée pendant 1h avec de la Peroxydase de raifort [HRP] PARIS Anticorps, France) pour

le protocole | (1:500) pour I'lgG anti-souris, ou avec (1:1000) IgG anti-souris de chévre Alexa
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Fluor®488 Anticorps (H+L) (Molecular Probes®, Eugene, USA) pour le protocole Il. La
détection du signal a été obtenue en utilisant le kit de substrat Vector Nova Red pour la
révélation de la peroxydase (Vector Laboratories, AbCys, Paris, France) pour le protocole I.
Chaque échantillon a été étalé sur deux lames et lu par deux observateurs différents en
aveugle (200 spermatozoides par lame). Les images ont été acquises avec une caméra
numérique Carl Zeiss Axiocam sur un microscope Zeiss Axioplan 2 (Carl Zeiss, Allemagne). Les
objectifs utilisés étaient Zeiss X40 et X63. L'acquisition des images a été réalisée avec Zeiss

Axiovision et analysée avec Image J (Institut national de la santé des Etats-Unis).

Protocoles Il et IV : Détection par microscopie a épifluorescence et cytométrie en flux
(CFM), validation intra-méthodes

Pour le protocole Ill, aprés un lavage et une saturation en NGS a 1,5% a TA pendant 1h, les
spermatozoides ont été incubés avec I'anticorps monoclonal (1/1000) anti-8-OHdG
(ADN/ARN Dammage Anticorps-15A3, NB110-96878, Novus biologique, France) pendant une
nuit a 4°C. Un anticorps secondaire a été appliqué pendant 90 min a TA dans |'obscurité
(anticorps Alexa Fluor®488 de chévre anti-IgG de souris (H+L), Molecular Probes®, Eugene,
USA). Pour le protocole IV, nous avons utilisé le test commercialisé « OxyDNA assay » selon
les recommandations du fabricant (EKF Diagnostics, Biotrin International, Dublin, Irlande).
Toutes les analyses de CMF ont été effectuées sur un SORP BD FACSAria (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, Etats-Unis) en utilisant une buse de 85 pm. Le cytometre était équipé de 5
lasers. Nous avons utilisé un laser ultraviolet (UV) (OPSL 3.6, 355nm, 100mW, Coherent), un
laser bleu (Sapphire, 488nm, 100mW, Coherent) et un laser rouge (OBIS, 633nm, 100mW,
Coheren). L'acquisition et I'analyse des données ont été réalisées a I'aide de BD FACSdiva 7.0
et d'Infinicyt Software (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Etats-Unis). Au moins 50 000
événements par échantillon ont été enregistrés. Les parametres morphologiques FSC
(forward-scattered light) et SSC (side-scattered light) ont été détectés sur une échelle
linéaire. En utilisant le Pl (lodure de Propidium) et le Hoechst, les spermatozoides morts et
anucléés ont été exclus. Un seuil positif a été établi grace aux controles négatifs et positifs,
nous permettant d'identifier le pourcentage de spermatozoides avec un ADN oxydés pour
chaque patient et une moyenne d’intensité de fluorescence (MIF=Mean Intensity of

Fluorescence). Les patients présentant un pourcentage de spermatozoide oxydé supérieur a
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65,8% associé a une MIF supérieure a 552 ua (unité arbitraire) ont été notés dans mon

travail « Oxydation + » par rapport au groupe « Oxydation - » (Vorilhon et al., 2018).

Expérience de compétition

Pour évaluer la spécificité, la sensibilité et comparer les deux méthodes en FCM, des tests de
compétition ont été réalisées. La 3-désoxyguanosine (3-dG) et la 2'-désoxy-8-
hydroxyguanosine exogenes (8-OH-dGuo, Institut Biolog Life Science, Bremen, Allemagne)
ont été incubées a I'obscurité avec I'anticorps primaire du protocole Ill et FITC -conjugué
dans le protocole IV. A partir d'une concentration initiale de 50 mM (PBS 1X et DMSO,
diméthysulfoxyde), différentes concentrations ont été utilisées : 50 nmol, 500 nmol, 1 umol

et 2,5 umol.

2. Fragmentation de I’ADN spermatique

e Technique TUNEL

La fragmentation de ’ADN peut donner des cassures simples ou doubles brins qui peuvent
étre détectées en marquant les terminaisons 3’-OH libres avec des nucléotides modifiés (d-
UTP: deoxyuridine triphosphate) lors d’une réaction par I'enzyme terminale
désoxynucléotidyl transférase (TdT). La technique TUNEL (Terminal deoxynuclotidul
transferase dUTP nick endlabeling) consiste en un marquage de ces extrémités médiées par
la TdT. La mesure de fragmentation de I’ADN des spermatozoides est réalisée a |'aide du Kit
de détection TUNEL (Cell Death Kit detection POD®, Roche, France).

Aprés lavage par centrifugation (500g, 5 min, TA, PBS), 1.10° spermatozoides ont été fixés
dans une solution de paraformaldéhyde 4%. Apres lavage dans du PBS-BSA 1%, les
spermatozoides ont été resuspendus dans une solution de perméabilisation contenant 0,1%
de Triton-X dans 0,1% de sodium citrate durant 3 min dans de la glace. Aprés lavage (500g, 5
min, TA), la réaction de marquage est réalisée une incubation d’l1 heure a 37°C des
spermatozoides dans 100ul d’une solution contenant 50ul de la solution enzymatique (Tdt,
Roche, France) et 50ul de la solution de marquage (dUTP, Roche, France) fournies dans le kit.
Puis, la suspension cellulaire est lavée dans du PBS-BSA 1% et contremarquée par du Pl afin

de contréler I'efficacité de la perméabilisation. L’analyse par CMF a été réalisée sur un
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minimum de 20 000 spermatozoides en utilisant un cytomeétre en flux Coulter Epics XL. Les
fluorochromes ont été excités a une longueur d’onde de 488nm par un laser argon. Les
fluorescences verte (FITC) et rouge (PI) ont été respectivement détectées en FL1 par un filtre
de bande passante de 525nm et en FL3 par un filtre de bande passante de 620nm. Les
signaux de fluorescence détectés par FL1 et FL3 ont été enregistrés aprés amplification
logarithmique et le pourcentage de cellules marquées a été calculé par le logiciel du
cytometre en flux. Avant I'analyse des échantillons a analyser, 2 types d’échantillons ont été
mesurés successivement pour le réglage du cytométre : spermatozoides non marqués,
permettant la détection de la fluorescence non spécifique (contréle négatif) ;
spermatozoides utilisés comme controles positifs pour effectuer la compensation
électronique. Le résultat rendu est exprimé en pourcentage de spermatozoides présentant
une fragmentation de ’ADN.

Une valeur référence de 16,8% de spermatozoides positifs a été observée avec une
spécificité de 91,6% et une valeur prédictive positive de 91,4% (Sharma et al., 2016). Les
patients présentant un pourcentage de spermatozoide fragmenté supérieur a 16,8% ont été

notés dans mon travail « Fragmentation + » par rapport au groupe « Fragmentation - ».

e Par Comet
Des culots de 5 millions de spermatozoides ont été lavés en PBS puis mis a sec dans un
cryotube a — 80°C. La fragmentation de I’ADN spermatique a été évaluée par un test COMET
alcalin par les laboratoires CIMAB de Barcelone et Androgen, La Coruna, Espagne, (Prof. J.
Alvarez). Les pourcentages de fragmentation de I’ADN spermatique nous ont été transmis
pour chaque patient. Les échantillons ont été expédiés vers I'Espagne sous carboglace pour

permettre une conservation optimale durant tout le transport.

1.3. Mesure de la Condensation/Protamination de la chromatine spermatique

par Chromomycine A 3

La compaction de I’ADN spermatique a été déterminée par un marquage a la Chromomycine

A3. La Chromomycine A3 est un fluorochrome qui se fixe spécifiguement sur les séquences
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riche en Guanosine-Cytosine (G-C) utilisé pour évaluer un déficit de protamination (Talebi et
al., 2008).

Apres lavage, entre 200 000 et 500 000 spermatozoides ont été étalés sur des lames de
verre, et fixés dans du méthanol /acide acétique glacial (3:1) a 4° C pendant 5 min. Pour le
marquage, les lames sont traitées pendant 20 min avec 100uL de solution de CMA3 (0,25
mg/mL de Mcllvaine buffer, pH 7,0 et 10mM de MgCI2) en chambre humide. Les lames sont
rincées dans un tampon et montées avec une solution 10% DABCO 2,2M - 90% glycérol. Un
minimum de 200 spermatozoides a été évalué en aveugle sur chaque lame par microscopie a
épifluorescence (x100) par deux lecteurs différents. Deux types de modeles de coloration
ont été identifiés, a savoir une fluorescence jaune vif de la téte du spermatozoide qui
témoigne d’'une chromatine anormalement compactée, et une coloration jaune terne qui
indique que la chromatine est normalement compactée.

La littérature fixe le seuil pathologique suivant : lorsque la valeur est supérieure a 30% de
spermatozoides positifs au test a la CMA3, on observe un taux de fécondation plus faible en
ICSI (Sakkas et al., 1996, 1998). Les patients présentant un pourcentage de spermatozoides
décondensés supérieur a 30% ont été notés dans mon travail « Décondensation + » par

rapport au groupe « Décondensation - ».

l.4. Analyse des vacuoles

Une analyse structurale et fonctionnelle des spermatozoides a été effectuée avec la
technique microscopique MSOME (motile sperm organelle morphology examination). La
suspension de spermatozoides a analyser a été déposée dans une microgoutte de 5ul de PVP
(Polyvinylpyrrolidon, Clinical Grade®, Origio, France) dans une boite en verre stérile
recouvert d’huile minérale (Ovoil®, Vitrolife, Suéde). Les spermatozoides ont été analysés en
contraste interférentiel de Nomarski avec un objectif sec de x6300 (Peer et al., 2007). Les
spermatozoides sont classés en 2 groupes a I'aide d’'un microscope inversé avec contraste de
phase d’Hoffman et de Nomarski équipé d'un micromanipulateur AM 6000 Leica (Leica,
France) : groupe anormal : présence d’une grande vacuole ou de 2 petites vacuoles ou plus ;

groupe normal : absence de vacuole ou présence d’une petite vacuole.
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lL.5. Mesure de I'expression de marqueurs de la capacitation et de I'acrosome

e Marqueurs terminaux de capacitation

La phosphorylation des protéines spermatiques a été évaluée aprés Oh et 3h d’incubation
des spermatozoides dans un milieu capacitant dans une atmospheéere a 37°C et 5% CO.. La
détection de la phosphorylation des résidus tyrosines (P-Tyr) des protéines spermatiques a
été réalisée par western blot utilisant un anticorps monoclonal de souris
antiphosphotyrosine (clone 4G10®, Upstate biotechnologie Inc, Lake Placid NY, USA).
L'intensité de la phosphorylation a été évaluée par densitométrie aprés avoir scanné les
films. Au début et a la fin de I'incubation, les spermatozoides ont été lavés avec 1 mL de HBS
1X, centrifugés (500g, 5 min) et les protéines culotées sont resolubilisées et dénaturées dans
du tampon d'électrophorése en présence d'inhibiteurs de phosphatases, pendant 5min a
100°C. L'équivalent de 250 000 spermatozoides a été déposé sur un gel d'acrylamide 7%. Les
protéines ont été séparées par migration en Sodium Dodecyl Sulfate méthode Page (SDS-
page), puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. Une coloration au Rouge
Ponceau a été réalisée au préalable afin de s’assurer que le processus de transfert c’est bien
déroulé. Les membranes ont été ensuite saturées par une solution de lait écrémé
(déshydraté) diluée dans du tampon Tris Buffer Saline (TBS) contenant 0,1% de Tween® 20
(TTBS) durant 1h a TA et sous agitation (SA) (Pons-Rejraji et al., 2009). Les membranes ont
été mises ensuite a incuber 1h a TA et SA dans une solution d'anticorps anti-
phosphotyrosines diluée au 1/10 000 dans du TTBS 1X. Elles ont ensuite été rincées dans du
TTBS puis incubées 1h (a TA et SA) dans une dilution 1/10 000 de l'anticorps anti-IgG de
souris couplé a une peroxydase (HorseRadish Peroxydase-conjugated goat antimouse IgG,
Jackson Immuno research WestGroove PA, USA). Les membranes ont été lavées dans du
TTBS et les bandes marquées visualisées par ECL (EnhancedChimiLumlinescence) apres
exposition d'un film (Scientific Imaging Film, Kodak) dans une cassette (BioMax Kodak). Afin
de relier le signal anti-phosphotyrosine a la quantité de protéines spermatiques déposée, les
mémes membranes ont été traitées selon un protocole d'immunodétection identique mais
en utilisant un anticorps anti-a-tubuline. Les films a rayon X représentant les profils de

tyrosines phosphorylées et de tubulines ont a été scannés, quantifiés par densitométrie et le
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signal anti-phosphotyrosine ayant été pondéré par le signal anti-tubuline (Pons-Rejraji et al.,

2011).

e Evaluation de I'état de I’'acrosome par PSA-FITC
L'agglutinine PSA couplée a un marqueur fluorescent (Fluorescéine IsoThioCyanate, FITC) se
lie a des résidus mannose présents dans la membrane externe et a 'intérieur de la vésicule
acrosomique du spermatozoide humain et permet ainsi de visualiser la présence de
I'acrosome en microscopie a épi-fluorescence. Apres lavage, 200 000 spermatozoides ont été
déposés sur lame, séchés puis fixés 30 min dans du méthanol 96% a -20°C. Les lames apres
fixation ont été incubées en présence d’une solution de PSA-FITC 2mg/mL - PBS 1X dans une
atmosphere saturée en humidité et a I'obscurité durant 30 min a 4°C. Les lames ont été
rincées puis séchées verticalement. Une solution 10% DABCO 2,2M - 90% glycérol a été
déposée entre lame et lamelle afin de prévenir la perte de fluorescence. Un total de 200
spermatozoides par lame a été compté par immersion (x1000) pour chaque procédure en
aveugle par 2 lecteurs. Les spermatozoides présentant une fluorescence marquée sur la
moitié supérieure de la téte (région acrosomique) ont conservé leur membrane
acrosomique, tandis que ceux dépourvus de fluorescence ou présentant une fluorescence
sur le segment équatorial sont considérés comme dépourvus de membrane acrosomique

(Bucci et al., 2013).

liL.6. Impact sur le développement embryonnaire et les issues en AMP

e Cinétique de développement embryonnaire précoce PrimoVision ™
Les étapes de la cinétique de développement embryonnaire précoce ont été observées par
deux lecteurs expérimentés, annotées et qualifiées en double aveugle par une prise continue
d’images (une image toutes les dix minutes) de I’'embryon en culture a I'aide de la technique
« Time Lapse » via des unités PrimoVision™. La culture embryonnaire a été réalisée en
milieu unique (G-TL®, Vitrolife) et en atmosphére controlé en température (37°C), Oz (5%) et
CO; (6%). L'étude de lI'impact de la qualité nucléaire des spermatozoides humains sur le
développement embryonnaire nommée PRIMOSPERMO a été réalisée dans le cadre d’un

Projet Hospitalier de Recherche Clinique (PRHC) local.
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FIGURE 44

hER

Cinétique de développement embryonnaire précoce

2 a 4 cellules 4 a 8 cellules 8 cellules a Blasto

Schéma représentatif des différentes étapes clés de I'évaluation des cinétiques de
développement embryonnaire :

*H-0 correspond a I’heure moyenne entre I'injection du premier et du dernier ovocyte.

*Le premier marqueur ( ) correspond a I'apparition du 2¢™e globule polaire, puis le pronoyau
paternel et le pronoyau maternel s’accolent ( ), se centrent ( ) puis
disparaissent ( ). Lembryon est au stade zygote, une cellule.

*Le début de la premiére division cellule est marquée , et de termine par 2Ce. Lintervalle
entre la fusion des PN et le début de la 1¢ division cellulaire est noté Lembryon est
alors au stade 2 cellules. La durée de la lere division cellulaire est notée 2Ce-2Ch.

*La durée du stade 2 cellules Cc2 correspond a la fin du stade 2 cellules jusqu’au stade 3
cellules 3C. La synchronisation de la division des 2 premiers blastoméres S2 correspond a la
durée entre le stade 3 et 4 cellules. La durée du 2°™¢ cycle cellulaire 4C-2C correspond a
I'intervalle entre le stade 2 et 4 cellules 4C.

eLa synchronisation de la 3™ phase de division cellulaire 8C-5C correspond a l'intervalle entre
le stade 5 cellules 5C et le stade 8 cellules 8C. Les passages au stade 6 et 7 cellules sont aussi
annotés 6C et 7C.

*Apres le stade 8 cellules, le début de la compaction du stade morula de 'embryon est annoté
tM. Enfin, le stade blastocyste avec le début de I'expansion de la cavité coelomique ou le
blastocele est notée B1.

*Les différents stades de blastocystes sont annotés selon la classification de Garner et
Schoolcraft, 1999; noté B2, B3, B4 et B5.

*Des anomalies de développement embryonnaire, morphologique, nucléaire ou de division
cellulaire sont aussi annotées au décours.

PHRC CHU Clermont-Ferrand PRIMOSPERMO



Les différentes étapes et intervalles mesurés sont représentés dans la figure 44.

L’horaire initial de cinétique (H-0) correspondait a I’heure moyenne entre l'injection du
premier et du dernier ovocyte en ICSI.

Les phénomeénes du développement embryonnaire que nous avons annotés étaient
I'apparition du 2eme globule polaire (2GP), puis I'observation du pronoyau paternel et du
pronoyau maternel (2PN) accolés et centrés. Enfin, la disparition des deux pronucléi (PNB
pour PN blind out) lors de la syngamie a aussi été evaluée.

La premiere division mitotique se caractérisait par I'apparition de deux cellules débutantes
(2Cb pour « beginning »), et se terminait par deux cellules bien individualisées (2Ce pour
« ending »). L'intervalle entre la fusion des deux PN et le début de la 1°" division cellulaire
était annoté PNB-2Cb. L'embryon était alors au stade 2 cellules. La durée de la 1°™ division
cellulaire était caractérisée par l'intervalle entre 2Cb et 2Ce (2Ce - 2Cb).

La durée du stade 2 cellules (Cc2) correspondait a la fin du stade 2 cellules jusqu’au stade 3
cellules 3C. La synchronisation de la division des 2 premiers blastoméres (S2) correspondait a
la durée entre le stade 3 et 4 cellules. La durée du 2¢™¢ cycle cellulaire (4C-2C) correspondait
a l'intervalle entre le stade 4 (4C) et 2 cellules.

La synchronisation de la 3¥™ phase de division cellulaire (8C-5C) correspondait a I'intervalle
entre le stade 5 cellules (5C) et le stade 8 cellules (8C). Les passages au stade 6 et 7 cellules
étaient aussi annotés 6C et 7C. Aprés le stade 8 cellules, le début de la compaction du stade
morula de I'embryon était annoté tM. Enfin, le stade blastocyste avec le début de
I’expansion du blastocele était noté B1. Les différents stades de blastulation ont été annotés
B2, B3, B4 et B5 selon la classification de Gardner (Gardner and Schoolcraft, 1999).

Afin de caractériser avec précision le blastocyste a J5, un score alphanumérique lui a été
attribué. Trois parties de I'embryon ont été codifiées, le degré d’expansion du blastocyste, le
bouton embryonnaire et le trophectoderme. B pour blastocéle a été noté de 1 a 6, selon le
degré d’expansion du blastocele et son stade de développement. Le blastocyste jeune a été
noté B1 si le volume du blastocele était inférieur a 50%, B2 si le volume était supérieur a
50%. Le blastocyste B3 était en voie d’expansion, alors que le B4 expansé était caractérisé
par une zone pellucide amincie. Le B5 était en voie d’éclosion et le B6 éclos. A partir du stade
B3 la masse cellulaire interne ainsi que le trophectoderme ont été caractérisés selon le

nombre et I'aspect des cellules. Le bouton embryonnaire a été noté A si celui-ci était
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compact, composé de nombreuses cellules et bien individualisé. Il a été noté B s’il était
moins organisé avec moins de cellules [égérement regroupées. Il a été noté C, s’il était peu
visible et formé de peu de cellules. Le trophectoderme a été noté A si les cellules formaient
un épithélium festonné, cohésif. Il a été noté B si I'épithélium était irrégulier et peu cohésif.
Il était noté C si I’épithélium avait un aspect lisse, composé de peu de cellules.

Des anomalies de développement embryonnaire, morphologique, nucléaire ou de division
cellulaire ont aussi été annotées au décours : le passage de 1 a 3 cellules ou 2 a 5 cellules, la
fragmentation importante des blastomeéres, la présence de vacuoles, I'aspect dégénératif ou

lysé post-injection, la présence de 1PN, 3 PN et plus.

e Les résultats des issues des tentatives d’ICSI
Les résultats d’issues des tentatives ont été caractérisés par le taux de fécondation apres
injection, le taux d’obtention de blastocystes, de « Top Blastosyctes » (ou « TB ») et de
grossesse débutante. Un blastocyste de qualité optimale ou « TB » a J5 correspondait dans
cette étude a un blastocyste euploidie de stade B3, B4 ou B5 avec un bouton embryonnaire
et un trophectoderme classés A, B ou C sans anomalie de division (Gardner and Schoolcraft,

1999).

IV. Analyses statistiques

Les variables continues ont été présentées sous forme de moyenne et erreur standard
(SEM), sous réserve de la normalité de leur distribution statistique (test de Shapiro-Wilk au
besoin ; Bland and Altman, 1986). Les variables qualitatives ont été exprimées en termes
d’effectifs ou en pourcentages associés. Les comparaisons entre groupes concernant les
parameétres de nature quantitative ont été appréciées par les tests t de Student ou de Mann-
Whitney si les conditions d’application du t-test n’étaient pas satisfaites (normalité et
homoscédasticité étudiée par test de Fisher-Snedecor). Les analyses de type courbe ROC ont
été effectuées. Les résultats ont été exprimés en termes d’AUC et IC a 95%. Ces analyses ont
été complétées par une analyse factorielle discriminante (FDA) utilisée pour déterminer
guels parametres distinguent les caractéristiques spermatiques (les regles de discrimination

reposent sur des combinaisons linéaires des variables observées, appelées facteurs
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discriminants). Les paramétres choisis pour étre inclus dans le processus de la FDA ont été
retenus en fonction des résultats univariés et de la pertinence biologique. Une FDA est une
discrimination supervisée et peut étre considérée comme une technique de classification.
L'étude analytique des équations impliquées montre que les facteurs discriminants
minimisent la distance de Mahalanobis dans chaque groupe et maximisent la distance entre
les groupes, en fournissant des groupes compacts aussi dispersés que possible dans I'espace.
Les comparaisons entre groupes concernant des parameétres qualitatifs ont été réalisées par
le test du Chi2 ou le cas échéant par le test exact de Fisher. Les relations entre variables de
nature quantitative ont été explorées par coefficients de corrélation (Pearson ou Spearman).
Les matrices de corrélation ont été représentées sous forme de heatmap. Enfin, pour
déterminer la concordance statistique entre les variables qualitatives, les coefficients de
corrélations (Pearson et Spearman selon la distribution statistique) et le coefficient de
concordance (de LIN) ont été calculés. Des représentations graphiques de Bland-Altman ont
été réalisées pour étudier ces concordances. Les résultats associés aux biais et a I'accord de
limites ont été analysés. Ces analyses ont été complétées par le calcul de la différence entre
deux techniques (delta = valeurs absolues entre deux techniques). Les résultats ont été
exprimés avec un intervalle de confiance de 95%. La variabilité selon les opérateurs ou les
lames par échantillons a également été présentée grace au coefficient de variation.

