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Avant-propos 

 

Ce travail de thèse a été réalisé dans l’unité MitoVasc, équipe de recherche MitoLab (Inserm U1083, 

CNRS 6015) en collaboration avec le service de Biologie de la Reproduction du CHU d’Angers dirigé par le 

Professeur Pascale May-Panloup, directrice de ces travaux de thèse. La collaboration entre ce service et la 

recherche existe depuis plusieurs années sur le thème « reproduction et mitochondrie », autant sur le plan 

féminin que masculin. Mon projet se situe dans la continuité des travaux de l’équipe et porte sur l’infertilité 

masculine, en étudiant d’une part l’ADNmt des spermatozoïdes et d’autre part le liquide séminal d’hommes 

infertiles. 

L’infertilité est un véritable enjeu de santé publique puisqu’elle concerne au moins 50 millions de 

couples dans le monde. Les différentes techniques d’Aide Médicale à la Procréation (AMP) tentent de palier aux 

problèmes d’infertilité des couples, cependant le taux de réussite reste relativement faible. La compréhension 

de tous les mécanismes en lien avec l’infertilité est nécessaire afin de mieux accompagner les couples dans leur 

désir d’enfant. L’infertilité est d’origine masculine dans la moitié des cas et les causes sont multifactorielles. Les 

dysfonctions mitochondriales pourraient en être l’une de ces causes. En effet, les mitochondries sont au cœur 

du métabolisme des spermatozoïdes et sont impliquées dans la production d'énergie, l'équilibre redox et la 

régulation du calcium, ainsi que dans les voies apoptotiques, tous ces éléments étant nécessaires à la motilité 

flagellaire, à la capacitation, à la réaction acrosomique et à la fusion gamétique. L’altération des fonctions 

mitochondriales pourraient être liées à la baisse de la qualité du sperme et à l’infertilité. 

 

Ce travail de recherche avait pour objectif principal d’approfondir nos connaissances sur le lien entre le 

génome mitochondrial des spermatozoïdes et l’infertilité masculine, mais aussi d’évaluer l’environnement 

métabolique des spermatozoïdes en cas d’altération des paramètres spermatiques. Dans ce but, nous avons 

développé les technologies omiques de séquençage haut débit et de métabolomique, respectivement sur 

l’ADNmt des spermatozoïdes et le liquide séminal sur une cohorte de patients. 

 

La rédaction de cette thèse se présente sous un format article. Elle débute avec une introduction 

bibliographique suivie d’une revue publiée en 2021 dans Human Reproduction Update sur le rôle de la 

mitochondrie dans les spermatozoïdes et l’infertilité masculine. La section « matériels et méthodes » permet de 

détailler les différentes techniques utilisées  et les différentes analyses effectuées à partir d’une seule cohorte 

de patients (20 hommes Oligo-Asthénospermiques et 24 hommes fertiles). Les résultats sont présentés en 2 

parties.  La première porte sur l’évaluation de l’ADNmt des spermatozoïdes et présente un article soumis sur la 

quantification et le séquençage haut débit de l’ADNmt des spermatozoïdes. La seconde partie concerne la 

métabolomique du liquide séminal avec un article publié dans Andrology paru en 2020. Enfin sont discutés les 

résultats obtenus et l’importance de la mitochondrie et de son génome dans la qualité gamétique, ainsi que les 

perspectives ouvertes par ces études.  
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MT-COI   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 1 du complexe Cytochrome c oxidase 

MT-COII  Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 2 du complexe Cytochrome c oxidase 

MT-COIII  Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 3 du complexe Cytochrome c oxidase 

MT-CYB   Gène mitochondrial codant pour le Cytochrome B 

MT-ND1   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 1 du complexe NADH Dehydrogenase 



 



 

MT-ND2   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 2 du complexe NADH Dehydrogenase 

MT-ND3   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 3 du complexe NADH Dehydrogenase 

MT-ND4   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 4 du complexe NADH Dehydrogenase 