Tous les tests statistiques ont été considérés pour un risque d’erreur de premiére espéece
bilatéral de 5%. Comme discuté par Feise, I'ajustement du risque d’erreur de 1°™ espéce n’a
pas été proposé systématiquement, mais au cas par cas selon les considérations cliniques et
non uniquement statistiques (par exemple correction de Sidak pour I'étude des corrélations)
; une attention particuliere a été portée a I'étude des tailles d’effet (Feise, 2002). Les
logiciels « GraphPad PRISM® 5 » (La Jolla, Californie, Etats-Unis), STATA® (Version 13,
StataCorp, College Station, Texas, Etats-Unis) et le systéme SAS (SAS v9.4, SAS institut Inc.,
Cary, NUC, USA) ont été utilisés pour effectuer |'analyse statistique et générer les graphiques

associés.
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Résultats
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I. Oxydation de ’ADN spermatique
Stress oxydant : Un test diagnostique pour débuter

De facon conventionnelle, la fertilité masculine est évaluée quotidiennement en
spermiologie diagnostique grace a la réalisation d’un spermogramme-spermocytogramme.
Le volume, la numération, la vitalité, la mobilité ainsi que la morphologie sont analysés
suivant en cela les recommandations de I’Organisation Mondiale de la Santé (“WHO | WHO
laboratory manual for the examination and processing of human semen,” 2010). Or cette
prise en charge bien que trés répandue de nos jours, semble insuffisante pour qualifier et
expliquer une infertilité masculine. En effet, un grand nombre de patient présentant un
examen spermiologique standard sans anomalies n’arrivent pas a procréer (Garrido et al.,
2004). D’ou lintérét grandissant ces dernieres années de mettre au point des tests
reproductibles et spécifiques permettant de qualifier I'intégrité structurelle et fonctionnelle
de I’ADN spermatique chez ’lhomme garant d’'un développement embryonnaire normal et

de la transmission a la descendance d’un génomé paternel exempt d’altérations.

Comme cité plus haut, le stress oxydant est un facteur majeur a l'origine d’infertilité
masculine, notamment, du fait de la décondensation et de la fragmentation de I'ADN
spermatique qu’il peut générer (Agarwal et al., 2008b). La détection du résidu 8-OHdG est a
ce jour le marqueur le plus pertinent et le plus précoce pour qualifier les dommages
oxydants de I’ADN spermatique (Tremellen, 2008). Depuis 2002, sont apparus sur le marché
des kits permettant la détection du 8-OHdG tel que le kit OxyDNA Test® (Biotrin). Ces kits
sont largement controversés quant a leur spécificité (Cambi et al., 2013) ce qui pose la
question de la pertinence de leur utilisation en routine en clinique. Récemment, notre
équipe de recherche a mis au point I'immuno-détection du 8-OHdG sur spermatozoides
murins (Noblanc et al., 2013). A partir de ce protocole, et dans le cadre d’une collaboration
entre un groupe de recherche australien (Prof R. John Aitken, Université de Newcastle, NSW,
AU) et une ssociété américaine de biotechnologie (Celloxess Inc., NJ, USA) I'objectif de mon
travail a été de développer un test diagnostique mesurant I'oxydation de I’ADN spermatique

chez 'homme par I'immunodétection des résidus 8-OHdG, pour une utilisation en routine
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FIGURE 45

Schéma expérimental
Diagnostic de I'oxydation de ’ADN spermatique chez ’lhomme et
détermination du seuil par immunodétection du résidu 8-OHdG et

cytométrie en flux
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hospitaliere et de proposer un seuil critique en relation avec les parametres spermatiques et

les caractéristiques cliniques des patients pris en charge pour infertilité.

Schéma expérimental (Figure 45) : Diagnostic de 'oxydation de ’ADN spermatique chez

’homme et détermination du seuil par immunodétection du résidu 8-OHdG.
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STUDY QUESTION: Can a discriminant threshold be determined for human sperm DNA oxidation?

SUMMARY ANSWER: A discriminant threshold was found with 65.8% of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)-positive sperm cells
and a mean intensity of fluorescence (MIF) of 552 arbitrary units.

WHAT IS KNOWN ALREADY: Oxidative stress is known to interfere with sperm quality and fertilizing capacity. However, current prac-
tice does not include the routine determination of oxidative DNA damage in spermatozoa; optimized consensus protocols are lacking and no
thresholds of normality have been established.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: Intra- and inter-method comparisons between four protocols (I-1V) were conducted to determine
the most relevant and efficient means of assessing human sperm 8-OHdG content. Tests of assay repeatability, specificity, sensitivity and sta-
bility were performed to validate an optimized methodology for routine diagnostic use.

PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: This prospective study compared three immuno-detection methods including
immunocytochemistry, fluorescence microscopy and flow cytometry. Sperm DNA oxidation for 80 patients was determined relative to
semen parameters and clinical conditions, using the selected immuno-detection protocol in comparison with a commercial kit. These patients
(age 35 + | years: mean + SEM) presented with normozoospermic (n = 40) or altered parameters (necro- or/and astheno- or/and terato-
zoospermia or/and leukocytospermia).

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: Significant positive Pearson and Spearman correlations were determined for 8-
OHdG values and sperm parameters using protocol Ill. A notable high and positive correlation was revealed for MIF with BMI and leukocyte
concentration. Protocol Ill was the most discriminating method regarding assay repeatability, specificity, sensitivity, stability and reliability for
sperm parameter alterations, in particular leukocytospermia according to parametric or non-parametric tests, effect-size determinations and
factorial analysis such as principal component analysis and factor discriminant analysis. Of interest is that 39% of the subjects with ‘patho-
logical’ sperm DNA oxidation values were normozoospermic.

LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: The oligozoospermic population was not evaluated in this study because insufficient mater-
ial was available to carry out the comparisons. However, spermatozoa concentration was taken into account in the statistical analysis.
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WIDER IMPLICATIONS OF THE FINDINGS: Our study is the first validation of a protocol to determine a discriminant threshold for
human sperm DNA oxidation. The protocol’s detection accuracy for 8-OHdG human sperm DNA residues, stability over time, and relationship to
human sperm quality were demonstrated. The assay should find application in the diagnosis of male factor infertility associated with oxidative stress.
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J.D. are, respectively, CEO, scientific director and scientific advisors of a US-based biotech company (Celloxess, Princeton, NJ, USA) involved
in preventative medicine with a focus on the generation of antioxidant oral supplements.
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8-OHdG-positive spermatozoa / fluorescence / leukocyte concentration / stability / repeatability

Introduction

Oxidative stress (OS) is the major contributing cause of damage to
sperm DNA (Aitken, 1994; Lewis et al., 1995; Fisher and Aitken,
1997; Irvine et al., 2000; Aitken et al., 2012, 2014). An early marker of
DNA oxidation is the formation of base adducts such as 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine (8-OHdG) (De luliis et al., 2009). DNA oxidation
triggers activation of the base excision repair pathway (BER), which
eliminates oxidized residues, such as 8-OHdG, via the 8-oxoguanine
glycosylase | (OGGI) enzyme, and inserts a new nucleotide on free
3’-OH ends using the APEI protein (Smith et al., 2013). APEI is not
present in human spermatozoa, making it impossible to complete the
BER pathway, which remains halted at the generation of an abasic site
(Hoeijmakers, 2001; Smith et al., 2013). However, the oocyte does
possess APEI and XRCCI, permitting continuation of the BER path-
way and effective DNA repair following fertilization (Lord and Aitken,
2015). Since the oocyte is deficient in OGGI (Wood et al., 1992; Lord
and Aitken, 2015), non-resolution of sperm DNA 8-OHdG adducts
means they will persist in the zygote and create the opportunity for
mutations to occur (typically transversion mutations) prior to the initi-
ation of embryonic development (Wood et al., 1992; Lord and Aitken,
2015). Consistent with this situation, it has been reported that high
sperm DNA oxidation can impair the oocyte’s ability to activate a nor-
mal developmental program (Morado et al., 2013; Park et al., 2015). In
this context, assessment of sperm DNA oxidation should be of inter-
est to manage male factor infertility associated with OS.

A limited number of reports have shown that 8-OHdG levels are
negatively correlated with male fecundity (Fraga et al., 1991; Loft et al.,
2003; Lewis and Aitken, 2005) and sperm quality (Cambi et al., 2013).
However, others have found no correlation between oxidative DNA
alterations and semen parameters (Thomson et al., 2009; Montjean
et al., 2010; Zribi et al., 201 I). These discrepancies underpin the lack
of consensus regarding the predictive utility of such evaluations and
stem from differences in several parameters including: the type of
assays used to evaluate DNA oxidation, operator bias, variable patient
selection criteria and the sperm isolation protocols used. The litera-
ture reveals several methods to detect sperm DNA oxidation, particu-
larly the detection of 8-OHdAG residues. Recently, the specificity and
reliability of commercially available kits for the detection of human
sperm DNA 8-OHdG residues have been questioned (Cambi et al.,
2013) revealing the lack of a proper and reliable tool to evaluate sperm
DNA oxidation. The aims of this study were to validate a standardized
protocol using specific 8-OHdG immuno-detection, compare its

accuracy with the commercial OxyDNA Test® and examine its output
in relation to various parameters of sperm quality. The assay we have
developed has allowed us to propose a discriminant threshold of
human sperm DNA oxidation that should find application in the diag-
nosis of male factor infertility associated with OS.

Material and Methods

Patient samples and ethics statement

Samples were obtained from men undergoing routine semen analysis at
the Center for Reproductive Medicine, Clermont-Ferrand, France
between May 2014 and November 2017. Patients were recruited in
accordance with the 1975 Declaration of Helsinki principles on human
experimentation. Only surplus semen was used in this study. Written
informed consent was obtained from each man prior to inclusion of any
sperm sample in the ‘Germetheque’ biobank. This study was approved by
the ‘Germetheque’ Scientific Committee and the Ethical Committee under
the French Institute Review Board reference CPP Sud-Est 6, DC2008-
DC58. Patient clinical data, notably fecundity (having had a child naturally,
n = 22), were compiled during medical counseling. Semen samples were
collected and conventional semen analysis was performed in accordance
with the World Health Organization 2010 guidelines (WHO, 2010).
Leukocytes were detected using the LeucoScreen Kit (FertiPro N.V.,
Belgium).

Chemicals

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St-Quentin-Fallavier,
France) with the exception of monoclonal anti-8-OHdG antibody (mouse
anti-8-OHdG monoclonal antibody DNA/RNA Damage Antibody-15A3,
NBI10-96878, Novus Biological®, France), polyclonal anti-mouse IgG-
coupled horse-radish peroxidase [HRP] (P.A.R.LS Anticorps, France),
Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse IgG secondary antibody (Molecular
Probes®, Eugene, OR, USA), OxyDNA Test® (EKF Diagnostics, Biotrin
International, Dublin, Ireland), Vector Nova Red substrate kit (Vector
Laboratories, AbCys®, Paris, France), Super Frost® slides (Thermo Fisher
Scientific, Villebon sur Yvette, France), exogeneous 8-OHdG and 3-
deoxyguanosine (3-dG, Biolog Life Science Institute®, Bremen, Germany)
and H,O, (Gilbert, Herouville-Saint-Clair, France).

Experimental design

The experimental design is described in Fig. | and Supplementary Fig. SI. In
the first set of experiments, we carried out an intra-methods comparison
between three methods of detection (pairwise) using the same anti-8-
OHdG primary antibody and light microscopy (LM, protocol I), fluorescence
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| Subjects’ inclusion |

l

ART or/and semen parameters
analysis

Surplus semen

Step 1:
Intra-methods validation
using anti-8-OHdG antibody 15A3 clone

1-Protocol development using anti-8-OHdG
antibody-15A3 clone

2-Pairwise comparison of 3 detection methods
3-Validation of an immuno-detection method

Step 2:
Inter-methods reliability
Immunodetection protocol vs.
commercial kit (protocol 1V)

1-Correlation with sperm
parameters and clinical data
2-Determination of sensitivity,
specificity, and stability over time

Step 3:
Final protocol selection and validation
Pathological threshold establishment

Figure | Experimental design of the study to assess the accuracy of
human sperm DNA oxidation quantification and threshold determination
using an 8-OHdG immune-detection assay. 8-OHdG: 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine

microscopy (FM, protocol Il) and flow cytometry (FCM, protocol lll). In the
second set of experiments, we assessed the reliability of values obtained
with protocol Il and those obtained with the OxyDNA Test® (protocol IV).
Using FCM for both protocols lll and IV, the percentage of 8-OHdG-
positive spermatozoa and the mean intensity level of fluorescence (MIF)
were evaluated.

8-OHdG detection

For all four conditions, PBS-washed samples were incubated for |0 min in
the dark in a decondensation buffer comprising 2 mM dithiothreitol (DTT),
0.5% Triton X-100 and |x PBS, as previously described (Noblanc et al.,
2012), followed by fixation with 4% paraformaldehyde. For protocols |, Il
and Ill, spermatozoa were incubated in 1.5% normal goat serum saturation
solution. Incubations with anti-8-OHdG monoclonal antibody (1:1000)
and secondary (1:500 and 1:1000 for IgG-coupled [HRP] and Alexa Fluor
488, respectively) antibodies were conducted overnight and for 90 min,
respectively. For protocol |, peroxidase signal detection was achieved using
the Vector Nova Red substrate kit. For both protocols | and Il each sample
was spread on two Super Frost® slides and the slides were read ‘blind’ by
two different observers. Spermatozoa were considered as 8-OHdG-
positive when a spot of peroxidase (pink—brown color) or green fluores-
cence was observed (Supplementary Fig. SI). In protocol IV, the OxyDNA
Test® was used per the manufacturer’s indications. For each assay, control
incubations were conducted comprising a negative control untreated with
anti-8-OHdG primary antibody or the binding conjugate, and a positive
control treated with an 8 M H,O, solution for | h before fixation. The spe-
cificity and sensitivity of protocols Ill and IV were controlled (n = 3) by

pre-incubating anti-8-OHdG antibody or FITC-conjugate with increasing
concentrations of exogenous 8-OHdG or 3-dG (negative control) for 3 h.
To measure signal stability as a function of time, spermatozoa underwent
fixation and were then stored in a 0.01% sodium azide/PBS solution for 0,
I5 and 30 days before final labeling. An analysis was then performed to
compare any changes in oxidized sperm percentage and MIF. Tests of
intra- and inter-assay repeatability were also performed to determine coef-
ficient of variation (CV) using five sperm samples assayed in triplicate
(intra-assay CV) on three different days (inter-assay CV).

Analyses of Protocols Ill and IV were performed on a BD FACS Aria
SORP (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) cell sorter using an 85 pm
nozzle. The forward-scattered light and side-scattered light were detected
on a linear scale and used to gate sperm cells. Sperm cell gating was con-
firmed by microscopy after cell sorting. Cytometry detection using proto-
col IV differentiated two subpopulations (Supplementary Fig. SI).
Throughout this work, we have considered both the total fluorescent
sperm population termed ‘IV population’ and the subpopulation with the
highest MIF termed ‘HF IV’ (HF for highly fluorescent).

Statistical analysis

All analyses were performed using GraphPad PRISM® 5 (La Jolla, CA,
USA) and STATA® (version 13, StataCorp, College Station, TX, USA)
software. Data were presented as the mean + SEM or median [interquar-
tile range]. Concordance and correlations tests were studied using Bland—
Altman test and Lin’s concordance coefficient [kLIN] (Bland and Altman,
1986) and, Pearson or Spearman (rho coefficient) correlations, respectively.
For each pairwise comparison, the statistical difference was evaluated using
parametric (Student’s t-test) or non-parametric (Wilcoxon test) paired
tests and effect-size (ES) values (Cohen, 1998). Receiver operating charac-
teristic (ROC) curve analyses were performed using AUC and 95% CI.
Then, the optimal threshold to predict a pathological state was determined
according to biological and clinical relevance and according to usual indexes
recommended in the literature These usual inferential analyses were fol-
lowed by factorial analysis: principal component analysis (PCA) used to
study relationships between quantitative parameters, and factor discrimin-
ant analysis (FDA). Statistical analysis details are described in
Supplementary Data.

Results

Intra-methods and inter-methods
comparisons

Protocols | (LM) and Il (FM) were moderately, but significantly con-
cordant with a Bland—Altman bias of measure of 4.7 [-36.5] to 45.84]
(Table 1). Protocols Il and Il (FCM) were both significantly and sub-
stantially positively correlated (P = 0.004) and concordant (kN =
0.66, P < 0.001) with a Bland—Altman bias of 2.4 [-26.66-31.34]
which was highly reliable giving comparable values for the proportion
of 8-OHdG-positive spermatozoa, for both subjects and positive
controls.

The mean percentage of 8-OHdG-positive spermatozoa labeled
with protocol IV was significantly higher than with protocol Il (84.9%
vs. 66.6% P < 0.001, Table I) and very weakly concordant (kN =
0.28, P < 0.001, Bland—Altman bias of —17.6 [-61.4-26.1]) and corre-
lated (r=0.41, P =0.0002). MIF values were not significantly different,
but the two methods were neither significantly correlated nor con-
cordant between themselves: 830 vs. 937 arbitrary units (a.u.) for pro-
tocols IV and lll, respectively (Table ). Flow cytometry detection using
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protocol IV distinguished two populations with different fluorescent
intensity profiles (Supplementary Fig. SI). Comparison of only the
highly fluorescent (HF) subpopulation revealed the protocol IV values
were also neither significantly concordant (kN = 0.051, P = 0.515)
nor correlated (r = 0.074, P = 0.516) with protocol lll, with a very high
bias of 23.6% [—44 to 91.3]. These results were confirmed by the indi-
vidual distribution profiles (Supplementary Fig. S2) showing no similar-
ity in the staining profiles of protocols lll and IV. This was notable for
the 8-OHdG-positive sperm percentage.

The discordance between the three profiles suggests that protocols
lIl'and IV did not detect the same target in the human sperm nucleus.
Competition experiments with exogenous 8-OHdG and 3-dG con-
firmed this hypothesis (Supplementary Fig. S3). Indeed, we observed a
significant and dose-dependent shift in the percentage of 8-OHdG-
positive cells detected using protocol Il when pre-incubation with
exogenous 8-OHdG was performed (from 83.6% for the basal condi-
tion to 39.7% when 2.5 pmol of competitor was employed P < 0.001,
Supplementary Fig. S3). On the contrary, there was no change to the
8-OHdG-positive percentages when an identical competition was car-
ried out with protocol V. Although MIF values were decreased for
both protocols, the measured effects were not statistically significant
due to inter-individual variability (P = 0.14 and P = 0.74 for protocols
Il 'and IV, respectively). In contrast, when pre-incubation was carried
out with an unrelated 3-dG residue we observed no impact on either
the percentage or on the MIF in either protocol Ill or IV. These results
highlighted the higher sensitivity and specificity of protocol Ill com-
pared with protocol IV for the detection of human sperm 8-OHdG
residues.

Correlative analyses and reliability of
8-OHdG levels with sperm and clinical
parameters

Using protocol I, a significant positive correlation was observed
between MIF and BMI (r = 0.6, P < 0.001, Table Il) as overweight
patients showed a significantly higher MIF compared with the normal-
weight group (P < 0.01, Table Il). The MIF showed a significant positive
correlation with round cell concentration (r = 0.26, P < 0.05 Table ||
and PCA, Supplementary Fig. S3B, sperm concentration (r = 0.25, P <
0.05) and polymorphonuclear neutrophil cell (PMN) concentration
(r=0.5, P < 0.001). Furthermore, we revealed significant differences
in 8-OHdG™ spermatozoa percentage and/or MIF for all sperm para-
meters investigated, i.e. necrozoospermia (P < 0.05), asthenozoosper-
mia (P < 0.01), teratozoospermia (P < 0.05) and leukocytospermia
(P < 0.001) subjects in comparison with respective control groups
(Table II). The highest ES was observed for leukocytospermia subjects
with a value of .82 [1.12; 2.52] in comparison with subjects with a
normal seminal PMN concentration (Table II). When subjects with
altered sperm parameters (irrespective of the alteration) were com-
pared to normozoospermic subjects, a significant difference in MIF was
also seen with an ES = 0.6 ([0.15; 1.05], P < 0.01). We did not deter-
mine any significant difference between fecund or infecund subject
groups regarding percentage (P = 0.75) or MIF (P = 0.26). Using
protocol 1V, neither the 8-OHdG spermatozoa percentage nor the
MIF showed any significant correlation with sperm parameters, fecund-
ity or clinical data (Table Il and PCA analysis: Supplementary Fig. S3B).

ROC curve analysis was used to determine the empirical optimal
cut point in relation to sperm parameters. With regard to protocol lll,
optimal cut-off points of 65.8% for 8-OHdG-positive sperm with a MIF
of 552 a.u. were determined, with an AUC of 0.62 ([0.49; 0.74]; sensi-
tivity = 0.54; specificity = 0.72, Fig. 2A) and 0.57 ([0.44; 0.70]; sensitiv-
ity = 0.72; specificity = 0.46) for MIF and percentage, respectively.
Using this threshold, we clearly distinguished two major subpopula-
tions within the value distributions presented (Fig. 2B): in the first, 23
subjects had DNA sperm oxidation values higher than the cut-off (light
gray area surrounded by a red line box), 61% possessed altered sperm
parameters, notably leukocytospermia (71%); in the second, 47 sub-
jects had a MIF below or equal to 552 a.u., regardless of the positive
spermatozoa proportion (dark gray area surrounded by a blue line),
40% presented with altered sperm parameters and of these 89% had
teratozoospermia. Only two patients exhibited leukocytospermia. It
follows that 39% of the subjects with ‘pathological’ sperm DNA oxida-
tion were otherwise normozoospermic.

With regard to protocol IV, ROC analysis allowed us to determine
an empirical threshold for MIF and percentage of 758 a.u. and 84.4%,
respectively, but their AUC were not correct. Moreover, the value dis-
tribution analysis (Fig. 2C) did not reveal any significant discrimination
regarding global sperm alteration.

The protocol Il thresholds determined for 8-OHdG and MIF were
particularly discriminating with regard to PMN concentration and leu-
kocytospermia as shown by the high sensitivity (0.86) and specificity
(0.79) of the ROC curve (AUC = 0.87 [0.76; 0.99], Fig. 3A) and the
factorial discriminant analysis (FDA, Fig. 3B and C). Indeed, we
observed that each subject represented by a point in FDA was discri-
minated satisfactorily according to PMN concentration, clearly distin-
guishing two populations. This was not the case for protocol IV, with
respect to either the total or the HF population (FDA representations
show all the points gathered at the center of Fig. 3C).

Stability and repeatability assays

To determine signal stability over the time, fixed spermatozoa were
stored in 0.01% sodium azide solution in PBS for 0, |15 and 30 days
before labeling. With protocol llI, the first significant alteration to MIF
and oxidized sperm proportions appeared after 30 days of storage for
both subject samples and positive controls (Supplementary Fig. S4A
and B). With protocol 1V, a significant increase was observed for the
oxidized sperm proportion from Day |5 for the positive controls (P <
0.05 Supplementary Fig. S4C). Finally, intra- and inter-assay CVs
(Supplementary Table SI) were determined using protocol Ill. The CVs
were less than or equal to 7.5% for both percentage and MIF values
for patients and H,O, control values, indicating an acceptable repeat-
ability for diagnostic use.

Discussion

Protocols |, Il and lll showed consistent reliability. However, several
practical characteristics concerning protocols | and Il render them diffi-
cult for continued diagnostic application. Peroxidase detection coupled
with light microscopy is time-consuming, has a long learning curve, and
observers must be experienced in order to read 8-OHdG sperm label-
ing in a consistent manner without introducing inter-operator
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Table Il Relationship between sperm DNA oxidation and clinical and sperm parameters.

Protocol Il Anti 8-OHdG antibody

Protocol IV Kit

Mean + SEM % 8-OHdG spz
Clinical parameters

Age (Y) r=-0.19
<35 (n=41) 30.8+05 71 +3
35-44 (n=29) 37.7+05 60+5
>45 (n=10) 490+ 1.3 65+9

BMI r=0.21
Normal (n = 14) 228+04 63.4+6
>25 kg/m? (n = 20) 287+ 1.1 66.6 + 6

Semen parameters

Vitality (%) r=0.04
Controln=39 476 £ 1.2 71.9+£33
Necrozoospermian =8 49+27 50.5 + 8.5*

Progressive motility (%) r=0.05
Control n = 68 493+ 1.1 66.7 +2.7
Asthenozoospermian = 12 225+22 65.9 +84

Typical morphology (%) r=0.12
Control n =54 11.8+0.9 702+29
Teratozoospermia n = 26 1.6 +£0.2 59.4 + 5.1*

Sperm concentration (x |0°/ml) r=0.21

Round cell concentration (x10°/ml) r=0.07

PMN concentration (x10®/ml) r=0.19
Control n =38 02+03 66.9 +3.5
Leukocytospermia n = 14 9.0+4.0 724+7.0

MIF EFFECT-SIZE % 8-OHdG spz MIF
Spearman r correlation
r=0.06 r=-0.15 r=0.09
850 + 148 876+ 14 836 + 86
940 + 224 789 +3.6 831 +67
1286 + 502 785+79 850 + 142
r=0.6%¥%* r=20.07 r=-0.05
379 + 65 864+ 1.7 794 + 105
1478 + 373** 77.3+57 871 + 128
Spearman r correlation

r=-0.08 r=-0.01 r=-0.28
1068 + 201 86.2+2.0 805+ 71
768 + 301 —-0.25[1.01;0.52] 79.1 £4.5 1093 + 131
r=-0.13 r=0.07 r=0.06
877 + 142 843+ 1.8 835+ 57
1277 + 236** 0.35 [0.26; 0.97] 774 +£63 808 + 140
r=-0.04 r=0.25 r=0.17
985 + 168 84.6 +2.5 883+ 71
843+ 176 —0.13[-0.59; 0.34] 80.6 + 2.2°%%* 727 + 66
r=0.25% r=0.19 r=0.03
r=0.26* r=-0.05 r=-0.19
r=0.5%%** r==0.11 r=-0.07
609 +75 844 +20 819 +57
2435 + 488%*** 1.82[1.12;2.52] 824 +6.2 819 + 165

PMN: polymorphonuclear neutrophil cells.

Relationship between sperm DNA oxidation and clinical and sperm parameters were measured using Spearman correlations (r), parametric or non-parametric tests according to stat-
istical distribution and number of subjects (n) and the effect-size determination. Data are presented as the mean + SEM with agreement limits corresponding to 95% CI.*, **, ** indj-

cate significant difference with P < 0.05, P < 0.01 and P < 0.001 in comparison with respective normal groups. Numbers in bold characters are statistically significant.

variability. Detection by FCM in protocol Il is impartial and enables
evaluation of a large number of cells over a short period of time.

Our study shows a relatively high percentage of positive sperm cells
identified by all the protocols when compared with previously
reported observations (Meseguer et al., 2008; Zribi et al., 2010, 201 |;
Cambi et al, 2013). The DNA decondensation pretreatment could
partly explain this situation, by increasing antibody access to DNA 8-
OHdG sites. This step was optimized in order to ensure access of the
anti-8-OHdG antibody and OxyDNA conjugate to most sites of DNA
oxidation in sperm chromatin with the goal of obtaining the best signal
with the lowest concentration of antibody or conjugate (data not
shown). We also reduced the time of decondensation to |0 min with
2mM DTT to preserve head morphology without seeing a significant
difference in labeling in comparison with the 45-min incubation cur-
rently used (Twigg et al., 1998; De luliis et al., 2009; Muratori et al.,
2015).

Moreover, we defined 8-OHdG positivity as any spermatozoa with a
spot of fluorescence rather than previous methods that defined positiv-
ity when over 50% of the head was stained (Park et al., 2015). This was
adopted to give the most sensitive indication of oxidative damage and to
derive an objective threshold value for determining correlations with

sperm quality. In a similar manner, the 8 M H,O, pretreatment was
selected for the positive control after comparison with different pub-
lished oxidative conditions including various concentrations of H,O,
(25puM (Cambi et al, 2013), 5mM (Santiso et al., 2010), 4 M (Zribi
etal., 201 I); Fenton chemistry (De luliis et al., 2009; Micillo et al., 2016);
or, pesticide-mediated endocrine disruption (Bagchi et al., 1995; Grizard
et al., 2007)). To the best of our knowledge, no previous studies have
tested 8 M H,O, pretreatment, however we found that 8 M H,O, (I h,
at room temperature, in the dark) provided the most consistent intra-
and inter-CV on both the 8-OHdG-positive sperm percentage and MIF
(2.2% and 6.9%, respectively for protocol Ill) regardless of the initial
sperm sample quality and/or protocol. As shown (Supplementary
Fig. S1) on visible or epifluorescence photographs, or on FCM histo-
grams, sperm morphology was conserved in these conditions. Moreover,
in order to verify nuclei structure integrity, in few experimentation sperm
cells were countermarked using Hoechst and observed using confocal
microscope. The fact that the treatment is performed on raw semen sam-
ples may also partly explain why such a high concentration of H,O, had
to be used for the positive controls.

The competition assay using the OxyDNA Test® (protocol 1V) and
high level of exogenous 8-OhdG revealed the test’'s poor sensitivity
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Figure 2 Human sperm DNA oxidation threshold related to sperm
parameters. A: Receiver operating characteristic (ROC) curve illus-
trating the relationship between mean intensity level of fluorescence
(MIF) (determined using protocol lll) and sperm alterations. B and C:
respective (B & C) distributions of the percentage of 8-OHdG-
positive spermatozoa in the 80 subjects related to their MIF deter-
mined by protocols Il and V. In B, two mean populations were clearly
distinguished: subjects with higher DNA sperm oxidation values than
the mean for both percentage (66%) and MIF (552 a.u.) (light gray
area surrounded by a red line box); subjects with a MIF under or equal
to 552 a.u. regardless of the positive spermatozoa proportion (dark
gray area surrounded by a blue line). In C, the distribution of marked
sperm cell values did not distinguish any particular profile. au: arbitrary
units. spz: spermatozoa.

and specificity, whereas a significant and dose-dependent shift was
observed with protocol Ill. Similar results were reported earlier by
Cambi et al. (2013), raising the question of the pertinence of the
OxyDNA assay’s conjugate for DNA 8-OHdG. Moreover, neither the
8-OHdG spermatozoa percentage nor the MIF determined using
protocol IV showed any significant correlation with clinical endpoints,
patient fertility or sperm quality. Therefore, data from the competition
assay, similar to the stability and repeatability assays, demonstrated
the superiority and the accuracy of protocol Ill to detect human sperm
8-OHdG.

Using protocol lll, we observed significant correlations between
sperm DNA oxidation and alterations in sperm parameters. Most not-
able was the positive correlation between MIF, PMN concentration
and BMI, consistent with inflammatory and oxidative states. Even
though this was expected since PMN are known to be a major source
of reactive oxygen species in semen, our data clearly confirm that
sperm DNA oxidation is related to a high PMN concentration.
Previous studies have already reported relationships between sperm
DNA oxidation and isolated sperm parameters including sperm con-
centration (Kodama et al., 1997; Ni et al., 1997; Park et al., 2015;
Micillo et al., 2016), sperm motility (Shen et al., 1997; Kao et al., 2008;
Meseguer et al., 2008; Chen et al., 2012; Cambi et al., 2013) or sperm
morphology (Cambi et al., 2013). In Meseguer et al. (2008) a correl-
ation between asthenozoospermia and oxidative stress was found
when using both the average 8-OHdG signal intensity and the percent-
age of positive cells, but the authors did not propose a threshold. We
are the first to propose thresholds for the percentage of 8-OHdG-
positive cells and the average intensity of the signal generated per cell.
Optimal cut-off points of 65.8% for 8-OHdG-positive sperm with a
MIF of 552 a.u. were determined, with AUC of 0.62 and 0.57 for MIF
and percentage, respectively. Even if AUC were moderate, MIF and
percentage values were complementary to each other, MIF bringing a
good specificity (0.72) and the percentage a good sensitivity (0.72). Of
interest was the observation that 39% of the subjects with what we
could define as ‘pathological’ sperm DNA oxidation were otherwise
normozoospermic. This suggests that motile, fertile spermatozoa
could still possess high levels of oxidative DNA damage. It is also
worth noting that some leukocytospermic patients did show a normal
DNA oxidation value and conversely others with oxidized sperm
DNA showed a normal PMN concentration revealing inter-individual
variation. Consequently, human sperm DNA 8-OHdG detection
should not be seen as a unique definitive marker of sperm DNA integ-
rity. It should be used in combination with conventional sperm quality
indicators such as those included in the WHO standardized checklist
together with a sperm DNA fragmentation assay. Indeed, base oxida-
tion is a precocious indicator of DNA oxidative damage. Depending
on the level of oxidative stress it may or may not be associated with
sperm nuclear decondensation and fragmentation conditions that have
in turn been associated with male infertility. Regardless, an oxidized
sperm nucleus will challenge the oocyte BER pathway, which may
result in an increase in the mutational load subsequently carried by the
offspring (Aitken, 1999; Crow, 2000; Baker and Aitken, 2005). In our
technical validation study we did not observe significant correlation
between sperm DNA oxidation and male fecundity. However, having
a child is not a presage of current sperm quality or the absence of
transgenerational impact.
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Figure 3 Discrimination related to polymorphonuclear neutrophil cell concentration. A: ROC curve illustrating the relationship between MIF deter-
mined using protocol Il and polymorphonuclear neutrophil cell (PMN) concentration. B and C: factor discriminant analysis representing MIF values
obtained using protocol Il (B) or IV (C, IV for total population and HF IV for HF subpopulation) according to whether the subject has a normal PMN
concentration (group 1) or is leukocytospermic (group 2). IV population: total fluorescent sperm population. HF IV: subpopulation with the highest

fluorescence intensity mean termed (HF: highly fluorescent).

Other parameters come into play in accomplishing a pregnancy
including the oocyte’s repair power. In order to investigate these
aspects, complementary investigations are now necessary and should
focus on deciphering the relationship existing between sperm DNA
oxidation and it's impact on embryo development and the offspring’s
future health.

Conclusion

Our study is the first validation of a protocol to assess human sperm
DNA oxidation levels using the anti-8-OHdG antibody and FCM to
determine an associated discriminant threshold in relation to sperm
quality. We have demonstrated the protocol accuracy with regard to 8-
OHdG detection in human sperm. The stability over time (up to 30
days) and good intra- and inter-assay CV provide additional, supporting
arguments for potential practical routine diagnostic use. In addition, this
test could be a helpful decision-making tool regarding whether or not to
pursue therapeutic intervention such as the use of oral antioxidant sup-
plementation. Since over-supplementation of antioxidants could exacer-
bate sperm DNA decondensation (Agarwal and Allamaneni, 2004;

Greco et al., 2005; Ménézo et al., 2007; Lanzafame et al., 2009; Ross
et al., 2010; Gharagozloo and Aitken, 201 |; Showell et al., 2014) it is
critical to know when to apply such therapeutic intervention. However,
when antioxidant use is relevant, it may improve live birth rates and
increase clinical pregnancy rates, as suggested by the Cochrane review
(Showell et al., 2014). Therefore, a reliable, accurate and sensitive
human sperm DNA 8-OHdG detection assay, such as the one
described here, could be a pertinent addition to the andrology clinician’s
toolbox.

Supplementary data

Supplementary data are available at Human Reproduction online.
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Supplementary Figure S| Four detection methods were tested and compared in a pairwise manner. In the first set of experiments, we per-
formed an intra-methods comparison between three methods of detection (pairwise) using the same anti-8-OHdG primary antibody: protocol | using
HRP anti-mouse antibody and light microscopy (LM,) versus (vs.) protocol Il using Alexa Fluor 488 anti-mouse antibody and fluorescence microscopy
(FM) (n = 10); protocol Il (FM) vs. protocol Il using Alexa Fluor secondary antibody and flow cytometry (FCM, protocol lll) (n = 15). In the second set
of experiments, we assessed the reliability of values obtained with protocol lll and those obtained with the OxyDNA Test (protocol V) in 80 add-
itional patients. Using FCM for both protocols Ill and IV, the percentage of 8-OHdG-positive spermatozoa and the mean intensity level of fluorescence
(MIF) were considered. Each sample was read blind by two observers (two slides, 200 spermatozoa per slide). Spermatozoa were considered as 8-
OHdG-positive when a spot of peroxidase (pink—brown color) or green fluorescence was observed. Examples of micrographs and FCM graphs of
negative (untreated with anti-8-OHdG primary antibody or the kit’s binding conjugate) and positive control (8 M H,O,) profiles and a patient sperm
profile are presented for each protocol (magnification: X 100). Two populations were observed in relation to their MIF for Protocol IV. We have con-
sidered both the total fluorescent sperm population termed ‘IV population’ and the subpopulation with the highest fluorescence intensity mean termed
‘HF IV’ (HF for highly fluorescent).
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Supplementary Figure S2 Individual distribution profiles of
oxidized DNA spermatozoa using protocol Il vs. IV. The percentages
of 8-OHdG-positive spermatozoa (A) and MIF (B) of the 80 subjects
are represented in the spider graphs after FCM evaluation following
protocol Il (red triangle) and protocol IV (total population repre-
sented by gray circles and the HF subpopulation is represented by

blue circles).



A Protocol Il Protocol IV

Negative § £
control © 8
€ <
S =
=)
Basal 3 8
condition
Exogenous % §
8-OHdG o 3
Exogenous % §
3-dG © ©
0  AlexaFluor 10° 0 FITC-A 105
488-A
Protocol lll g Protocol IV
¥
&

PMN concentrdtion
Round cell concentratjon 02

Age W
8 2
= Qp L (o2 0‘5?1' %,
S 5 £ K7
o R v 5 ) %
<& u\':b 0%{ 7

Supplementary Figure S3 Specificity, sensitivity and correlation with sperm parameters and clinical data. A: Examples of a typical FCM profile
of a negative control (untreated with anti-8-OHdG primary antibody or the binding conjugate), basal condition, or competition condition using either
exogenous 8-OHdG or exogenous 3-dG pre-incubation for protocols Il (left graphs) and IV (right graphs). B: Principal components analysis (PCA)
graphs display Pearson correlations between percentage of 8-OHdG-positive spermatozoa (% 8-OHdG spz), mean intensity of fluorescence (MIF),
clinical data (such as patient age) and conventional sperm parameters (spermatozoa concentrations, PMN and round cells, progressive motility, vitality,
typical morphology) related to detection using protocol Ill (left graph) or IV (right graph). Each parameter is represented by an arrow; the distance
between two arrows indicates the correlation between the two variables (the closer the arrows, the more the variables are correlated) and the length
of the arrow indicates the power of the correlation. PCA representation of MIF and percentage also clearly highlighted the correlation between PMN
concentration and MIF when determined by protocol lll (the arrows are the longest and closest to each other).
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Supplementary Figure S4 Protocol Il vs. protocol IV for stability over time. Detection stability of fixed spermatozoa after storage was evalu-
ated using protocols Il (A and B) and IV (€ and D) for subject samples (A and C) and positive controls (B and D). Percentages of 8-OHdG-positive
spermatozoa (red points and lines) and MIF (blue bars) obtained on Day 0, Day |5 and Day 30 (n = 3) were compared. Data are presented as the
mean + SEM. * and *** indicate significant difference with P < 0.05 and P < 0.001 in comparison with Day 0. # and # # # indicate significant difference
with P < 0.05 and P < 0.001 in comparison with Day |5 using the non-parametric Wilcoxon test.



Supplementary Table Sl Intra-assay and inter-assay
repeatability.

Intra-assay CV Inter-assay CV

Patient % 7.5 7.0
Mean 6.0 6.5
Positive control % 2.2 6.9
Mean 74 6.1

Intra- and inter-assay repeatability tests were performed to determine coefficient of
variation (CV) using five sperm samples assayed in triplicate (intra-assay CV) on 3
different days (inter-assay CV).
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Statistical analysis

All analyses were performed using GraphPad PRISM® 5 (La Jolla, CA,
USA) and STATA® (version 13, StataCorp, College Station, TX, USA)
software. Statistical significance was tested for a two-sided type | error
at 0.05. Continuous data were presented as the mean + SEM or
median [interquartile range] according to statistical distribution
(assumption of normality assessed by using the Shapiro—Wilk test) and
as number of patients and associated percentages for categorical para-
meters. To determine statistical concordance between oxidation
detection protocols, 8-OHdG-positive sperm proportion and MIF
were compared using Lin’s concordance coefficient (kLIN). kLIN
values are usually framed in a scheme where <0.20 is negligible,
0.20-0.40 weak, 0.41-0.6 moderate, 0.61-0.8 substantial and >0.8
excellent concordance (Bland and Altman, 1986). Bland—Altman plots
were also created to illustrate the difference between the two mea-
surements against their mean. Results were analyzed using bias (the
difference in values between the two protocols) and limits of agree-
ment were expressed with 95% Cl. Pearson or Spearman correlations
were also determined according to the data distribution pattern. For
each pairwise comparison, the statistical difference was evaluated
using parametric (Student’s t-test) or non-parametric (Wilcoxon test)
paired tests. To study correlated repeated data (for example stability
or specificity assays), mixed models were used to measure sperm
DNA oxidation based on days in preservative solution or with increas-
ing concentrations of 8-OHdG or 3-dG, taking into account between-
subject and within-subject variability (as random effects). Finally, to
compare independent groups (sperm characteristics and risk factors
for oxidation per patient), the Student’s t-test or Mann—Whitney test
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were applied as appropriate (assumption of normality was studied as
described previously and homoscedasticity by Fisher-Snedecor test).
Results were expressed as effect-size (ES) and 95% CI. ES values were
compared to usual ES bounds defined by Cohen (1998). An ES of 0.2
is small, 0.5 is medium and 0.8 is ‘grossly perceptible and therefore
large’. ROC curve analysis was also applied in order to complete these
analyses. Results were expressed as AUC and 95% Cl. Then, the optimal
threshold to predict a pathological state was determined according to bio-
logical and clinical relevance and according to usual indexes recom-
mended in the literature: Ray et al. (2010). As described previously,
Pearson or Spearman correlation coefficients were calculated to study
the relationship between the percentage of 8-OHdG-positive sperm-
atozoa, MIF, clinical data (such as BMI and patient age) and conven-
tional sperm parameters, i.e. concentrations of spermatozoa, PMN
and round cells, progressive motility, vitality, typical morphology,
related to detection using protocol Il or protocol IV. These usual
inferential analyses were followed by factorial analysis: principal com-
ponent analysis (PCA) used to study relationships between quantita-
tive parameters, and factor discriminant analysis (FDA) used to
determine which parameters optimally discriminated between sperm
characteristics (discrimination rules are based on linear combinations
of the observed variables, called discriminant factors). The parameters
selected for inclusion in these analyses were chosen according to uni-
variate results and biological relevance. More precisely, FDA is a super-
vised discrimination and can be seen as a classification technique. The
equations involved are designed such that the discriminant factors min-
imize the Mahalanobis distance within each group and maximize the dis-
tance between groups, providing compact groups that are segregated as
much as possible in the space.



Il. COMET assay et immunodétection du 8-OHdG

Une des altérations nucléaires spermatiques les plus étudiées est la fragmentation de ’ADN
(Shen et al., 1997; Pacey, 2018). Il a été démontré que la fragmentation de I’ADN était
corrélée a I'age paternel, aux altérations du spermogramme notamment a la baisse de la
numération et de la vitalité spermatique et a une augmentation de la tératozoospermie
(Wallach et al., 1992; Aitken, 2006; Franken and Oehninger, 2012). Certains auteurs ont
clairement démontré que la fragmentation de I'ADN spermatique était corrélée
négativement a la qualité embryonnaire (Sakkas et al., 1998; Morris et al.,, 2002), a
I'obtention de blastocyste (Virant-Klun et al., 2002; Muriel et al., 2006) et a I'incidence des
fausses couches spontanées (Zini et al.,, 2014). Mais linterprétation de ces résultats,
notamment les seuils critiques retenus comme pouvant avoir un impact sur les chances de

grossesses sont délicats (Li et al., 2006; Simon et al., 2017).

Différentes méthodes de mesure du taux de fragmentation de 'ADN spermatique chez
I’'homme sont disponibles : le COMET assay, le SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) et le
test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling ; Ribas-
Maynou and Benet, 2019). De nombreuses études ont tenté d’établir une valeur critique de
référence pour le test TUNEL (Selvam and Agarwal, 2018). Avec une spécificité de 89%, une
sensibilité de 96,9% et une valeur prédictive de 92,8%, une équipe a analysé le sperme de 66
patients infertiles et a trouvé une valeur seuil de 20% de spermatozoides TUNEL positifs
(Sergerie et al., 2005). Sharma et al, en 2016, ont établi une valeur de référence du taux de
fragmentation de I’ADN spermatique par TUNEL a I'aide du kit commerciale APO-DIRECT (BD
Pharmingen) a 16,8% de spermatozoides TUNEL positifs avec une spécificité de 91.6% et une
valeur prédictive positive de 91.4% (Sharma et al., 2016). D’autres seuils ont été proposés
variants par les techniques utilisées et les populations de patients analysés (Pacey, 2018). En
2013, Ribas-Maynou (Ribas-Maynou et al., 2013) proposait un seuil lié a linfertilité
masculine pour le COMET alcalin a 45,37% (sensibilité a 85% et une spécificité a 92%) et pour
le COMET en condition neutre a 34,37% (sensibilité a 97% et une spécificité a 32%). Enfin,
Santi et al., en 2018, valide via une méta-analyse que la fragmentation de I’ADN spermatique
est significativement plus importante chez les patients infertiles vs les patients fertiles,
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quelle que soit la méthode de détection utilisée en comparant le TUNEL, le SCSA ou le

COMET.

Le test TUNEL est tres utilisé, mais il ne permet pas de différencier les cassures simples et
doubles brins de I’ADN spermatique. De plus, le test TUNEL ne détecte pas toutes les
cassures en particuliers celles qui ne générent pas d’extrémité 3’-OH libres, comme c’est le
cas lors d’atteintes oxydantes de I’ADN. Malgré le fait que certains auteurs s’accordent sur le
fait que les cassures simples brins de I’ADN spermatique seraient plutét dues aux ERO
(Enciso et al., 2009; Simon and Carrell, 2013) alors que les cassures doubles brins seraient
produites directement via une activité nucléase (Ward, 2010). Il est clair maintenant que le
test TUNEL sous estime le réel niveau de fragmentation du noyau spermatique. Ceci est
important d’un point de vue diagnostic et de choix d’actions thérapeutiques. L’ovocyte qui
aura la charge de réparer le noyau spermatique a des capacités limitées directement liées au
degré d’atteinte du génome spermatique (Setti et al., 2013) et a I'dge ovocytaire (Marchetti
et al., 2007; Meseguer et al., 2011). Ainsi, 'augmentation des échecs d’implantation, des
taux de fausses couches voire de malformations congénitales ont été observées en cas de
dommages a I’ADN spermatique trop important (Lewis and Aitken, 2005b). C’est pourquoi, le
diagnostic de la fragmentation de I’ADN spermatique est recommandé en pratique clinique
en cas d’échecs multiples de fécondation ou de développement embryonnaire lors de

tentatives d’AMP.

Le test COMET appliqué aux spermatozoides est la seule technique a pouvoir distinguer les
cassures simples ou doubles brins de I’ADN, lesquelles semblent avoir des conséquences
cliniques distinctes (Ribas-Maynou et al., 2012; Ribas-Maynou and Benet, 2019). Elle a été
mise au point par Ostling and Johanson, en 1984, pour détecter les cassures doubles brins de
I’ADN induite directement par des agents toxiques et indirectement lors de processus
enzymatique de réparation des dommages ou de processus secondaires de fragmentation
de 'ADN tel que I'apoptose. Initialement, la lyse et I'électrophorése de I’ADN spermatique
étaient réalisées en conditions neutres avec une coloration a I’acridine orange. Singh et al en
1988, ont optimisé cette technique en conditions fortement alcalines afin de détecter les

cassures simples brins de I’ADN (Singh et al., 1988).
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FIGURE 46

Schéma expérimental
COMET assay et immunodétection du 8-OHdG

Inclusion des sujets

AMP ou spermiologie diagnostique (n=35)

Reliquats d’éjaculat



A notre connaissance, aucun consensus n’existe concernant |'oxydation et la fragmentation
nucléaire de I’ADN spermatique humain en distinguant des cassures simples et doubles
brins. L'objectif de cette étude était d’évaluer le lien entre oxydation de I’ADN spermatique,
validé par I'immunodétection du 8-OHdG par CMF (Vorilhon et al., 2018) et le profil de
fragmentation de I’ADN spermatique chez I'homme par test COMET assay en condition

alcaline.

Schéma expérimental (Figure 46) :

COMET assay et immunodétection du 8-OHdG.
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Tableau 6

) Caractéristiques Caractéristiques
Parametres mesurés Population totale spermatiques normales spermatiques altérées
n=35 n=19 n=16
Données cliniques
Age H (ans) 34,51+ 6,86 32,95+ 7,02 36,38 £ 6,39
IMCH 27,74+ 4,90 27,81+4,71 27,64 +5,41
Nbre de fumeur H 12 7 5
Infertilité primaire H 24 14 10
Spermogramme - spermocytogramme
Volume ml 3,38+1,32 3,3+1,46 3,47 +1,17
Concentration (M/ml) 97,02 +£ 69,02 115,92 + 64,20* 74,58 + 69,72*
Mobilité progressive (%) 51+12 54+9 47 + 14
Forme Typique (%) 7+7 11+7 2+3
TZI 1,38+0,16 1,33+0,11 1,44 +0,19
f::;:::t:‘\:}l;; cellules 386+ 348 3574425 4075305
PNN (M/ml ; n=6) 758 450 + 1 384 828 158 333 =230 340 1358567 + 1384 828
Caractéristiques nucléaires
Taux de spz fragmentés (%) 60,71 + 24,79 57,79 +27,30 64,19 £21,79
Taux de spz oxydés (%) 84,64 +13,29 81,14 + 15,39 88,79 +9,06
MIF de spz oxydés (ua) 1961,49 +1736,70 1559,21 + 1723,33 2439,19 + 1680,57

Tableau descriptif de la population étudiée : Données cliniques, spermatiques et nucléaires
Comet assay et immunodétection du 8-OHdG

IMC : Indice de masse corporel ; TZI : Indice de tératozoospermie ; PNN : Polynucléaires neutrophiles ;
MIF : Moyenne d’Intensité de Fluorescence ; ua : Unité arbitraire ; Les valeurs sont ici présentées sous

formes de moyennes + écarts types a la moyenne ; * : Résultats significatifs avec p=0,021.



RESULTATS

Descriptif de la population

Trente-cinq patients ont été inclus dans cette étude, 11 venaient dans le service de Biologie
de la Reproduction du CHU de Clermont-Ferrand pour un examen spermiologique standard
et 24 dans le cadre d’une prise en charge en AMP au CHU de Clermont Ferrand. Le tableau 6
représente le descriptif de la population étudiée avec les données cliniques, spermatiques et
nucléaires. L’age moyen était de 34,51 + 6,86 ans, et I'indice de masse corporel (IMC) moyen
de 27,74 * 4,90 (Tableau 6). Dix-neuf patients étaient normozoospermiques; 16
présentaient un examen spermiologique avec au moins une anomalie ; 13 présentaient une
tératozoospermie, dont une associée a une leucospermie et une autre a une nécro-oligo-
asthénozoospermie. Enfin, un patient présentait une asthénozoospermie isolée et deux
autres patients une leucospermie isolée. Sur les 35 patients inclus, 24 patients présentaient

une infertilité primaire et 6 une infertilité secondaire.

Lien entre fragmentation, oxydation de I’ADN et les caractéristiques cliniques et
spermatiques

L'analyse des données a été réalisée sur la population totale des patients et en distinguant
les patients normozoospermiques des patients avec au moins une anomalie du
spermogramme-spermocytogramme (tableau 6 et figure 47A, B et C). Les taux de
fragmentation et d’oxydation nucléaires chez les patients présentant au moins une anomalie
du spermogramme n’étaient pas significativement différents des taux moyens mesurés chez

les patients normozoospermiques (tableau 6), méme s’ils tendent a étre plus élevés.

De méme, les patients présentant une infertilité primaire n’avaient pas de valeurs de
fragmentation ou d’oxydation de I’ADN spermatique significativement différentes en
comparaison avec les patients présentant une infertilité secondaire (60,29 * 5,10% vs 56,17
+10,93% ; p=0,73 pour la fragmentation et 84,38 + 2,78% vs 84,57 + 5,74% ; p=0,977 pour le
pourcentage de spermatozoides oxydés et 2135 + 1903 ua vs 2151 + 1525 ua ; p=0,61 pour la

MIF de spermatozoides oxydés).
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FIGURE 47
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Corrélation entre la fragmentation et 'oxydation de ’ADN spermatique en fonction des
caractéristiques cliniques et spermatiques sous forme de Heatmap

A. Population infertile globale étudiée (n=35)

B. Patients normozoospermie (n=19),

C. Patients avec une anomalie du spermogramme-spermocytogramme (n=16)

MBI : Body masse index : TZI : Indice de tératozoospermie ; PNN : Polynucléaires neutrophiles
; MIF : Moyenne d’Intensité de Fluorescence ; ua : Unité arbitraire * : Résultats significatifs
avec p< 0,05



Aucune corrélation n’a été retrouvée entre les taux de fragmentation mesurée par COMET
(Figure 47A) et les taux d’oxydation nucléaire, que cela soit pour le pourcentage de
spermatozoides avec un ADN oxydé (r=0,13 ; p=0,45, % 8-OHdG ; Figure 47A) ou pour la MIF
(r=-0,02 ; p=0,90, MIF 8-OHdG ; Figure 47 A). Une corrélation positive significative a été
retrouvée entre l'indice de tératozoospermie (TZl) et le taux de fragmentation de '"ADN

spermatique (r=0,72 ; p=0,01, Figure 47A).

Lorsque I'on distingue les patients normozoospermiques (n=19, tableau 6), la corrélation
entre l'indice de tératozoospermie et le taux de fragmentation était augmentée (r=0,94 ;
p=0,01 ; Figure 47B). Une forte corrélation positive a été également observée entre la MIF
de l'oxydation de I'ADN spermatique et la concentration en polynucléaires neutrophiles
(PNN, r=0,84 ; p=0,04 ; Figure 47B). Dans cette sous population, aucune corrélation n’a été
trouvée entre les taux de fragmentation et d’oxydation que cela soit pour le pourcentage de
spermatozoides avec un ADN oxydé (r=0,27 ; p=0,26 ; Figure 47A) ou pour la MIF (r=0,26 ;
p=0,29 ; Figure 47A).

Chez les patients présentant un moins une anomalie du spermogramme, nous avons mesuré
des corrélations négatives entre la MIF du 8-OHdG et la concentration de cellules rondes (r=-
0,76 ; p=0,01, Figure 47C) ainsi qu’avec l'indice de la tératozoospermie ou TZI (r=-0,90,
p=0,04, Figure 47C). De plus, une corrélation négative est mesurée entre le taux de
fragmentation et la MIF de I'oxydation de I’ADN spermatique (r=-0,59 ; p=0,02, Figure 47C)

mais pas avec le pourcentage de spermatozoides 8-OHdG.
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lll. HYPOTAURINE

La cryopréservation des spermatozoides est actuellement une méthode couramment utilisée
pour la préservation de la fertilité masculine. Elle est indiquée principalement a titre
préventif pour conserver la possibilité de procréer aprés un traitement stérilisant
(radiothérapie, chimiothérapie, chirurgie ou traitement médicamenteux a risque) et dans le
cadre du don. Elle est aussi proposée aux hommes ayant des difficultés a réaliser le
prélevement de sperme, parfois a ceux ayant une qualité spermatique trés faible pouvant
étre insuffisante le jour de la tentative d’AMP. Depuis plus de 30 ans, en France les CECOS
représentent l'infrastructure clinico-biologique gérant une partie de I'autoconservation et la
totalité du don de spermatozoides. L’autoconservation est réalisée dans le but de conserver

des spermatozoides pour I'individu ou le couple, dans I'espoir de procréation future.

En dépit des progres dans le domaine de la cryobiologie, les étapes de congélation et de
décongélation affectent toujours I'intégrité des spermatozoides avec des conséquences pour
le succes reproductif. En effet, au cours de la cryopréservation, les spermatozoides sont
soumis a un stress physique lié aux chocs thermiques et aux variations d’osmolarité dues a
I’addition et au retrait du milieu cryoprotecteur. Il s’ensuit alors une diminution forte de la
proportion de cellules vivantes et des modifications structurales, notamment au niveau
membranaire, et fonctionnelles qui se traduisent par une diminution de la mobilité et du
pouvoir fécondant (O’Connell et al., 2002; Agarwal et al., 2008b).

Les cycles de congélation/décongélation induisent également une forte production d’ERO et
une diminution de la quantité et de I'activité des systemes antioxydants (O’Flaherty et al.,
1997) aggravés par le retrait du plasma seminal en amont de la congélation. L’induction de
ce stress oxydant entraine des perturbations au niveau des membranes plasmique,
acrosomique et mitochondriale, ainsi que de I’ADN des spermatozoides, et finalement peut
conduire a leur mort par apoptose (Pons-Rejraji et al., 2011). En effet, aprés décongélation, il
existe un accroissement de la fraction de spermatozoides présentant des signes
caractéristiques de I'activation de I'apoptose, et une fragmentation de I’ADN (Zribi et al.,
2010). Il a également été observé qu’apres décongélation une fraction des spermatozoides
possédait des caractéristiques similaires aux spermatozoides capacités : cette situation est
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évoquée sous le terme de a celle de la capacitation : la cryocapacitation (Medeiros et al.,
2002). De plus, il est toujours observé aprés décongélation une augmentation du taux de
spermatozoides sans acrosome (Cormier et al.,, 1997). Les spermatozoides capacités
prématurément ou ayant fait leur réaction acrosomique ont un temps de survie limité et un
pouvoir fécondant réduit de maniére significative, diminuant d’autant la probabilité de
réussite de la fécondation (Medeiros et al., 2002). Il est aussi possible d’observer en
microscopie a fort grossissement des vacuoles qui seraient un indicateur de défauts de
condensation de la chromatine spermatique (Boitrelle et al. 2012). La littérature demeure
controversée quand aux effets de la congélation sur la présence de vacuoles. Certains
auteurs ont rapporté une augmentation de la décondensation de ’ADN spermatique aisni
que la présence de vacuoles (Boitrelle et al. 2012) alors que I'équipe de Gatimel n’a pas mis

en évidence de différence significative (Gatimel et al. 2013).

Dans la littérature scientifique, de nombreux auteurs s’accordent a dire que les antioxydants
préviennent la réduction de la qualité spermatique comme la mobilité et la vitalité, ou
encore des dommages causés a 'ADN (Agarwal et al., 2008b). Une étude antérieure de
I’équipe clinique avait évalué simultanément les avantages d’une migration sur gradient de
densité avant ou apres cryopréservation, et les effets d’une supplémentation en hypotaurine
des milieux utilisés lors des traitements et de la cryopréservation des spermatozoides
(Brugnon et al., 2013). Brievement, cette étude montrait un effet bénéfique de I’hypotaurine
sur la vitalité des spermatozoides et sur le nombre de spermatozoides ne présentant pas de
marqueurs apoptotiques (externalisation de la phosphatidylsérine au niveau de la
membrane plasmique, élévation du potentiel mitochondrial et fragmentation de I’ADN
spermatique). De plus, la supplémentation en hypotaurine réduisait significativement les
altérations de la membrane plasmique suite a une congélation-décongélation, d’autant plus
guand une migration sur gradient de densité était réalisée avant la congélation (Brugnon et

al., 2013).

Au regard de ces considérations préliminaires, nous avons choisi d’évaluer plus avant et ce,
de maniére concomitante sur un méme prélévement, les effets d’une supplémentation en

hypotaurine aprés congélation sur :
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FIGURE 48
Schéma expérimental
Effets bénéfiques d’une supplémentation en hypotaurine sur la
cryopréservation des spermatozoides humains
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e Les parameétres spermiologiques standards : la vitalité et la mobilité (OMS 2010)

e L’expression de marqueurs de la qualité nucléaire spermatique tels que : I'oxydation
et la fragmentation de I’ADN, la compaction et la protamination de la chromatine en
utilsant respectivement les techniques d'immunodétection du 8-OHdG, le TUNEL et

les marquages au bleu d’aniline et a la Chromomycine A3 (CMA3).

e L’expression de marqueurs du pouvoir fécondant tels que des marqueurs de
capacitation (par western blot), et de I'état de I'acrosome (par marquage au PSA-
FITC).

e La présence ou non de vacuole(s) dans les tétes spermatiques, par la technique

microscopique MSOME (Motile Sperm Organelle Morphology Examination).

Schéma expérimental (Figure 48) : Effets bénéfiques d’une supplémentation en

hypotaurine sur la cryopréservation des spermatozoides humains.
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Abstract

Study question: Does the combined effect of hypotaurine supplementation and
spermatozoa selection by density gradient centrifugation (DGC) protect human sperm
functions and DNA quality from the deleterious effects of freezing-thawing?

Summary answer: Hypotaurine supplementation in selection and frozen media improves
vitality and progressive motility and reduces cryo-capacitation and the percentage of
spermatozoa having fragmented DNA, chromatin packaging alterations and nuclear
vacuolization.

What is known already: Although it is widely used, slow freezing can induce strong
functional and nuclear spermatic alterations reducing the chances of pregnancy.

Study design, size, duration: Samples were obtained from 33 men (mean age 33.5+0.8
years) undergoing routine semen analysis at the Center for Reproductive Medicine, between
May 2014 and August 2018. Spermatozoa were selected by density gradient centrifugation
(DGC), washed and frozen using a programmable device. Each step was performed in
parallel with (H+ arm) or without (H- arm) 50mM hypotaurine supplementation. After thawing,
the different analyzes were performed for both conditions in parallel.

Participants/materials, setting, methods: This prospective study was performed on
surplus semen after a DGC-frozen-thawing cycle. We compared for both conditions, with or
without hypotaurine supplementation, the total and progressive mobility, vitality, integrity of
the acrosome, markers of PKA-dependent capacitation intracellular signaling pathway and
nuclear quality by measuring chromatin packaging, DNA fragmentation and oxidation as well
as the presence of vacuoles in the spermatozoa head.

Main results and the role of chance: Post thaw spermatozoa selected and frozen in the
presence of hypotaurine have a vitality (+ 17%, p <0.001) and a progressive and total motility
(+ 40% and + 22% respectively, p <0.005) higher than the control arm. Supplementation
reduces DNA fragmentation (-19%, p < 0.05), nuclear vacuolization (-21%, p < 0.05) and
chromatin decondensation as measured by chromomycin A3 (-16%, p < 0.01) and aniline
blue (-20%, p < 0.01). It also reduces the non-specific phosphorylation of the P110 and P80
capacitation protein markers, limiting cryo-capacitation.

Limitations, reasons for caution: Oligozoospermic population was not evaluated because
the comparison of the different measurements required a high number of spermatozoa.

Wider implications of the findings: Our study is the first to demonstrate a beneficial effect
of hypotaurine supplementation in preparation and freezing procedures on human
spermatozoa DNA quality and cryocapacitation markers.

Study funding/competing interest(s): This work was funded by institutional grants from the
INSERM and Université Clermont Auvergne and by a hospital grant (Programme Hospitalier
Recherche Clinique, CHU Clermont-Ferrand). No competing interests.

Key words: cryopreservation, human spermatozoa, density gradient centrifugation, DNA
fragmentation and oxidation, chromatin packaging, acrosome, capacitation and
cryocapacitation



Introduction

Spermatozoa freezing is an indispensable tool for the preservation of male fertility. Despite
advances in the field of cryobiology, the freezing and thawing steps still affect the integrity of
spermatozoa, causing fertilization disorders (Watson, 1995; Di Santo et al., 2012). Indeed,
the addition and removal of the cryoprotectant medium induce spermatozoa physical stress
related to thermal shocks and osmolarity variations. This results in a sharp decrease in the
proportion of viable and motile cells, structural changes particularly at membrane level, and
functional changes yielding a decrease sperm fertilizing ability (O’Connell et al., 2002;
Hezavehei et al., 2018). The freezing-thawing cycles induce a strong production of reactive
oxygen species (ROS) and a decrease in the amount and activity of antioxidant (AQO)
systems (Aitken and Baker, 2006; Tremellen, 2008; Aitken et al., 2010). The situation of
oxidative stress causes disruption of the plasma, acrosomal and mitochondrial membranes,
as well as DNA alteration, and can ultimately lead to spermatozoa death notably by
apoptosis (Oehninger et al., 2000; Said et al., 2010; Di Santo et al., 2012; Lewis et al., 2013).
Indeed, after thawing, there is an increase in the fraction of spermatozoa with signs of
apoptotic pathway activation together with nuclear DNA fragmentation (Said et al., 2010). It
has also been observed that frozen spermatozoa can present similar characteristics to that of
the capacitated fresh spermatozoa; a phenomenon known as cryocapacitation (Medeiros et
al., 2002; Naresh and Atreja, 2015). In addition, it is always observed after thawing an
increase in the number of spermatozoa without acrosome or with an altered acrosome
membrane. Sperm that are prematurely acrosome reacted have limited survival time, and
have a significantly reduced fertilizing ability (Medeiros et al., 2002).

To reduce the deleterious effects of freezing-thawing cycle, two main strategies have been
reported. The first one (Petyim et al., 2014; Sharma et al., 2015) consists in the selection or
the enrichment of high-quality sperm cells notably by swim up or density gradient
centrifugation (DGC). Therefore, it eliminates immature germ cells, immune or epithelial
cells, as well as dead or altered spermatozoa, which contributes to reduce reactive ROS
sources. However, seminal liquid removal deprives sperm cells of their natural AO protection
(Grizard et al., 1999) having detrimental effect notably for altered semen as recently reported
(Palomar Rios et al., 2018). The second strategy is more widespread and consists in
providing AO to protect the sperm cells (Amidi et al., 2016; Ghorbani et al., 2016; Zhang et
al., 2016; Hatef et al., 2017; Aghaz et al., 2018; Liu et al., 2018). Few studies showed the
beneficial effect of combining both strategies (Brugnon et al., 2013; Aliabadi et al., 2018). In
the study of Brugnon et al. (2013), semen samples of patients with oligo-astheno-
teratozoospermia (OAT) have been selected by DGC supplemented with hypotaurine, the
latter being also added to the washing and cryopreservation media. They showed beneficial
effects notably via the reduction of the proportion of viable spermatozoa with apoptotic
markers such as phosphatidylserine externalization, mitochondrial potential elevation and
increased DNA fragmentation. Hypotaurine was selected because it is naturally present in
the fluids of male and female genital tracts, and known to be an AO and osmolality regulator
(Alvarez and Storey, 1983; Chen et al., 1993; Bucak et al., 2013; Partyka et al., 2017). It has
protective effects on motility (Boatman et al., 1990; Donnrelly et al., 2000), capacitation and
acrosome reaction (Meizel, 1985; Martins-Bessa et al., 2009) of spermatozoa from numerous
species suggesting that, beside its AO actions, it could improve the fertilizing ability of
cryopreserved human spermatozoa (Chen et al., 1993; Sanchez-Partida et al., 1997).

To better substantiate the beneficial effect of such a strategy the aim of the present study
was to analyze more extensively the effects of hypotaurine supplementation on a large array
of semen parameters, in men in age to procreate, with a particular focus on sperm DNA
quality and fertilizing ability. To this end, we have concomitantly evaluated, the effects of
hypotaurine addition to sperm DGC, cryopreservation and washing media on: (i) sperm
conventional parameters such as vitality and motility; (ii) sperm nuclear alterations such as
DNA fragmentation and oxidation, chromatin decondensation and the presence of vacuole in



spermatic heads (i.e. nuclear vacuolization); (iii) fertilizing ability by measuring acrosome
integrity, cryocapacitation level after thawing and ability of sperm cells to capacitate in vitro.

Materials and Methods

Experimental design, Ethics Statement and Patient characteristics

Experimental design is presented Figure 1. Samples were obtained from 33 men undergoing
routine semen analysis at the Center for Reproductive Medicine, between May 2014 and
August 2018. Patients were recruited in accordance with the 1975 Declaration of Helsinki
principles on human experimentation. Only surplus semen was used in this study. Written
informed consent was obtained from each man prior to inclusion of any sperm sample in the
“Germethéque” biobank. This study was approved by the Germethéque Scientific Committee
and the Ethical Committee under the French IRB reference CPP Sud-Est 6, DC2008-DC58.
Semen samples were collected and conventional semen analysis were performed in
accordance with the WHO 2010 guidelines ((“WHO | WHO laboratory manual for the
examination and processing of human semen,” n.d.) Morphology and teratozoospermia index
(TZI) were measured in accordance to stricter criteria (Menkveld et al., 1990). Each sample
was subdivided and treated in parallel in two ways: a control arm "H -": sperm were treated
by DGC without hypotaurine supplementation and an arm "H +": semen were treated with a
50mM hypotaurine supplementation in DGC, washing and freezing media. Spermatozoa
were frozen in high-security straws (CBS™, CrybiosystemTM, France) in the presence of
Cryosperm® freezing medium (Origio, Malov, Denmark) and stored at -196 ° C in liquid
nitrogen until use. After thawing, the different analyzes were performed in parallel for both
conditions: (i) sperm vitality and progressive and total motility; (ii) chromatin condensation,
DNA fragmentation and oxidation and nuclear vacuolization; (iii) acrosome integrity and
capacitation terminal markers. Thirty three patients have been included in the study with a
mean age and body mass index (BMI) of 33.5+0.8 years and a 26.2+0.8, respectively (Table
[). Semen parameters are presented in Table I: briefly, 20 were normozoospermic and 13
presented teratozoospermia, 1 associated with asthenozoospermia and 1 with high level of
leukocytes (Table I). Since a large number of sperm cells was required to perform the panel
of measurements, some samples with a limited number of cells did not allow to perform the
full set of analyses. We therefore distributed the samples to have a homogeneous number of
measurements for all analyzes. We varied the combinations of measurements realized in
order to evaluate the correlations between the different analyzes. Vitality and mobility were
performed on all samples.

Chemicals
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St-Quentin-Fallavier, France) unless
otherwise indicated.

Semen collection and preparation

Semen samples were collected by masturbation into sterile containers after a period of 2—7
days of sexual abstinence. Conventional semen analysis were performed in accordance with
the WHO 2010 guidelines ((“WHO | WHO laboratory manual for the examination and
processing of human semen,” n.d.). Leukocytes were detected using the LeucoScreen Kit
(FertiPro N.V., Belgium). Viable spermatozoa proportion (vitality) was assessed by eosin-
nigrosin staining using Vital Screen Kit (FertiPro N.V., Belgium). All the sperm counts
resulted from two independent readings. The semen surplus was treated by a two steps
(90/45%) discontinuous density gradient centrifugation (DGC), 750 g, 20 min, room
temperature (RT) using fresh gradient media consisting of Puresperm® medium (Nidacon
International, MoIndal, Sweden) and equilibrated Sperm Preparation® medium (Origio Malov,
Denmark). The high density fraction was then washed by centrifugation in Sperm
Preparation® medium at 750 g, for 8 min at RT and the pellet was resuspended in the



washing medium. Samples were mixed 1:1 ratio (v/v) with cryoprotectant medium
(Cryosperm, Origio, France) according to supplier's recommendations, frozen in high
security straws (Cryobiosystem®, L’Aigle, France) using a NanoDigitcool® programmable
freezer (Cryobiosystem®, L’Aigle, France) and stored in a liquid nitrogen tank (CF250M,
Cryodiffusion®, France). For the H + arm, all media were supplemented with a final
concentration of 50mM of hypotaurine as previously described (Brugnon et al., 2013).

For thawing, the straws were placed at 37°C for 3 min. After a multi-steps addition of Sperm
Preparation® medium, the cryoprotectant was removed by centrifugation (750g, 5 min, RT).
Finally, a second wash was performed using Sperm Preparation® medium (750g, 5 min, RT)
and samples were aliquoted for measurements.

Nuclear quality markers measurements

DNA fragmentation measurements

Sample were washed with PBS 1X by centrifugation (750g, 5 min, RT). The measurement of
sperm DNA fragmentation (n=19) was performed using the TUNEL Detection Kit (Cell Death
Kit detection POD®, Roche, France) as described in Brugnon et al. 2013. After washing by
centrifugation (500g, 5min, TA, PBS 1X), 1.10° sperm were fixed in a solution of 4%
paraformaldehyde. After washing in PBS 1X -BSA 1%, the spermatozoa were resuspended
in a permeabilization solution containing 0.1% Triton-X in 0.1% sodium citrate for 3 min in
ice. After washing (500 g, 5 min, RT), the labeling reaction was carried out by incubating for
1 h at 37 ° C with enzyme and labeling solution. Then, the cell suspension is washed in 1%
PBS-BSA and counterstained with Propidium lodide (Pl, 2 mg / ml) to control the
effectiveness of the permeabilization before flow cytometry (FCM) measurements.

Chromatin packaging measurements

Chromatin decondensation measurements were performed using aniline blue staining and
chromomycin A3 labeling. Aniline blue staining was usually used to evaluate the degree of
nuclear maturity and chromatin condensation. Nevertheless, it was shown that aniline blue
could lack of sensitivity in comparison to CMA3 (Wong et al., 2008, Franken et al., 1999).
CMAZ3 binds to GC-rich sequences, which makes it possible to assess protamine deficiency
and fragmented or partially denatured DNA (Sakkas et al.,, 1998; Franken et al., 1999;
Esterhuizen et al., 2000). As the results were systematically similar and because a large
number of sperm cells were required for the panel of tests we conducted here we did favor
the CMAZ3 staining (n= 28).

For aniline blue staining, 0.25x10° spermatozoa were fixed with a solution of 3%
glutaraldehyde — PBS 1X and stained with a 5% aniline blue-4% acetic acid solution for 5
min (CARLO ERBA, lItaly). The slides (Super Frost® slides, Thermo Fischer Scientific,
Villebon sur Yvette, France) were rinsed with PBS 1X and counter-stained with 0.5% eosin
for 1 min. Spermatozoa with blue color on 50% of the head are considered as having
decondensed chromatin, while pink spermatozoa are considered as having a normally
condensed chromatin.

For Chromomycin A3 labeling, spermatozoa were fixed in methanol / glacial acetic acid (3: 1)
at 4 ° C for 5 min, before labeling with a CMA3 solution (0.25 mg / ml of Mcllvaine buffer, pH
7.0 and 10 mM of MgClz) in a humid chamber. Bright yellow sperm heads are indicative of an
abnormally condensed chromatin. A total of 200 sperm per slide was counted blind for each
condition by two different readers.

DNA Oxidation measurements

To evaluate DNA oxidation 8-OHdG residues were immunodetected and quantified using
FCM measurement (n=18) as described previously (Vorilhon et al., 2018). Briefly, PBS-
washed samples were incubated for 10 min in the dark in a decondensation buffer
comprising 2 mM DTT (dithiothreitol), 0.5% Triton X-100 and 1X PBS, followed by fixation
with 4% paraformaldehyde. Spermatozoa were incubated in 1.5% NGS (Normal Goat
Serum) saturation solution. Mouse anti-8-OHdG monoclonal antibody (DNA/RNA Damage



Antibody-15A3, NB110-96878, Novus Biological®, France, 1:1000) and Alexa Fluor 488
antibodies monoclonal anti-80HdG antibody (Molecular Probes®, Eugene, OR, 1:1000)
labeling were conducted overnight and for 90 min, respectively. For each assay, control
incubations were conducted comprising a negative control untreated with anti-8-OHdG
primary antibody or the binding conjugate, and a positive control treated with an 8 M H20-
(Gilbert, Herouville-Saint-Clair, France) solution for 1 h before fixation. Using FCM the
percentage of 8-OHdG-positive spermatozoa and mean fluorescence intensity level of
fluorescence (MFI) were evaluated.

Flow Cytometry measurements

Flow Cytometry measurements were performed on a minimum of 20,000 spermatozoa using
a BD FACS Aria SORP (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) cell sorter using an 85 uym
nozzle. The FSC (forward-scattered light) and SSC (side-scattered light) were detected on a
linear scale and used to gate sperm cells. Sperm cell gating was confirmed by microscopy
after cell sorting. The fluorochromes were excited at a wavelength of 488 nm by an argon
laser. The fluorescence green (FITC) and red (PI) were respectively detected in FL1 by a
bandwidth filter of 525nm and in FL3 by a bandwidth filter of 620nm. The fluorescence
signals detected by FL1 and FL3 were recorded after logarithmic amplification and the
percentage of labeled cells was calculated by the flow cytometer software.

Nuclear vacuolization analysis

Nuclear vacuolization was estimated for 19 samples by motile sperm organelle morphology
examination (MSOME) using an inverted microscope (Leica AM 6000 micromanipulator,
France) equipped with a Hoffman and Nomarski interferential contrast with a dry objective of
x6300. The spermatozoa suspension was deposited in a microdrop of 5ul of PVP
(Polyvinylpyrrolidone, Clinical Grade®, Origio) in a sterile glass dish covered with mineral oll
(Ovoil®, Vitrolife, Sweden). Spermatozoa were classified in 2 groups: spermatozoa with a
large head vacuole or 2 small vacuoles or more; normal group consisting of sperm free of
vacuole or with one small nuclear vacuole. A total of 200 spermatozoa was counted blind for
each condition by two different readers.

Terminal markers of Capacitation and Acrosome integrity measurements

Western blot of terminal markers of Capacitation

Spermatozoa capacitation ability for 15 samples was estimated by monitoring tyrosine
phosphorylation (P-Tyr) of P80 and P110 proteins by western-blot procedure, using a
monoclonal anti-phosphotyrosine antibody (clone 4G10; Upstate Biotechnology Inc, Lake
Placid, NY). The intensity of the phosphorylation was evaluated by densitometry after
scanning of the films. After thawing and washes and following 3 h of incubation in
capacitating conditions (Sperm Preparation medium, 37°C and 5% CO), spermatozoa were
washed with PBS 1X and centrifuged (500 g, 5 min, 4°C). Spermatozoa proteins were
solubilized and denatured in electrophoresis sample buffer (2% SDS, 10% glycerol, 5% [3-
mercaptoethanol, 31.25 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.2% phosphatase inhibitor cocktail) at 100 °C
for 5 min. Proteins derived from 250,000 cells were separated on a 7.5% SDS-
polyacrylamide gel and transferred to nitrocellulose membrane. Immunodetections were
performed as indicated in previous studies (Pons-Rejraji et al., 2011). To calibrate the signal
for the amount of sperm protein subjected to the electrophoresis and western blot
procedures, the same membranes were probed again using the same protocol with a mouse
monoclonal anti a-tubulin antibody. P-Tyr profiles and tubulin signals were quantified and the
P-Tyr signal was normalized to the tubulin one. For each condition, the ratio obtained after
different durations of incubation were related to the ratio obtained before incubation.

Acrosome Integrity measurements

For evaluation of acrosome integrity, spermatozoa of 25 samples were fixed and
permeabilized in methanol 98 % after a wash in PBS 1X. Sperm cells were incubated with a
freshly prepared solution of Pisum sativum agglutinin conjugated to fluorescein



isothiocyanate (FITC-PSA, 60 pg/ml final) in PBS 1X for 30 min at 4°C in a moisture chamber
as indicated in prior studies (Pons-Rejraji et al., 2014). After washing, sperm cells were
observed with an epifluorescence microscope (x 400). Sperm cells with their acrosome
membrane showed a marked fluorescence on the acrosome region, while those having lost
their acrosome membrane were devoid of fluorescence or presented a fluorescence mark
along the equatorial segment. A total of 200 sperm per slide was counted blind for each
condition by two different readers.

Statistics

All analyses were performed using STATA® (version 13, StataCorp, College Station, TX)
software. Data were presented as the mean * standard error of mean (SEM) or median
[interquartile range]. For each pairwise comparison, the statistical difference was evaluated
using parametric (Student’'s f-test) or non-parametric (Wilcoxon test) paired tests.
Correlations between the different parameters were evaluated using or Spearman
correlations (rho coefficient) according to statistical distribution and number of subjects. A
heatmap representation was performed to illustrate the different correlations.

Results
Hypotaurine supplementation and DGC effects

Vitality as well as total and progressive motility were significantly decreased for the 2 arms
after thawing (39.0 + 2.9 % and 45.5 + 3.2 %, respectively for the H- and H + arm for vitality,
Table 1) in comparison with the values measured with fresh spermatozoa (73.6 £ 1.9 %, p <
0.0001). However, the three parameters were significantly higher for the H + condition
compared with H- one (p < 0.001 for vitality, and p < 0.005 for both progressive and total
motility, Table II).

We observed after thawing significantly higher phosphorylation levels of the P110 and P80
proteins for H- condition, indicating a higher cryocapacitation grade, in comparison with H+
one (1.3+0.4 a.u. vs.1.0 £ 0.3 a.u. p<0.01 for P110 and 1.3£0.4 a.u. vs.1.0 £ 0.4 a.u. p<0.01
for P80, Table Ill). P110 and P80 phosphorylation levels after 3h of incubation in capacitation
conditions tended to be higher for H+ condition in comparison the with H- one, even if it was
not statistically significant (3.5 + 1.0 for H- vs. 4.4 £ 1.0 a.u. for H+, p = 0.23 for P110 and 3.6
+ 0.9 for H- vs. 4.5 £ 1.0 a.u. for H+, p= 0.08 and P80, Table Ill). The percentage comparison
of spermatozoa with an altered or absent acrosome (AR %, Table IIl) reveals no significant
difference between both conditions.

Spermatozoa chromatin packaging was found also significantly improved in the H+ arm in
comparison with the H- one using CMAS3 (p < 0.05, Table IV) and aniline blue labeling (p <
0.05, Table IV). Similar effects were observed with the spermatozoa having fragmented DNA
(18.7 £ 2.0 % for H+ condition in comparison with H- one 23.0 £2.7%, p < 0.05, Table 1V) and
spermatozoa with nuclear vacuolization (31.7 + 4.4 vs. 25.1 + 3.9 %, p<0.05, Table IV).
Concerning DNA oxidation measured by 8-OHdG immuno-detection, we observed no
statistically significant effect for sperm cells percentage nor for MIF. However, MF| the most
discriminant criteria in DNA oxidation assay tended to be lower in the H+ arm (5900.5 +
802.9 for H- and 5615.1 £ 838.3a.u. for H+, p = 0.35, Table V).

Correlations between sperm parameters

Correlations between the different parameters measured are represented by a heatmap
shown in Figure 2. The percentage of CMA3+ spermatozoa was negatively correlated with
the vitality (r = - 0.4, p < 0.01) and the total motility (r = - 0.4, p < 0.01) and the percentage of
spermatozoa having nuclear vacuoles (r = - 0.4, p < 0.01). The percentage of spermatozoa



having a fragmented DNA was negatively correlated with the MFI of DNA oxidation (r = - 0.6,
p < 0.01), the vitality (r = - 0.5, p < 0.01) and the progressive motility (r = - 0.4, p < 0.05). The
percentage of spermatozoa with nuclear vacuolization was also negatively correlated with
the MFI of DNA oxidation (r = - 0.6, p < 0.01).

The percentage of acrosome reacted spermatozoa was positively correlated with The MFI of
DNA oxidation (r = 0.5, p < 0.05) and the percentage of spermatozoa with nuclear
vacuolization (r = 0.4, p < 0.05). Capacitation markers P110 and P80 were positively
correlated with DNA oxidation regarding both percentage (r = 0.5 with P110, p < 0.01) and
MFI (r = 0.6 with P110 and r = 0.7 with P80, p < 0.001), whereas cryocapacitation markers
were not correlated with any of those.

Discussion

Despite the development of new tools and approaches for spermatozoa cryopreservation,
the slow and progressive freezing remains the gold standard method to preserve men fertility
(Sharma et al., 2015; Hezavehei et al., 2018; Li et al., 2019). However, sperm preparations
including washing, DGC selection (Tremellen, 2008), as well as cryopreservation by itself
(Zribi et al., 2010) are known to increase oxidative stress resulting in alterations of sperm
membrane and DNA. Furthermore, DGC by eliminating the protective AO activities of
seminal fluid can aggravate the spermatozoa susceptibility to oxidative damage (Grizard et
al., 1999). In such a context, the addition of AO during DGC and cryopreservation processes
could have beneficial effect on sperm structure and functions. Hypotaurine was selected
because beside its well-known osmoregulatory action it has been described as an
antioxidant having i) protective effects on the integrity of the sperm plasma membrane, ii)
beneficial effect on sperm DNA integrity notably by reducing DNA fragmentation and, iii)
positive impact on spermatozoa functionalities in numerous species (Alvarez and Storey,
1983; Boatman et al.,, 1990; Chen et al., 1993; Bucak et al., 2013; Partyka et al., 2017;
Asano et al., 2018). More precisely, it was reported in animal models that hypotaurine
supplementation reduced lipid peroxidation of cryopreserved spermatozoa (Partyka et al.,
2017) protecting plasma and acrosomal membranes (Bucak et al, 2013). Semen
concentrations of hypotaurine as well as taurine, its immediate downstream metabolite, have
long been reported to be related with male fertility (Holmes et al., 1992). Naturally present in
the human male and female reproductive tissues (Guérin et al., 1995), hypotaurine was
shown to play a role in various processes including sperm capacitation, acrosome reaction
and fertilization (Meizel, 1985; Holmes et al., 1992; Buff et al, 2001). Therefore, we
hypothesized that because of its combined antioxidant, anti-capacitant and osmoregulatory
actions hypotaurine supplementation in DGC, washing and freezing media was a pertinent
choice in order to improve the quality of cryopreserved spermatozoa (Hezavehei et al., 2018;
Pini et al., 2018). Our earlier study (Brugnon et al., 2013) reported a decrease of the
percentage of spermatozoa with apoptotic markers when sperm selection was performed
before freezing and with hypotaurine addition. The present study clearly demonstrated the
benefit of the combination of DGC and hypotaurine supplementation on vitality, total and
progressive motility, cryocapacitation and DNA integrity of post thaw spermatozoa from
patients with normal or altered conventional sperm parameters. Notably, we shown that this
protocol significantly reduced the proportion of spermatozoa having DNA fragmentation,
chromatin decondensation and nuclear vacuolization.

All the nuclear alterations measured were significantly reduced by hypotaurine
supplementation with the sole exception of oxidation. However, while there were no
statistical differences in terms of the number of cells positive for 8-OHdG between the H+
and H- arms there was a clear tendency towards a decrease when the 8-OHdG MFI was
considered. This suggested that overall hypotaurine treatment was associated with a
decrease in spermatozoa nucleus susceptibility to oxidative alteration resulting in lower MFI



values, which we have shown earlier to be the most discriminant criteria when monitoring the
extent of DNA oxidative alteration using 8-OHdG immunofluorescence and flow cytometry in
human sperm (Vorilhon et al., 2018). The absence of clear significant effect could be
explained either by semen sample heterogeneity regarding DNA oxidation level associated
with the rather limited number of samples analyzed. Because the 8-OHdG assay requires a
large number of cells we could not carry it out with every sample of our cohort. In addition, it
is also possible that 50mM of hypotaurine was either not a sufficient concentration to protect
efficiently sperm DNA from oxidation or, that hypotaurine is not the most efficient AO to
counteract H2O2-mediated DNA oxidative damage. Indeed, there are reports showing that
hypotaurine can scavenge the aggressive hydroxyl radical (Aruoma et al., 1988; Donnelly et
al., 2000), but its ability to deal with H.O. (or/and H>O2-mediated damage) is not clearly
established. The protective effects of hypotaurine on sperm nuclear integrity reported here
confirmed our preliminary report (Brugnon et al., 2013) and are in agreement with other
reports that have shown that AO supplementation in freezing media protected sperm cells
from DNA damages (Sharma et al., 2015; Hezavehei et al., 2018). Dose-response
experimentations should be performed to see whether higher hypotaurine concentrations
could improve its effect on sperm DNA oxidative damage.

Regarding sperm nuclear vacuolization and cryopreservation there are two conflicting reports
(Boitrelle et al., 2012; Gatimel et al., 2013). In the first study, cryopreservation as shown to
induce sperm nuclear vacuolization and chromatin decondensation (Boitrelle et al., 2012)
while in the second study not effect was recorded (Gatimel et al., 2013). However, these
studies are difficult to compare since in the first case 25 infertile males were analyzed while
in the second 27 fertile males constituted the cohort. Our study demonstrates that AO
addition to selection and freezing media reduces both sperm nuclear vacuolization and
chromatin packaging alterations which may support the idea that cryopreservation can
aggravates/provokes sperm nuclear vacuolization.

We did not observe any significant effect of hypotaurine on acrosome integrity or
capacitation. It nevertheless reduced the non-specific phosphorylation of two capacitation
markers induced by cryopreservation in the process known as cryo-capacitation. It was
reported (Bucak et al., 2013), using ram model, that hypotaurine supplementation reduced
the deleterious effects of cryopreservation on the acrosome. However Partyka et al. shown
none effect on acrosome integrity of chicken spermatozoa (Partyka et al., 2017). Hypotaurine
action seems to be dose-dependent and species-specific as it was true for ram spermatozoa
but not for chicken spermatozoa. The 50mM concentration was chosen on the basis of the
concentrations measured in seminal and epididymal fluids of fertile men (Holmes et al.,
1992). This concentration is however, the highest used in this context in comparison with
others studies (Bucak et al., 2013; Partyka et al., 2017). Once again, dose-response
experiments should be conducted to determine what concentrations could improve
hypotaurine effects on human spermatozoa. In parallel, in combination with hypotaurine
other AO could be tested for a synergistic or/and complementary action as it was shown
recently that different antioxidants when combined may have additive positive effects on
sperm cells (for recent reviews (Sharma et al., 2015; Amidi et al., 2016; Hezavehei et al.,
2018)).

In conclusion, we show here that post-thaw spermatozoa selected and frozen in the
presence of hypotaurine had significant proportion of live and progressively motile
spermatozoa than spermatozoa that were only selected by DGC before freezing.
Supplementation reduced the percentage of spermatozoa with DNA fragmentation,
chromatin decondensation and nuclear vacuolization. It also reduced the non-specific
phosphorylation of capacitation protein markers, limiting cryo-capacitation. Sperm
cryopreservation is a precious clinical aid in the management of men infertility in particular to
preserve fertility in the context of pathologies or before treatments that may be gonadotoxics.



Hypotaurine supplementation could be easily and routinely added in ART preparation and
freezing media in order to improve the management of men infertility.

In conclusion, we show here that post-thaw spermatozoa selected and frozen in the
presence of hypotaurine had significant proportion of live and progressively motile
spermatozoa than spermatozoa that were only selected by DGC before freezing.
Supplementation reduced the percentage of spermatozoa with DNA fragmentation,
chromatin decondensation and nuclear vacuolization. It also reduced the non-specific
phosphorylation of capacitation protein markers, limiting cryo-capacitation. As sperm
cryopreservation is a precious clinical aid in the management of men infertility in particular to
preserve fertility in the context of pathologies or before treatments that may be gonadotoxics,
hypotaurine supplementation could be easily implemented in ART preparation and freezing
media in order to improve the management of men infertility.
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Figure legends

Figure 1 Experimental study design
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Samples were obtained from 33 men undergoing routine semen analysis at the Center for
Reproductive Medicine. Surplus semen of each sample was subdivided and treated in
parallel by two ways: a control arm "H -": sperm cells were treated by density gradient
centrifugation (DGC) without hypotaurine supplementation and an arm "H +": semen were
treated with a 50mM hypotaurine supplementation in DGC. Spermatozoa were washed and
frozen in high-security straws in the presence of media supplemented (H+) or not (H-) with
hypotaurine. After thawing, the different analyzes were performed in parallel for both
conditions: (i) sperm vitality (n =33, measured by eosin nigrosine staining) and progressive
and total motility mesured manually using visible microscopy (VM, n =33) ; (ii) chromatin
condensation measured by aniline blue and VM (n= 18) and chromomycin A3 and
fluorescence microscopy (FM, n=28), DNA fragmentation by TUNEL assay and flow
cytometry (FCM, n= 18) and oxidation (percentage of 8-OHdG-positive spermatozoa (8-
OHdG spz) and the mean intensity of fluorescence (MFI) using immuno-fluorescence (IF)
and FCM (n= 18) and nuclear vacuolization observed by motile sperm organelle morphology
examination (MSOME, n=19); (iii) acrosome integrity estimated after FITC- PSA labeling and
FM (n=25) and finally capacitation terminal markers by measuring P110 and P80 tyrosine
phosphorylation using western Blot (n=15).



Figure 2 Correlations between post thaw spermatozoa parameters
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Heatmap representing positive (in blue) and negative (in red) correlations between the
different parameters using or Spearman correlations according to statistical distribution and
number of subjects. *indicates significant difference with p < 0.05.



Table I Clinical characteristic and conventional semen parameters

Clinical characteristics and Conventional semen parameters (MeantSEM)

Number of subjects 33

Age (years) 335 £+ 0.8
BMI 26.2 + 0.8
Normozoospermic 20

astheno-teratozoospermic 1

leuco-teratozoospermic 1

teratozoospermic 11

Semen volume (ml) 47 + 04
pH 7.9 0.05
Sperm concentration (106 spz/ml) 112.8 + 13.3
Round cells concentration (108 cells/ml) 3.0 £ 0.6
PMN concentration (108 cells/ml) 0.1 £ 0.1
Vitality (%) 736 + 1.9
Total motility (%) 543 + 1.6
Progressive motility (%) 461 + 1.7
Sperm abnormalities (%) 76 £ 1.5
TZI 14 + 0.04

Values are represented mean + SEM. Spermatozoa morphology and TZl index was
measuring using stricter criteria classification and conventional semen parameters were
realized according to the WHO 2010 guidelines. BMI: body mass index.



Table Il Conventional parameters before and after sperm selection by density gradient
centrifugation and freezing-thawing with H+ and H- protocols

fresh H- H+ p- value
Vitality (%) 736 £ 1.9 39.0 £+ 2.9* 455 + 3.2* 0.0007
Total motilty (%) 543 £ 1.6 36.5 + 3.5* 444 + 3.6* 0.0047
Progressive motility (%,) 461 = 1.7 173 £+ 21* 242 + 2.3 0.0030

Values (n=33) are represented mean + SEM for percentage (%). "H -": sperm cells were
treated by density gradient centrifugation (DGC), washed and frozen without hypotaurine
supplementation. "H +": sperm cells were treated by DGC, washed and frozen semen in
presence of 50mM hypotaurine. * indicates significant difference with p < 0.05 in comparison
with fresh values. p-value indicates the significant difference between H- and H+ conditions.

Table lll Effects Hypotaurine supplementation on acrosome integrity and cryo /
capacitation of post-thaw spermatozoa

H- H+ p- value
AR (%, n=25) 65.1 £+ 3.2 644 + 3.1 0.5951
cryocapacitation (n=15)
P110 (a.u.) 1.3 + 04 11 + 03 0.0039
P80 (a.u.) 1.3 + 05 11 + 04 0.0026
capacitation (n=15)
P110 (a.u.) 35 + 1.0 44 + 1.0 0.2296
P80 (a.u.) 36 £+ 09 45 + 1.0 0.0761

Values are represented mean + SEM for percentage (%) and P110 and P80 values (arbitrary
units: a.u.). "H -": sperm cells were treated by density gradient centrifugation (DGC), washed
and frozen without hypotaurine supplementation. "H +": sperm cells were treated by DGC,
washed and frozen semen in presence of 50mM hypotaurine.



Table IV Effects Hypotaurine supplementation on nuclear parameters of post-thaw
spermatozoa

H- H+ p- value
Chromatin packaging (decondensation)
CMAS3 + spermatozoa (%, n=28) 13.7 £+ 13 115 £+ 14 0.0276
anilin blue + spermatozoa (%, n=18) 39.2 + 52 314 = 57 0.0109
DNA fragmentation
TUNEL + spermatozoa (%, n=19) 23.0 + 27 18.7 £ 2.0 0.0126
DNA Oxidation
8-OHdG spermatozoa percentage (%, n=13) 877 + 23 87.7 + 2.6 0.9753
8-OHdG MFI (a.u., n=13) 5900.5 + 802.9 5615.1 + 838.3 0.3542
Head vacuoles spermatozoa % (n=19) 317 = 44 251 = 3.9 0.0204

Values are represented mean + SEM for percentage (%) or mean intensity of fluorescence
(MFI1) using arbitrary units (a.u.). "H -": sperm cells were treated by density gradient
centrifugation (DGC), washed and frozen without hypotaurine supplementation. "H +": sperm
cells were treated by DGC, washed and frozen semen in presence of 50mM hypotaurine.
After thawing were measured: (i) Chromatin packaging : percentage of spermatozoa with a
decondensed chromatin assessed by chromomycine A3 CMAS3 (+ spermatozoa) and aniline
blue (anilin blue + spermatozoa); (ii) DNA fragmentation estimated by TUNEL assay (TUNEL
+ spermatozoa); (iii) DNA oxidation assessed by immudetection of 8-OHdG residues and
represented by 8-OHdG-positive spermatozoa percentage (8-OHdG spermatozoa
percentage) and the mean intensity of fluorescence (8-OHdG MFI) and (iv) nuclear
vacuolization estimated by MSOME (Head vacuoles spermatozoa %).






IV. Impact de la qualité nucléaire des spermatozoides humains sur le développement

embryonnaire : Etude PRIMOSPERMO

Il est démontré que les spermatozoides porteurs d’anomalies nucléaires présentent une
diminution de leur qualité fonctionnelle et de leur pouvoir fécondant (Morado et al., 2013;
Park et al., 2015). Toutefois, un spermatozoide mobile et fécondant n’est pas a 'abri d’'une
atteinte de son intégrité nucléaire pouvant alors induire un défaut lors du développement
embryonnaire précoce (Lewis and Aitken, 2005a). De nombreux auteurs ont montré la
nécessité d’'une oxydation modérée pour la bonne fonctionnalité des spermatozoides lors
d’une fécondation (Pons-Rejraji et al., 2009; Du Plessis et al., 2015). Toutefois, une oxydation
exacerbée qualifiée de « stress oxydant » peut induire un nombre important de bases
oxydées que I'ovocyte devra remplacer, une décondensation anormale de la chromatine,
voire une activation des mécanismes d’apoptose qui peuvent conduire in fine a une
fragmentation de I’ADN spermatique que ce soit en pré ou post-fécondation. Cette situation
de noyau paternel oxydé est trés commune puisque on estime qu’environ 30 a 60% des
patients infertiles présenteraient une oxydation délétere de I'’ADN spermatique (Aitken et
al., 2014). Un point important est a considérer lequel est : si le stress oxydant a clairement
était associé a la fragmentation de I'ADN spermatique (Tremellen, 2008; Brugnon et al.,
2013; Aitken et al., 2014 ; Fraga et al., 1991; Kodama et al., 1997) il apparait que ces deux
situations peuvent étre dissociées et qu’un grand nombre de patients ne montreront pas de
fragmentation du noyau spermatique tout en ayant un niveau d’oxydation du noyau
spermatique modéré a élevé. En modele animal, nous avons clairement démontré que
I’oxydation seule et modérée du noyau spermatique (non accompagnée de fragmentation)
provoquait des échecs reproductifs illustrés par une augmentation des avortements, des
développements embryonnaires anormaux et de la mortalité périnatale (Chabory et al.,
2009).

En accord avec ces observations, il a été démontré que le taux d’oxydation spermatique était
corrélé positivement au degré de fragmentation cellulaire de 'embryon et négativement au
taux d’obtention de blastocystes (Meseguer et al., 2008). D’autres auteurs ont affirmé que
I'oxydation des spermatozoides pouvait également compromettre le développement

embryonnaire préimplantatoire et étre a I'origine d’une augmentation du risque de fausses
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couches (Morado et al. 2013; J. H. Park et al. 2015). L'oxydation de 'ADN spermatique a
aussi été identifiée comme pouvant étre a |'origine de transmission d’altérations géniques
impliquant des risques pour la descendance (Aitken et al., 2014; Drevet, 2016).

Par ailleurs, il a été démontré que la fragmentation de I'ADN spermatique impactait
négativement le développement embryonnaire (Sakkas et al., 1998; Morris et al., 2002;
Wdowiak et al., 2015) ainsi que le taux d’obtention et la qualité des blastocystes (Nasr-
Esfahani et al., 2005; Muriel et al., 2006). Cependant, I’évaluation du niveau de
fragmentation du noyau spermatique n’est réalisée en pratique qu’aprés plusieurs échecs de
fécondation, lors de I'absence d’obtention d’embryons ou encore apres la répétition de
fausses couches.

Enfin, chez les patients pris en charge en ICSI, présentant un défaut de compaction de ’ADN
(au-dela de 30% de spermatozoides marqués par CMA3), il a été observé de faibles taux de
fécondation (Sakkas et al., 1996, 1998) ainsi qu’un défaut du développement embryonnaire

(Hammadeh et al., 1996; Sadeghi et al., 2009).

Concernant l'impact potentiel de la qualité nucléaire spermatique sur la cinétique du
développement embryonnaire, nous disposons de peu de données actuellement. Il a été
démontré que la contribution de I'ADN paternel au développement embryonnaire était
effective a partir du 3°™¢ jour post-fécondation et qu’une altération de I'intégrité du génome
paternel pouvait entrainer un développement anormal du blastocyste et/ou de I'embryon,
voire une fausse couche précoce (Janny and Menezo, 1994; Tesarik, 2005). En effet, de
nombreuses études ont démontré une corrélation négative entre le pourcentage de
spermatozoides présentant une altération de I’ADN et les taux de grossesses aprés AMP
(Evenson et al., 1999; Benchaib et al., 2003; Tarozzi et al., 2007; Lewis et al., 2013).

De plus, Esbert M et al. 2018, ont montré que la cinétique embryonnaire était influencée par
la fragmentation de I’ADN spermatique (évaluée par la technique TUNEL), mais sans modifier
la qualité finale embryonnaire en cas de fécondation in vitro avec don d’ovocyte. Ainsi au-
dela de 20% de fragmentation de 'ADN spermatique, une cinétique de division plus lente
était observée, sans impact sur la blastulation et les issues de tentatives (Esbert et al., 2018).
Si ces quelques études démontrent I'impact délétere des altérations du génome paternel sur

les issues de grossesses, tres peu d’auteurs rapportent I'impact des d’altérations du noyau
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spermatique dans les étapes précoces de la cinétique embryonnaire. Par ailleurs, aucune
étude n’a évalué l'impact de l'oxydation du noyau spermatique sur la cinétique du
développement embryonnaire pour la simple raison que personne ne mesure en routine le

niveau d’oxydation nucléaire spermatique.

Jusgqu’a récemment, en AMP, la qualité embryonnaire était évaluée de fagcon ponctuelle au
cours du développement embryonnaire a des temps définis. Ceci afin de limiter I’exposition
de I'embryon a des conditions déléteres a sa survie. En effet, 'embryon a besoin d’un
environnement le plus proche possible de I’état physiologique in situ. Ces observations sont
ainsi limitées a des étapes dites clés de la cinétique embryonnaire telles que I'obtention d’un
zygote, d’'un embryon clivé et d’un blastocyste.

Aujourd’hui, il est possible d'observer en continu la cinétique du développement
embryonnaire de fagcon non invasive grace a une prise continue d’'images de I'embryon en
culture par une technologie innovante appelée « Time Lapse » (pour revues: Kaser and
Racowsky, 2014; Armstrong et al., 2015). L'intérét de ce systéme est double : d’'une part, il
permet d’observer la cinétique embryonnaire sans les sortir de leur environnement de
culture optimal ; d’autre part il devient possible de suivre en continu les cinétiques de
développement de maniere plus précise et objective (Sundvall et al., 2013). Cela permet au
final d’améliorer la précision de I'évaluation de la qualité embryonnaire, et donc d’optimiser
les chances de succeés de I'AMP. Différents travaux ont démontré le bénéfice de ces
dispositifs « Time-Lapse » sur les chances de grossesse du fait de meilleures conditions de
sélection de I'embryon a transférer (Meseguer et al., 2012; Conaghan et al., 2013; Motato et
al., 2016). En lien avec cette technologie, des algorithmes ont été développés pour le choix
de 'embryon a transférer, fondés sur des marqueurs clés de la cinétique de développement
de I'embryon. Toutefois, ces algorithmes sont spécifiques de I'outil « Time Lapse » utilisé,
des milieux de culture et des protocoles techniques propres a chaque laboratoire. De ce fait,
les résultats des algorithmes publiés ne sont pas facilement transposables d’un laboratoire a
un autre (Kaser and Racowsky, 2014; Armstrong et al., 2015).

L'objectif de notre étude a été d’analyser les effets de la qualité nucléaire spermatique sur la

cinétique de développement embryonnaire et I'obtention de blastocyste de bonne qualité
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FIGURE 49

Schéma expérimental
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(top blastocyste). Nous avons également souhaité mettre au point une cinétique optimale

pour I'obtention d’un blastocyste de bonne qualité dans nos conditions de culture.

Schéma expérimental (Figure 49) : Impact de la qualité nucléaire des spermatozoides

humain sur le développement embryonnaire, Etude PRIMOSPERMO
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Ta b | eau 7 _ : Données cliniques n=25
Age H (Années) 34,24 £ 6.80
IMCH 26,48 £ 5,30
Nombre de fumeurs H 8
Age F (Années) 31,51 +6,30
IMCF 24,40 + 4,88
Nombre de fumeurs F 8
Nombre moyen de CCO recueillis / tentative 12,92 +£2,58
Nombre moyen d’ovocytes injectés / tentative 10,00 +2,00
Nombre d’ovocytes injectés 194
Nombre de cinétiques analysées 162
Nombre de zygotes 135
Nombre moyen de zygotes / tentative 6,72 +1,34
Nombre de « Top blastocystes » 49
Nombre moyen de « Top blastocyste » / tentative 2,12+0,42
Nombre d’embryons transférés 25

PRIMOSPERMO : Descriptif clinique de la population étudiée

H: Homme ; F : Femme ; IMC : Indice de masse corporel ; CCO : Complexes cumulo-ovocytaires ; Les
valeurs sont ici présentées sous formes de moyennes * écarts types a la moyenne.

Tableau 8

Population Groupe Groupe Groupe Groupe
Parameétres Totale Fragmentation Fragmentation Oxydation Oxydation
mesurés PRIMOSPERMO - + - +
n=25 n =8 n=17 n=6 n=9
Volume (ml) 3,24 +£0.65 2,84+1,01 3,44 +0,83* 2,73+1,12 3,33+1,11*

Concentrati
(Icl'/'g:;' ration 4435+887 | 2800+9,93  5205+1263 | 536742199 72,96+ 24,32
Numération

‘s 120,86 +24,17 | 80,50 +28,55 139,86 +33,95*| 134,32 +55,05 198,74 +66,25*
(M/éjaculat)

Mobilité
progressive 367 45+ 16 33 +8* 42 +£17 40+13
(%)

Forme Typique
(%)
Concentration
cellules rondes 3,65+0,73 3,08+1,09 3,86 +0,94 5,42 +2,22 4,11 +1,37%
(M/ml)

1+0,30 2+1 1+0,30 2+1 1+0,41%*

PRIMOSPERMO :
Descriptif des caractéristiques spermatiques en fonction des anomalies nucléaires

« Oxydation + » correspond aux patients dont le pourcentage de spermatozoide oxydé est supérieur a 65,8%
associé a une MIF supérieure a 552 ua (Vorilhon et al. 2018) par rapport au groupe « Oxydation - »

« Fragmentation + » correspond aux patients dont le pourcentage de spermatozoide fragmenté est supérieur
a 16,8% ont été notés dans mon travail par rapport au groupe « Fragmentation - » (R. Sharma et al. 2016a).
Non représenté ici le seul patient présentant un taux de spermatozoides avec une chromatine décondensé
supérieur a 30% pouvant composer le groupe « Décondensation + » (Sakkas et al., 1996, 1998).

Les valeurs sont ici présentées sous formes de moyennes + écarts types a la moyenne. * correspond a une
différence significative avec p < 0,05 en comparaison du groupe « - » respectif de chaque anomalie nucléaire.



RESULTATS

Schéma expérimental et descriptif de la population

Le schéma expérimental est présenté Figure 49 et les caractéristiques de la population sont
présentées dans le tableau 7. L’age moyen des patientes était de 31,51 + 6,30 ans avec un
IMC de 24,40 £ 4,88. L’age des hommes inclus était de 34,24 £ 6,80 ans, avec un IMC de
26,48 + 5,30. Huit femmes et 8 hommes ont déclaré une consommation de tabac. Au total,
25 tentatives ont été incluses dans I'étude avec 194 ovocytes micro-injectés et 162
cinétiques analysées. Le taux de fécondation était de 70%. Quarante-neuf « Top
Blastocystes » ou « TB » ont été obtenus et 25 embryons ont été transférés a J2 ou J5 post

fécondation.

Anomalies nucléaires et caractéristiques spermatiques

Le tableau 8 présente les caractéristiques spermatiques standards des patients en lien avec
les anomalies nucléaires. Parmi les 25 patients, 17 patients présentaient un pourcentage de
spermatozoides avec une fragmentation de I’ADN supérieur ou égal a 16,8% (Sharma et al.,
2016) et sont identifiés en tant que groupe « Fragmentation + ». Neuf patients parmi les 25
patients présentaient un pourcentage de spermatozoide oxydé supérieur ou égal a 65,8%
associé a une MIF supérieure a 552 au. (Vorilhon et al., 2018) et sont identifiés en tant que
groupe « Oxydation + ». Seul un seul patient présentait un taux de spermatozoides avec une
chromatine décondensé supérieur a 30% pouvant composer le groupe « Décondensation + »
(Sakkas et al., 1996, 1998). Du fait du nombre faible représentant ce dernier groupe, il n’a

pas été reporté dans le tableau 8.

Le volume d’éjaculat (p = 0,009, tableau 8) et le nombre de spermatozoides dans I'éjaculat (p
= 0,04, tableau 8) dans le groupe « Fragmentation + » étaient significativement plus élevés
par rapport au groupe « Fragmentation - ». La mobilité progressive dans le groupe «
Fragmentation + » étaient significativement plus faible (p <0,001) en comparaison avec le
groupe « Fragmentation - ».

De méme, le volume d’éjaculat (p=0,03, tableau 8) et le nombre de spermatozoides dans

I’éjaculat (p<0,001, tableau 8) dans le groupe de patient « Oxydation + » étaient
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FIGURE 50

A Cinétique embryonnaire précoce et oxydation de FADN spermatique
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Cinétiques de développement embryonnaire précoce en fonction de
'oxydation et de la fragmentation de ’ADN spermatique

A.Représentation des cinétiques de développement embryonnaire entre le groupe « Oxydation
+ » (orange) vs le groupe « Oxydation - » (Bleu)

B.Représentation des cinétiques de développement embryonnaire entre le groupe
« Fragmentation + » (rouge) vs le groupe « Fragmentation - » (vert)

*correspond a une différence significative avec p<0,05.

Cinétiques de division : 2GP : 2¢™¢ globule polaire ; 2PN : Pronoyaux ; PNB: Disparition des PN ; 2cb : Début de la 1™ division
cellulaire ; 2Ce : Fin de la 1¢™ division cellulaire ; 3C a 8C : Apparition du stade 3 cellules a 8 cellules ; tM : Début de la compaction
du stade morula ; B1, B2, B3, B4 et B5 : Stades de blastocyste (Garner et Schoolcraft, 1999).

Intervalles de division : PNB-2Cb : Intervalle PNB et fin de la 1°¢ division cellulaire ; 2Ce-2Cb : Durée de la 1°™ division cellulaire ;
Cc2 : Intervalle entre 2C et 3C ; La synchronisation de la division des 2 premiers blastomeéres S2 : Durée entre le stade 3C et 4C;
4C-2C : Intervalle entre le stade 2C et 4C; 8C-5C : Intervalle entre le stade 5C et 8C.



significativement plus élevés par rapport au groupe « Oxydation - ». Le pourcentage de
formes typiques (p=0,02) et la concentration en cellules rondes (p=0,001) dans le groupe de
patient « Oxydation + » sont significativement plus bas par rapport au groupe « Oxydation -

».

Parmi les 25 patients, seuls 3 étaient normozoospermiques selon les normes de I'OMS 2010
(“WHO | WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen,”
2010). Une oligozoospermie a été retrouvée chez 7 patients et une asthénozoospermie chez
7 autres patients. Les patients avec une tératozoospermie (n=22 ; 67 + 15%, p<0,001) ou une
oligozoospermie (n=7 ; 79 + 30% ; p=0,04) avaient un pourcentage de spermatozoides avec
un ADN oxydé significativement plus élevé que les patients avec un pourcentage normal de

formes typiques (64 + 37% spermatozoides 8-OHdG) et une numération normale (66 £ 15%).

Les différentes altérations nucléaires étaient corrélées entre-elles. La MIF du 8-OHdG était
corrélée positivement au pourcentage de spermatozoides avec une fragmentation de I’ADN
(r=0,22 ; p=0,03) et négativement au pourcentage de spermatozoides avec une chromatine
décondensée (r=-0,37 ; p<0,001). En revanche, le pourcentage de spermatozoides avec une
chromatine décondensée était positivement corrélé avec le pourcentage de spermatozoides

oxydés (r=0,20 ; p=0,02).

Anomalies nucléaires spermatiques et développement embryonnaire (Figure 50)

Les cinétiques embryonnaires moyennes des couples issues du groupe « Oxydation + » (n=60
2GP) et « Fragmentation + » (n=117 2GP) ont été comparés a celles des groupes
respectivement « Oxydation - » (n=36 2GP) et « Fragmentation - » (n =45 2GP, Figure 50 A et
B). Nous avons observé que des taux élevés d’oxydation et de fragmentation de I’ADN
spermatique influencaient significativement la cinétique de développement embryonnaire a

des temps clés.

Ainsi, dans le groupe « Oxydation + », la cinétique de division était significativement plus
rapide du stade morula (94,44h vs 105,88h ; p=0,01, Figure 50 A), a la blastulation B1
(105,76h vs 114,40h ; p=0,04, Figure 50 A), B2 (111,46h vs 121,30h ; p=0,04, Figure 50 A) et
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FIGURE 51

A Cinétique embryonnaire précoce et « Top

blastocyste »
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Développement embryonnaire précoce en fonction de la qualité embryonnaire

A. Représentation des cinétiques de développement embryonnaire précoce entre le groupe
«Top Blastocyste» (violet) vs tous les autres embryons (noir)

B. Représentation des intervalles de division cellulaire du développement embryonnaire entre
le groupe «Top Blastocyste» (violet) vs tous les autres embryons (noir)

*correspond a une différence significative avec p < 0,05.

Cinétiques de division : 2GP : 2¢Meg|obule polaire ; 2PN : Pronoyaux ; PNB: Disparition des PN ; 2cb : Début de la
1¢ division cellulaire ; 2Ce : Fin de la 18" division cellulaire ; 3C a 8C : Apparition du stade 3 cellules a 8 cellules ; tM
: Début de la compaction du stade morula ; B1, B2, B3, B4 et B5 : Stades de blastocyste (Garner et Schoolcraft,
1999).

Intervalles de division : PNB-2Cb : Intervalle PNB et fin de la 1°™ division cellulaire ; 2Ce-2Cb : Durée de la 1°'
division cellulaire ; Cc2 : Intervalle entre 2C et 3C ; La synchronisation de la division des 2 premiers blastoméres S2 :
Durée entre le stade 3C et 4C ; 4C-2C : Intervalle entre le stade 2C et 4C; 8C-5C : Intervalle entre le stade 5C et 8C.



au stade B3 (113,47h vs 125,56h ; p=0,025, Figure 50 A) comparaient au groupe « Oxydation
- ». De méme, dans le groupe « Fragmentation + », il a été observé une cinétique plus rapide
d’apparition du stade 2 cellules (2Ce 27,30h vs 31,19h ; p=0,010, Figure 50 B) et du stade B4
(115,26h vs 127,76h ; p=0,004, Figure 50 B). Aucune différence significative entre les
différents groupes « Fragmentation + » ou « Oxydation + » vs leurs groupes négatifs
respectifs n’a été retrouvée quant a la présence d’anomalies de division (passage de 1-3C ou

2-5C) ou de ploidie (zygote a 1 ou 3 PN et plus).

Du fait qu’un seul couple constituait le groupe « Décondensation + » nous n’avons pas
réalisé de comparaison des cinétiques. Toutefois, des corrélations négatives entre le
pourcentage de spermatozoides décondensés et les intervalles de divisions cellulaires PNB-

2C (r=-0,2 et p=0,025) et 5C-8C (r=-0,17 ; p=0,04) ont été mesurés.

Blastocystes considérés comme « Top blastocystes » et devenir embryonnaire (Figure 51)

Quarante neufs blastocystes « TB » ont été obtenus. La cinétique embryonnaire permettant
d’aboutir a I'obtention d’'un « TB » était significativement plus rapide que pour les autres
embryons (Figure 51A et B). Ainsi, en cas d’obtention de « TB », une cinétique de division
plus rapide a été observée dés la syngamie (23,42h vs 26,39h ; p=0,02, Figure 51A), au stade
2 cellules (2Ccb 25,30h vs 28,06h ; p=0,002 et 2Ce 26,00h vs 29,68h ; p<0,001 Figure 51A),
puis a 4 cellules (38,61h vs 41,06h ; p=0,04, Figure 51A) et enfin aux stades B2 (111,93h vs
119,30h ; p=0,03, Figure 51A) et B5 (118,05h vs 134,81h ; p=0,004, Figure 51A). L’intervalle
de division entre le stade 2 cellules et la syngamie est plus rapide pour les futurs « TB »

(1,92h vs 2,30h ; p=0,002, Figure 51B).

Vingt-cing embryons ont été transférés, 40 embryons ont été congelés et 97 embryons ont
été détruits. La figure 52 représente les cinétiques embryonnaires moyennes des différents
devenirs embryonnaires: transférés, congelés ou détruits. Nous avons observé une cinétique
plus rapide pour les embryons transférés par rapports aux embryons détruits pour les stades
: 2 cellules (24,49h vs 28,74h pour 2Cb avec p=0,002 ; 25,02h vs 30,72h pour 2Ce avec
p<0,001, Figure 52A), 4 cellules (37,74h vs 41,77h ; p=0,04, Figure 52A), 8 cellules (57,11h vs
72,53h ; p=,045, Figure 52A) et B5 (109,00h vs 134,81h ; p=0,03, Figure 52A). Une différence
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FIGURE 52

A Cinétique embryonnaire précoce et devenir des embryons
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Cinétiques de développement embryonnaire précoce fonction du devenir embryonnaire :
transférés, vitrifiés ou détruits

A. Représentation des cinétiques de développement embryonnaire précoce entre les embryons
transférés (violet), vitrifiés (bleu) ou détruits (gris) ; * correspond a p < 0,05 par rapport aux
embryons transférés vs détruits et # correspond a p < 0,05 par rapport aux embryons transférés vs
congelés.

B. Représentation des intervalles de division cellulaire du développement embryonnaire précoce
entre les embryons transférés (violet), vitrifiés (bleu) ou détruits (gris) ; * correspond a p < 0,05
par rapport aux embryons transférés.

Cinétiques de division : 2GP : 2¢Meg|obule polaire ; 2PN : Pronoyaux ; PNB: Disparition des PN ; 2cb : Début de la 1¢"
division cellulaire ; 2Ce : Fin de la 1° division cellulaire ; 3C a 8C : Apparition du stade 3 cellules a 8 cellules ; tM :
Début de la compaction du stade morula ; B1, B2, B3, B4 et B5 : Stades de blastocyste (Garner et Schoolcraft, 1999).
Intervalles de division : PNB-2Cb : Intervalle PNB et fin de la 1° division cellulaire ; 2Ce-2Cb : Durée de la 18" division
cellulaire ; Cc2 : Intervalle entre 2C et 3C ; La synchronisation de la division des 2 premiers blastomeres S2 : Durée
entre le stade 3C et 4C ; 4C-2C : Intervalle entre le stade 2C et 4C; 8C-5C : Intervalle entre le stade 5C et 8C.



significative a été observée entre les embryons transférés (104,04h) et les embryons
congelés pour le stade B3 (118,82h ; p=0,02, Figure 52A). De plus, l'intervalle de division
entre 8C et 5C était significativement plus rapide pour les embryons transférés par rapport
aux embryons congelés (5,89h vs 14,69h ; p=0,04, Figure 52B). Aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre les devenir des embryons et les caractéristiques

spermatiques ou nucléaires.
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Un des parametres essentiels du succés reproductif (et par succés reproductif il faut
entendre : une fécondation réussie, un développement embryonnaire harmonieux et
optimal, I'obtention d’un enfant sain et dont le patrimoine génétique exempt d’altérations
lui permettra de vivre en bonne santé le plus longtemps possible et de se reproduire a son
tour) est représenté par la qualité des gametes. Outre la qualité cytologique et métabolique
des gametes masculins et féminins, I'intégrité de leur patrimoine génétique respectif est une
des conditions premiéres du succés reproductif et de la pérennité des espéces.

La spermiologie diagnostique telle que pratiquée a ce jour présente des limites pour qualifier
la fertilité masculine. En effet, outre les caractéristiques spermatiques standards
recommandées par 'OMS (numération, morphologie et mobilité), il apparait important de
mieux qualifier le noyau spermatique humain pour pouvoir : comprendre certaines
situations d’infertilité, éventuellement proposer une approche thérapeutique adaptée et
conseiller efficacement quant au recours a ’'AMP, le but ultime étant la transmission d’un
génome paternel le plus integre possible.

Dans ce contexte, je me suis tout d’abord attachée a optimiser et valider un test
diagnostique de I'oxydation de I'ADN spermatique, une altération courante du noyau
spermatique chez les patients infertiles comme fertiles (Vorilhon et al., 2018). Etant alors
capable de mesurer le niveau d’oxydation nucleaire spermatique d’un échantillon d’éjaculat,
je me suis attachée a corréler cette caractéristique aux parametes spermiologiques
classiques et aux situations cliniques rencontrées dans notre pratique locale (Vorilhon et al.,
2018). Ceci a conduit a la mise au point d’un test clinique utilisable en routine, offrant une
bonne spécificité, sensibilité et reproductibilité dépassant largement les performances du
seul test disponible au moment ou j'ai initié ces travaux (aujourd’hui retiré de la
commercialisation). En raison de la faible marge de brevetabilité (le test utilisant un
anticorps commercial) il n’a pas été décidé de déposer un brevet et la technique a été
publiée en 2018 (Vorilhon et al., 2018). Etant donné que le niveau d’oxydation du noyau
spermatique n’est pas systématiquement associé au niveau de fragmentation nucléaire, il
serait intéressant dans l'optique d’une meilleure caractérisation de l'intégrité du noyau
paternel de tester en routine les hommes infertiles a la fois pour la fragmentation et pour
I’oxydation. Le protocole développé par nos soins en combinaison avec les techniques de

TUNEL, Comet ou SCSA (selon le choix du clinicien) permettrait d’avoir ces deux indicateurs
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pour un patient donné. Outre I'information qualitative sur le niveau d’atteintes nucléaires
spermatiques, cet indicateur utilisé en routine serait une aide importante pour la conduite
d’une approche thérapeutique raisonnée. En effet, il est courant que face a des échecs
reproductifs répétés et en présence de parametres spermatiques « OMS » légérement
altérés, I'équipe clinique suggeére la prise de compléments alimentaires vitaminés et
antioxidants sans aucune connaissance du niveau d’altérations oxydantes des gametes du
patient et donc de la pertinence d’une telle supplémentation. Sachant qu’un certain niveau
d’oxydation est nécessaire pour une condensation optimale du noyau spermatique durant la
maturation post-testiculaire des spermatozoides, le risque, en I'absence d’une évaluation du
niveau d’oxydation nucléaire spermatique, est donc de traiter des patients ne nécessitant
pas de correction d’un éventuel stress oxydant. Dans un tel cas de figure, le traitement serait
contre-productif puisqu’il conduirait a une décondensation du noyau spermatique et donc a
une plus grande susceptibilité du noyau spermatique paternel face a différents aggresseurs
(stress oxydant inclus). Par ailleurs, dans I'optique ou un traitement AO est envisagé aprés
évaluation, la connaissance précise du niveau d’altérations oxydantes des spermatozoides
du patient permet d’adapter la posologie afin d’éviter la encore les situations de
déséquilibre entre « stress oxydant » et « stress réducteur », 'un comme l'autre déléteres
en terme de succes reproductif.

En parallele a cet axe majeur de mes travaux de thése je me suis intéressée a :

e Tenter de corréler le niveau d’oxydation nucléaire spermatique avec les cassures simples

brins de I’ADN spermatique révélées par une approche Comet,
e Evaluer l'effet protecteur de I'ajout d’un AO (Hypotaurine) lors des protocoles de
sélection et de cryoconservation des spermatozoides,
e Evaluer les conséquences des altérations spermatiques nucléaires (fragmentation et

oxydation) sur les caractéristiques cinétiques du développement embryonnaire précoce.

I. Diagnostic de I'oxydation de I’ADN spermatique

De nombreuses étiologies peuvent intervenir dans la formation de dommages a I’ADN
spermatique. Compte tenu de l'augmentation de l'incidence de l'infertilité, la prise en

charge devient une problématique quotidienne. Dans le panel d’examen de biologie
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médicale, les principales anomalies identifiées dans la littérature telles que les anomalies de
décondensation de la chromatine ou la fragmentation de I’ADN spermatique, sont riches en
tests diagnostiques. Leur aide dans le bilan clinique de l'infertilité est cependant limitée car il
y a toujours aujourd’hui une absence de consensus quant a leur respective valeur prédictive
du succes reproductif. La recherche de nouveaux marqueurs de la qualité nucléaire des
spermatozoides est ainsi toujours d’actualité.

Comme il est acquis que le stress oxydant est un facteur majeur d’infertilité masculine et
que les recherches sur les modéles animaux ont démontré les conséquences de |'oxydation
du noyau spermatique en dehors de toute autre altération des parameétres spermatiques et
en dehors d’un niveau délétere de fragmentation nucléaire, nous avons entrepris de
développer pour la clinique un test optimisé en recherche fondamentale pour la détection
de I'oxydation nucléaire spermatique. Mon travail c’est donc inscrit dans une démarche
d’application clinique pour répondre au besoin diagnostique de 'ADN spermatique chez
I’'homme. En partant du model murin, j’ai pu valider un test diagnostique de I'oxydation de
I’ADN spermatique avec I'établissement d’un seuil en lien avec les caractéristiques
spermatiques standards. De par la robustesse, la reproductibilité et la stabilité de

I'immunodétection du 8-OHdG, ce test permet une application en routine.

La standardisation de ce test a nécessité de valider un contréle positif reproductible, qui
nous a conduit a essayer plusieurs réactions d’oxydation in vitro. Nous avons considéré
I’extréme réactivité du radical hydroxyle (OH e) produit lors de la réduction de H,0; par des
ions ferreux (Fe?*) — via la réaction de Fenton (H,0, + FeSO4 - Fe3* + OH™ + OH') (De luliis et
al., 2009; Aitken, 2010) et avons testé en paralléle différentes concentrations de peroxyde
d’hydrogéne (H;0;), identifié comme le métabolite le plus cytotoxique pour I'ADN. Des
résultats antérieurs avaient montré que des concentrations tres variées d’H,O, pouvaient
étre utilisées pour induire une oxydation du noyau spermatique humain allant de 25 uM
(Cambi et al., 2013), 5 mM (Santiso et al., 2010), 4 M et jusqu’a 8M (Muratori et al., 2015).
Dans nos conditions expérimentales, la concentration de 8M d’H,0, a été choisie en raison
de sa stabilité, de sa reproductibilité quel que soit I'échantillon traité et de son fort pouvoir
oxydant. La comparaison de méthodes conduite dans notre publication (voir Vorilhon et al.,

2018) a mis en évidence une trés bonne concordance entre les détections de résidus 8-
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OHdG par immunocytochimie (fluorescente ou non), visualisation microscopique et les
détections plus automatisées utilisant I'immunofluoresence associée a la CMF. La
détermination du niveau de 8-OHdG dans les noyaux spermatiques via la CMF présentant un
réel avantage ici car autorisant le décompte d’'un nombre important de cellules (50 000)
gage d’une meilleure précision face a la subjectivité d’un opérateur observant une lame de
micrsocope et décomptant péniblement 150 a 200 spermatozoides.

Afin de comparer notre protocole de détection du 8-OHdG (protocole Ill) avec le seul kit
commercial disponible a I'époque (protocole IV) nous avons réalisé une expérience de
compétition. Il s’est avéré que I'utilisation de I'anticorps anti-8-OHdG couplé a |'Alexa 488
(Protocole Ill) montrait une spécificité et une sensibilité bien plus discriminante. La qualité
du kit commercial avait déja était mise en doute précédemment par I'équipe de Cambi
(Cambi et al., 2013). En paralléle, nous avons également travaillé a rendre pratique ce
protocole de détection notamment en optimisant la stabilité des échantillons que nous
pouvons conserver 15 jours sans enregistrer de différences dans le niveau d’oxydation entre
les mesures faites sur sperme frais ou sperme conservé pendant 2 semaines. Dans le cas
d'une application clinique et/ou d’analyse multicentrique, la stabilité du marquage
spermatique constitue un atout pratique déterminant. Ces caractéristiques ont permis de
valider le protocole Ill pour la détection de I'oxydation de ’ADN spermatique chez ’lhomme.
Néanmoins, ce protocole nécessite un nombre important de spermatozoides (environ 30
Millions) ce qui constitue un sérieux facteur limitant. De fait, le test n’est réalisable que pour
des spermes avec une numération normale ou subnormale mais n’est pas approprié pour les
situations d’oligozoospermies modérées a sévéres. L'amélioration du protocole apparait
donc étre nécessaire pour permettre l'analyse du statut oxydant des patients
oligozoospermiques pris en charge en AMP. L’ajustement des temps d’incubations et des
concentrations d’anticorps en fonction du nombre de spermatozoides analysés est encore a
travailler. Par ailleurs, le seuil mis en évidence se rapporte aux caractéristiques spermatiques
et a la concentration en PNN, il est maintenant important d’évaluer un nouveau seuil
d’oxydation de I’ADN spermatique en lien avec le développement embryonnaire et les taux
de grossesses.

En perspective a ce travail et sur un plan plus fondamental, il serait intéressant de connaitre

qguelles sont les régions du noyau spermatique humain susceptibles aux dommages
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FIGURE 53

A Régions oxydées Régions fortement oxydées
(points chauds)

WT . 5 0

KO P. 16502 1071

Résultats de séquencgage a haut débit des régions oxydées du noyau spermatique
(Souris sauvages (WT) versus souris gpx5-/- (KO)) aprés immuno-précipitation
avec un Ac anti-80OHdG.
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Distribution sur les chromosomes de souris des points chauds d’oxydation du
noyau spermatique chez les animaux KO

A. Résultats de séquengage a haut débit des régions oxydées du noyau spermatique (Souris
sauvages (WT) versus souris gpx5-/- (KO)) aprés immuno-précipitation avec un Ac anti-8OHdG.
Environ un millier de ces régions d’ADN dans le noyau des spermatozoides KO présentent un
niveau élevé d’oxydation (points chauds d’oxydation). Le noyau des spermatozoides WT ne
présente qu’un faible nombre de sites oxydés et aucun de ces sites ne constitue un point chaud
d’oxydation. Souris KO = souris déficientes en glutathion peroxidase 5 (Chabory et al., J. Clin.
Invest., 2009)

B. Distribution sur les chromosomes de souris (autosomes 1 a 19 et chromosomes sexuels X et
Y, classés par taille décroissante) des points chauds d’oxydation du noyau spermatique chez les
animaux KO. Le code couleur utilisé (du jaune clair vers le noir) indique I'intensité d’oxydation de
chaque région chromosomique. Une barre verticale représente 1 million de paires de bases
(Kocer et al. 2015)



oxydants. Notre équipe de recherche a démontré chez la souris que des régions discretes du
noyau spermatique murin étaient concernées par les dommages oxydants et que celles-ci
correspondent a la chromatine spermatique toujours en assembage nucléosomal (Noblanc
et al.,, 2013). Nous avons aussi démontré chez la souris que certains chromosomes,
essentiellement en raison de leur position dans le noyau spermatique, étaient plus
susceptibles d’étre oxydés. C'est ainsi que chez la souris les petits chromosomes 17 a 19
ainsi que le chromosome Y sont plus susceptibles aux dommages oxydants (Figure 53) que
les autres autosomes et le chromosome sexuel X plus grands et en localisation plus interne
dans le noyau spermatique murin (Kocer et al., 2015; Champroux et al., 2018). La moindre
condensation du noyau spermatique humain comparé au noyau spermatique murin laisse
présager que les atteintes oxydantes du noyau spermatique vont probablement concerner
plus largement les chromosomes. Ceci est d’ailleurs confirmé par les images de détection du
8-OHdG sur spermatozoides humains ou |'on voit distinctement que tout le noyau
spermatique est marqué et non quelques régions discrétes comme c’est le cas chez la souris
(Vorilhon et al., 2018). A I'image de ce que nous avons réalisé chez la souris, via une
approche d’'immunoprécipitation de chromatine spermatique en utilisant I'anticoprs anti-8-
OHdG couplée a du séquencage nouvelle génération, il serait intéressant d’identifier les
régions chromosomiques du noyau spermatique humain qui sont susceptibles aux
dommages oxydants. En outre, cette détérmination permettrait de voir si ces régions de
susceptibilité pourraient expliquer les échecs reproductifs et/ou certaines conséquences

dans la descendance notamment en lien avec I'age paternel et maternel.

Il. Les dommages a ’ADN

Nous avons retrouvé des corrélations entre les concentrations en cellules rondes, en
polynucléaires neutrophiles et les cassures simple brins de 'ADN spermatique. En effet,
comme je I'ai développé dans l'introduction, les étiologies fréquentes des dommages a
I’ADN spermatique sont les états inflammatoires aigues ou chroniques voire les infections
locales ou systémiques. De plus, dans I'étude « PRIMOSPERMO », nous avons mesuré des

corrélations entre asthénozoospermie et fragmentation de I’ADN spermatique; entre
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FIGURE 54

2T Comet assay

Caractérisation de la fragmentation de I'ADN simple brin (ADNss) et double brin (ADNdb) par
hybridation in situ par fluorescence (FISH) et coloration a I'acridine orange.

a.

Détection de I'ADNss par FISH avec une sonde du génome humain entiere marquée a la
digoxigénine et isothiocyanate de fluorescéine détecté (vert) sur des co-échantillons a
deux queues (2T) obtenus a partir de spermatozoides humains, contre-colorés avec
I'iodure de propidium (rouge).

Types 2T-Comet trouvés dans un échantillon de sperme normal soumis pour la premiere
fois a une électrophorése dans des conditions neutres a gauche; Axe X) puis
électrophorése a 902 en conditions alcalines (du haut vers le bas; axe Y), coloré avec 0,5 x
10-4 mol / | acridine orange

Mémes images apres application d'un filtre électronique commun

(Enciso M et al. 2009)



oligozoospermie, tératozoospermie et oxydation de I’ADN spermatique concordant avec la

littérature (Aitken et al., 2014; Santi et al., 2018).

Mon travail a mis en évidence une corrélation négative entre les cassures de I’ADN simple
brin, témoin de la fragmentation de 'ADN spermatique et la moyenne d’intensité de
fluorescence (MIF) de I'immunodétection du 8-OHdG, marqueur de I'oxydation de 'ADN
spermatique lorsqu’une anomalie spermatique est diagnostiquée. On retrouve cette méme
corrélation négative significative dans le travail sur lI'impact de I’hypotaurine sur les
dommages a ’ADN spermatique mesurée par la technique TUNEL. Cette corrélation négative
pourrait étre expliquée par le fait que I'oxydation de ’ADN spermatique avec la présence de
8-OHdG précede la fragmentation du fait des systemes de réparation ou d’apoptose non
encore actifs ou partiellement actifs dans le spermatozoide mature (Lewis et al., 2013). On
observerait ainsi de la fragmentation seulement une fois la création des sites abasiques,
c'est a dire lorsque des systemes de réparation sont a I'ceuvre (en l'occurrence post-

fécondation dans I'environnement du cytoplasme ovocytaire).

L’équipe d’Enciso en 2009 a validé le test 2T-Comet assay ou two-tailed Comet permettant
de réaliser sur un méme prélevement une détection des cassures de ’ADN spermatique et
de les distinguer (Enciso et al., 2009 ; Figure 54). Cette équipe utilisait du peroxyde
d’hydrogéne en concentration croissante et a mis en évidence une augmentation
significative des cassures simples brins de I’ADN spermatique chez les patients
normozoospermiques sans impact sur les cassures doubles brins. Sa conclusion était que
I'oxydation de I’ADN spermatique (induite par le peroxyde d’hydrogéne) provoquait
seulement des cassures simples brins de 'ADN spermatique. Dans la méme étude, cette
équipe présentait un taux de spermatozoides fragmentés avec des cassures doubles brins
significativement plus important dans une population d’hommes infertiles avec des
altérations des caractéristiques spermatiques en comparaison avec celle de patients fertiles,
mais aucune différence n’a été mesurée concernant les cassures simples brins. Ce dernier
point est concordant avec nos résultats concernant la population totale de notre étude «
COMET assay et immunodétection du 8-OHdG ». En effet les patients avec une infertilité

primaire ne présentaient pas de taux de spermatozoides avec des cassures simples brins
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significativement différent des patients avec une infertilité secondaire. A I’heure actuelle,
aucun auteur n’a analysé avec des tests robustes la relation entre oxydation de 'ADN
spermatique (en associant simultanément le pourcentage et la MIF des spermatozoides
oxydés comme nous le recommandons), la fragmentation de I'ADN spermatique en
distinguant les cassures simples des cassures doubles brins. Un tel travail serait intéressant a

conduire dans I'avenir.

Un marqueur complémentaire de la qualité nucléaire spermatique serait la mesure de la
longueur des télomeres. En effet, le lien entre la taille des télomeres et les parameétres
spermatiques conventionnels est controversé. Certaines études rapportent une diminution
de la taille des téloméres des spermatozoides positivement corrélée a une diminution du
nombre des spermatozoides (Yang et al., 2015; Cariati et al., 2016), de la mobilité
progressive et de la vitalité (Rocca et al., 2016). A l'inverse, d’autres études ne mesurent
aucune relation (Thilagavathi et al.,, 2013b; Turner and Hartshorne, 2013). Des études
démontrent également une diminution de la taille des télomeres chez les hommes infertiles
en comparaison d’un groupe contrdle d’hommes fertiles (Thilagavathi et al., 2013b; Mishra
etal., 2016).

Les télomeres assurent la stabilité des chromosomes et le maintien de I'intégrité du génome
en empéchant la dégradation ou le raccourcissement des chromosomes (Hallows et al.,
2012). lls permettent I'alignement et 'appariement des chromosomes au cours de la méiose,
le crossing-over et les recombinaisons homologues et ont donc un role crucial pour la
formation des gameétes (Kalmbach et al., 2013). Les téloméres des spermatozoides sont les
premiers sites du génome a répondre aux signaux ovocytaires pour la formation du
pronucléus et les mouvements des microtubules. La taille des téloméres gamétiques va donc
impacter la fécondation, la formation du pronucléus, le développement embryonnaire
précoce (de Frutos et al., 2016), I'implantation (Yang et al., 2015) et le taux de fausses-
couches précoces (Thilagavathi et al., 2013a; Cariati et al., 2016).

Etant transmis a la descendance, il est important de conserver au mieux la longueur des
télomeres. Cependant, les télomeres, supposés tres sensibles a I'oxydation en raison de leur
richesse en résidus guanine, ont été montrés dans certaines études comme étant raccourcis

par les dommages oxydants, en relation avec la fragmentation de I’ADN. Lorsqu’ils ont
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atteint une taille trop critique, cela entrainerait une senescence puis une apoptose de la
cellule. Certaines études rapportent une diminution de la taille des téloméres avec une
augmentation de la fragmentation de 'ADN et une décondensation de la chromatine
(Rodriguez et al., 2005; Moskovtsev et al., 2010; Rocca et al., 2016), les ERO (Cariati et al.,
2016). En revanche, d’autres études ne montrent pas de corrélation entre le taux de
fragmentation de I'ADN ou les ERO et la taille des téloméres des spermatozoides
(Thilagavathi et al., 2013b; Turner and Hartshorne, 2013). La mesure de la longueur des
télomeres des spermatozoides viendrait étoffer notre réflexion sur I'impact de la qualité
nucléaire spermatique sur la fertilité masculine. Elle permettrait notamment dans I'étude «
PRIMOSPERMO », de compléter notre analyse sur I'impact des altérations nucléaires sur la
cinétique du développement embryonnaire. En effet, pour cette étude, nous avons
collectionné les échantillons spermatiques afin de mesurer de la taille des télomeéres en

gPCR et en gFISH.

lll. Quelle prise en charge en cas de dommages a ’ADN spermatique

L'infertilité masculine touche un couple sur six dans le monde (Rato et al., 2013) avec une
étiologie masculine dans 20 a 50 % des cas (Sharlip et al., 2002). Un taux élevé d’ERO élevé
est retrouvé chez ces hommes infertiles (Agarwal et al., 2008b). Pour pallier a l'infertilité,
I’AMP offre différents types de prise en charge thérapeutique. L'intérét des AO n’est pas
nouveau. L'optimisation des protocoles d’AMP, eux-mémes sources d’exposition des
gametes aux dommages oxydants, est en perpétuelle remise en cause pour diminuer au
maximum la production d’ERO, en réduisant le nombre, la vitesse et le temps des
centrifugations, les temps d’incubation et la concentration atmosphérique en oxygene
pendant les cultures embryonnaires (Alhelou et al., 2018; Boueilh et al., 2018; DeAngelis et

al., 2018).

e La prise en charge en AMP
Dans I’étude « PRIMOSPERMO », l'obtention d’embryons considérés comme « TB »,
transférés ou congelés, n’était pas modifiée par la présence de dommages a I'ADN

spermatique ou les altérations du spermogramme. Plusieurs hypothéses sont possibles afin
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d’expliquer l'absence d’impact de la qualité spermatique, notamment nucléaire sur

I'obtention de « TB » lors de nos tentatives d’ICSI.

Tout d’abord, la phase de sélection des spermatozoides par test de migration survie a déja
démontré son efficacité a sélectionner les spermatozoides compétents avec une diminution
des dommages a ’ADN (Xue et al., 2014; Volpes et al., 2016; Oguz et al., 2018). De plus, la
technique ICSI elle-méme consiste a sélectionner microscopiquement les spermatozoides a
morphologie normale et mobile avant fécondation. En effet, Shuai et al. ont montré que les
légéres oligo-asthénozoospermies n’impactaient pas les taux de fécondation, ni le taux de
grossesses, ou encore le taux de blastocystes obtenu au cours d’ICSI (Shuai et al., 2015). De
plus, une autre équipe rapporte que la morphologie des spermatozoides n’aurait pas de
conséquences sur les résultats d’ICSI (Hgst et al., 2001). Enfin, Sadeghi et al., en 2009, n’ont
également pas montré de différences significatives dans I'obtention d’un embryon de bonne
« qualité » en cas d’anomalies de la fragmentation ou de la compaction de I’ADN
spermatique. Enfin, afin de pouvoir réaliser I'analyse des marqueurs nucléaires sur les
reliquats d’éjaculat, notre étude a été réalisée avec des patients d’ICSI mais dont les
altérations du spermogramme étaient modérées, notamment en ce concerne la numération
des spermatozoides. Il serait intéressant d’élargir notre étude a la FIV. Ceci permettrait de
tester I'hypothese de I'impact de I'ICSI sur nos résultats.

Une autre hypothése pour expliquer I'absence d’effet sur la qualité des blastocystes,
concerne la culture embryonnaire. Les études comparant la culture en milieu séquentiel et
global mettent en évidence des altérations du développement embryonnaire précoce dans
les milieux séquentiels (Hardarson et al., 2015). Une équipe a montré que |'utilisation d’un
milieu unique en FIV améliorait le taux d’obtention de blastocystes et de fécondation
(Sfontouris et al., 2016). Dans I'étude PRIMOSPERMO, les conditions de cultures de notre
laboratoire en milieu global G-TL® et le suivi en Time Lapse pourraient étre des conditions
optimales qui compenseraient I'impact d’'une mauvaise qualité de I’ADN spermatique.

Enfin, la capacité de réparation des dommages nucléaires spermatiques par |'ovocyte est
une hypothése cruciale. Dans notre étude PRIMOPSEMRO, étaient incluses uniguement de
femmes de moins de 37 ans. Les systémes de réparation ovocytaires sont plus compétents

chez les femmes jeunes (Cimadomo et al., 2018). Une réparation efficace des ovocytes de
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nos patientes jeunes pourrait expliquer I'absence d’impact sur I'obtention des blastocystes.
Tous ces éléments réunis concourrent probablement a expliquer I'absence d’impact sur
I’obtention de blastocystes de bonne qualité. Comme I'équipe d’Ensico a proposé le postulat
que I"ovocyte aurait plus de difficultés a réparer les cassures doubles brins par rapport aux
cassures simple brins (Enciso et al., 2009). Une étude similaire a notre étude «
PRIMOSPERMO » pourrait étre réalisée en distinguant le type de cassures de I'ADN

spermatique afin de confirmer ou non cette hypotheése.

L'étude « PRIMOSPERMO » a cependant montré une cinétique de développement précoce
plus rapide pour les embryons de couples dont I'homme avait un niveau élevé de
fragmentation, d’oxydation de 'ADN ou de décondensation de la chromatine spermatique.
Nous avons mis en évidence des cinétiques significativement plus rapides en cas de
fragmentation de I'ADN pour les stades 2C et B4, et en cas de décondensation de la
chromatine spermatique pour les stades PNB-2C et 5C-8C. Wdowiak and Bojar, (2016) ont
retrouvé une corrélation positive entre le pourcentage de spermatozoides fragmentés et les
temps de développement embryonnaire a partir du stade PN et jusqu’au stade 5C.
Récemment, I'équipe de Mangoli a mis en évidence que les stades 4C, 6C et 7C étaient plus
lents lorsque le taux de spermatozoides positifs en CMA3 était supérieur a 10%. Ce méme
auteur rapportait une corrélation positive entre la numération spermatique et les stades 4C,
6C et 7C, ainsi qu’entre la mobilité progressive et |I'apparition des stades 2C et 4C (Mangoli et
al., 2018). Concernant I'oxydation mesurée par la présence de résidus 8-OHdG, mon travail a
montré un impact de l'oxydation de 'ADN spermatique élevé sur les stades tardifs du
développement embryonnaire. Du stade morula a la blastulation B1, B2 et B3, les cinétiques
sont plus rapides dans le groupe « Oxydation + ». A I'inverse, en utilisant d’autres marqueurs
de l'oxydation comme les ERO intracellulaires (H.0, et O;), Ghaleno et al. ont mis en
évidence que plus le taux de spermatozoides oxydés est élevé, plus la formation d’un zygote
était ralentie (Ghaleno et al., 2014). Nos résultats sont donc pour 'instant en discordance la
littérature. Cependant, du fait du faible effectif de notre population étudiée, les résultats
sont a mettre en perspective. En effet, les inclusions pour I'étude PRIMOSPERMO sont
encore en cours et nos résultats correspondent a une analyse intermédiaire de I'étude. Par

ailleurs, il se peut trés bien que nos observations bien que distinctes de celles de Ghaleno et
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al., (2014) soient correctes car les situtions sont différentes puisque dans un cas nous
connaissons le niveau d’altérations oxydantes de 'ADN spermatique alors que dans I'autre
cas nous avons seulement une information du niveau d’ERO spermatiques ce qui est tres

différent.

Esbert et al. ont démontré qu’un taux de fragmentation de I’ADN spermatique évaluée en
cas de don d’ovocyte allongeait la cinétique des clivages embryonnaires mais n’avait pas de
conséquences sur les issues de tentatives (blastulation et grossesse) comparé a I'utilisation
des ovocytes du couple (Esbert et al., 2018). Cet auteur met en évidence le réle essentiel de
I'ovocyte dans la réparation de I’ADN spermatique, influencé par I'dge maternelle et
I'importance de la fragmentation spermatique a réparer. Finalement, nous arrivons aux
mémes conclusions que ces auteurs. En effet, notre étude intermédiaire a montré que
méme si les dommages a I'ADN spermatique modifiaient la cinétique embryonnaire, la
qualité finale embryonnaire et le taux d’obtention de blastocystes de bonne qualité
n’étaient pas altérés (Esbert et al., 2018). |l serait intéressant de renouveler notre étude avec
des femmes agées de plus de 37 ans, ou présentant des pathologies ovulatoires pour évaluer

I'efficacité des mécanismes de réparations ovocytaires.

Sur un plan, plus fondamental, certains auteurs rapportent chez I'animal des expressions
protéiques et géniques déterminantes pour [’activation optimale du zygote et le
développement embryonnaire préimplantatoire normal (Gao et al., 2017; Svoboda, 2018). Il
pourrait étre intéressant de réaliser, sur un modele murin une analyse génomique et
transcriptomique des marqueurs clés de |’activation du zygote par spectrométrie de masse.
En effet, cette analyse permettrait de mieux caractériser les mécanismes mis en jeu lors du

développement embryonnaire dans le cadre d’'un ADN spermatique altéré.

Tous les auteurs s’accordent sur le fait qu’un seul marqueur de cinétique ne peut étre
pertinent pour évaluer la qualité embryonnaire et prédire le potentiel d’'implantation. C'est
pourquoi les algorithmes de prise de décision ont fleuri dans la littérature scientifique. Rubio
n’a pas retrouvé de résultats en termes de grossesse en utilisant I'algorithme proposé par

Meseguer (Meseguer et al., 2012; Rubio et al., 2014). Basile et al. mettent en évidence un
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algorithme prenant en compte les stades 3C, 5C et CC2 (Basile et al., 2015). Ainsi 10
catégories d’embryons sont obtenues en fonction de leur potentiel implantatoire. Des
études rétrospectives (Meseguer et al., 2012) et prospectives (Kirkegaard et al., 2013; Rubio
et al., 2014) ont essayé de proposer un algorithme de sélection optimal des embryons basé
sur les cinétiques. Les résultats sont contradictoires et propres a chaque centre, aux
conditions de culture et surtout a chaque systéme de Time Lapse utilisé.

Mon travail de thése a mis en évidence une cinétique embryonnaire permettant d’aboutir a
I'obtention d’'un « TB » significativement plus rapide que pour les autres embryons.
Notamment l'intervalle de division PNB-2C était plus rapide. Déja, en 2016, note équipe
avait mis en lumiére sur une cohorte de 140 « TB » une cinétique significativement plus
rapide a partir de la syngamie des PN et jusqu’au stade 8C comparé aux 119 non « TB »
étudiés. En 2012, Meseguer proposait les stades 5C (entre 48,8 et 56,6h) et CC2 (<11,9h)
comme prédictifs d’'implantation (Meseguer et al., 2012). Puis, Basile et al., en 2015,
mettaient en évidence trois variables cinétiques en relation significative avec |'obtention
d’une grossesse : les stades 3C (entre 34 et 40 h), 5C (entre 45 et 55 h) et l'intervalle CC2
(entre 9 et 12h). Dans ce travail, nous avons mesuré, en moyenne, en cas d’obtention de «
TB » les stades 3C a 37,92h, 5C a 50,54h et CC2 a 10,31h. De plus, un auteur (Sakkas et al.,
2001) a rapporté que le clivage précoce a 25h présente une valeur pronostique positive sur
les compétences de I'embryon, une corrélation avec le taux de grossesse (45 % vs 23,8 %
sans clivage précoce) et les taux d’'implantation (25,5 % vs 14,8 %). Ainsi, nous retrouvons en
cas d’obtention de « TB », que le stade 2Cb est en moyenne a 27,13h, avec une fin du stade
2 cellules (2Ce) a 28,42h et des stades 7C et 8C obtenus respectivement a 60,66h et 61,44h.
En conclusion, les cinétiques embryonnaires déterminées lors de mon travail de thése sont

en accord avec la littérature, validant nos conditions de culture.

Nous allons poursuive les inclusions et en perspective de ce travail nous allons modéliser un
algorithme propre a notre milieu de culture global et a notre systéme Time Lapse Primo
Vision® afin d’optimiser la sélection des embryons permettant d’obtenir une grossesse.
Enfin, les seuils de décondensation, de fragmentation et d’oxydation que nous avons
considérés dans notre étude étaient basés sur la littérature. Le seuil d’oxydation, par

exemple, a été établi en relation avec la qualité spermatique et la concentration en PNN.
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L'étude PRIMOSPERMO, une fois aboutie, permettrait de déterminer potentiellement de
nouveaux seuils critiques des altérations nucléaires en relation avec la cinétique

embryonnaire.

e Les milieux
La cryopréservation spermatique, seule alternative actuellement pour la préservation de la
fertilité masculine, n’est pourtant pas inoffensive pour les spermatozoides. Dans ce travail,
j’ai démontré que I'ajout d’hypotaurine dans les milieux avait un effet bénéfique sur la
cryopréservation spermatique. L'ajout d’AO dans les milieux de préparation des
spermatozoides et tout particulierement de congélation, est le sujet de nombreuses études
ou revues de la littérature scientifique sans pour autant atteindre de consensus (Martin-
Hidalgo et al., 2019). L’hypotaurine, présente naturellement dans I'éjaculat, agit in vitro
comme piégeur de radicaux libres hydroxyles, protégeant ainsi les membranes lipidiques.
Son oxydation résulte en la formation de la taurine. Il a été démontré une relation entre les
concentrations d’hypotaurine et de taurine dans I'éjaculat (Holmes et al., 1992). Le manque
d’hypotaurine pourrait étre une explication a la plus faible protection des spermatozoides
contre les différents dommages auxquels le noyau spermatique doit faire face, notamment
en cas de congélation. Alvarez et Storey ont démontré des les années 80, les effets
bénéfiques d’une supplémentation en hypotaurine et en taurine sur la lipopéroxydation
lipidique, la capacitation et la réaction acrosomique des spermatozoides (Alvarez and Storey,
1983). Nous pourrions poursuivre nos investigations sur I’hypotaurine en évaluant les
I'impact d’une supplémentation des milieux de cultures uniques sur les cinétiques de
développements embryonnaires grace a la technologie Time lapse. Cette analyse pourrait
étre réalisée avec différentes concentrations en hypotaurine seule ou en association avec
d’autres molécules antioxydantes dans les milieux de culture et de congélation des gametes

et des embryons.

e Les AO oraux

Compte tenu de pléthore de traitements ou de supplémentations antioxydantes sur le

marché médical et du risque de mauvaise utilisation, le diagnostic de I'oxydation du noyau
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de 'ADN spermatique nous a semblé étre une premiére étape nécessaire dans une
démarche diagnostique.

Santiso et al.,, 2010 ont validé que la fragmentation de I’ADN spermatique était
significativement plus importante chez les patients infertiles vs les patients fertiles, quel que
soit la méthode de détection utilisée. Cette méme équipe a rapporté une amélioration de la
fragmentation de I’ADN spermatique de 4% apres 3 mois de prise de FSH. Ceci laisse le
champ ouvert a une possible prise en charge thérapeutique de la fragmentation de 'ADN
spermatique chez I'homme jusqu’a présent limitée a la prise de supplémentation
antioxydante parfois déraisonnables et inadaptée.

Showell et al. en 2014 suggérait, avec une faible puissance, qu’une supplémentation en
antioxydants chez les hommes infertiles pouvait améliorer les taux de naissance vivante et
de grossesse clinique (Showell et al., 2014).

La réalisation d’une étude comparative des différentes préparations antioxydantes parait
essentielle. Cette étude devra étre randomisée, multicentrique, en double aveugle avec un
bras placebo et comparer un panel de molécules antioxydantes actuellement sur le marché
en vente libre et non remboursé par la sécurité sociale. Comme développé précédemment
dans I'étude intermédiaire PRIMOSPERMO, I'impact d’une supplémentation orale pourrait
étre évalué sur des tentatives de FIV avec une indication masculine, en fonction de I'age des
femmes (> 37 ans) avec un groupe controle plus jeune ou avec des donneuses d’ovocytes. Il
serait alors possible d’analyser I'impact des dommages a I’ADN spermatique par rapport aux
cinétiques embryonnaires en incluant I'impact de la réparation ovocytaire. Il pourrait ainsi
étre intéressant de qualifier simultanément les effets d’une telle thérapeutique sur les
différents types d’atteintes, cassures simples ou doubles brins, de la fragmentation de ’ADN
spermatique chez nos patients.

Mais le plus important est d’avoir un réel diagnostic de la qualité nucléaire spermatique et
tout particulierement de I'oxydation de I’ADN avant la prise d’antioxydants, afin de proposer

une thérapeutique optimale et adaptée.
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IV. Conclusion

L'intégrité nucléaire des spermatozoides est essentielle a la fécondation et au
développement embryonnaire. Ce travail de thése a permis de mieux comprendre la
physiopathologie de [linfertilité masculine et de mettre en évidence des nouveaux
biomarqueurs spermatiques en lien avec la qualité spermatique et un développement

embryonnaire normal.

Ce travail a validé pour la premiere fois chez I’'homme, un test diagnostique mesurant le 8-
hydroxy-2'-desoxyguanosine (8-OHdG), adduit majoritaire de I'oxydation nucléaire et
I’établissement d’un seuil critique d’oxydation en relation avec les parameétres fonctionnels

spermatiques et les caractéristiques cliniques des patients.

En utilisant différentes techniques de mesure, des corrélations ont été mesurées entre les
dommages a I'ADN spermatique les plus fréquents tels que la décondensation de la
chromatine, la fragmentation et I'oxydation de I’ADN spermatique. L'évaluation de la
moyenne d’intensité de fluorescence de I'immuno-marquage du 8-OHdG a été retrouvée
comme primordiale pour compléter la qualification de I'état d’oxydation de I’ADN

spermatique chez ’lhomme.

D’un point de vu plus clinique, des effets bénéfiques d’'une supplémentation des milieux en

hypotaurine ont été mis en évidence lors de la cryopréservation de spermatozoides.

Enfin, par I'analyse des cinétiques de développement embryonnaire précoce, des temps clés
ont été identifiés comme plus rapides en cas d’anomalie de la fragmentation et de
I’oxydation de I’ADN spermatique. Grace a une prise en charge globale en AMP par ICSI chez
des femmes jeunes, |'obtention de blastocystes considérés comme « Top », a fort potentiel

implantatoire, n’était pas modifiée chez ces patients.

Ce travail met en évidence certains impacts des dommages a I’ADN spermatique sur la

fertilité masculine. De nombreuses questions restent encore en suspend. Dans |'objectif
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d’aboutir a une naissance vivante en bonne santé, les investigations fondamentales et
cliniques doivent étre poursuivies pour optimiser une prise en charge globale et adaptée a

chaque patient.
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