MT-ND4L  Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 4L du complexe NADH Dehydrogenase 

MT-ND5   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 5 du complexe NADH Dehydrogenase 

MT-ND6   Gène mitochondrial codant pour la sous-unité 6 du complexe NADH Dehydrogenase 

mtSSB   Mitochondrial Single-stranded DNA-binding protein 

NADH   Forme réduite du Nicotinamide adénine dinucléotide 

NGS   Next Generation Sequencing 

NUMTs   Nuclear-encoded mitochondrial sequences 

OA ou SOA  oligo-asthénospermie ou sévère oligo-asthénospermie 

OATs   Oligo-asthéno-tératospermie 

OH   Origine de réplication du brin lourd 

OL   Origine de réplication du brin léger 

OMS   Organisation Mondiale de la Santé 

OPA1   Optic Atrophy 1 

OPLS-DA  Orthogonal Projection to Latent Structure – Discriminant Analysis 

OXPHOS  Chaîne de phosphorylation oxydative 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

POLγ   Sous-unité catalytique de la Polymérase gamma 

POLRMT   ARN Polymérase mitochondriale 

qPCR   PCR quantitative 

ROS   Reactive Oxygen Species  

SNP   Single Nucleotide Polimorphism 

TEFM   Transcription Elongation Factor 

TESE    Testicular Sperm Extraction 

TFAM   Transcription Factor A Mitochondrial 

TFB2M   Transcription Factor B2, Mitochondrial 

TMSC   Total Motile Sperm Count 
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Figure 1 : Représentation de la prévalence de l'infertilité.  

Ces données sont issues d’une étude sur 1686 couples (D’après (Thonneau et al., 1991).  

 

 

 

Figure 2 : Anatomie de l'appareil génital chez l'homme.  

(D’après (Exploration de la fonction de reproduction : versant masculin, 2009)) 
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Introduction 

1. L’infertilité masculine 

 

1.1. Infertilité et enjeux de la recherche 
 

L’infertilité est définie par l’Organisme Mondial de la Santé (OMS) comme étant l’incapacité pour un couple de 

concevoir un enfant après 12 mois d’essai sans contraception. Au moins 50 millions de couples (Mascarenhas et 

al., 2012), et plus de 30 millions d’hommes (Agarwal et al., 2015) sont exposés à l’infertilité dans le monde, 

faisant de celle-ci un véritable enjeu de santé publique. Les différentes techniques d’Aide Médicale à la 

Procréation (AMP) tentent de palier aux problèmes d’infertilité des couples, cependant le taux de réussite reste 

relativement faible (17% de naissances vivantes, toutes tentatives d’AMP confondues, en 2018, selon le rapport 

de l’Agence de la Biomédecine (ABM)). 

La première étape de prise en charge des couples en AMP consiste en la réalisation d’un bilan d’infertilité 

permettant de déterminer les causes de l’infertilité et de définir la technique d’AMP adéquate à utiliser pour y 

remédier. Plusieurs techniques sont réalisables, l’Insémination Intra-Utérine (IIU), la Fécondation In-Vitro 

classique (FIV) et la FIV avec ICSI (Intra cytoplasmic Sperm Injection), le Transfert d’Embryon Congelé (TEC), 

le Diagnostic Pré-Implantatoire (DPI), le don de gamètes… (Barberet et al., 2018). La part des enfants issus de 

l’AMP croit régulièrement, et en 2018 3.3% des enfants nés étaient issus d’AMP, soit 25120 enfants (ABM, 

2019). 

L’infertilité est une pathologie hétérogène pouvant résulter de différents facteurs individuels mais aussi de 

facteurs liés au mode de vie et à l’environnement (perturbateurs endocriniens, pesticides, exposition à la 

chaleur…). La compréhension des mécanismes sous tendant l’infertilité est nécessaire afin de mieux 

accompagner les couples dans leur désir d’enfant et d’améliorer l’efficience de leur prise en charge.  

  

L’infertilité est d’origine masculine dans 20% des cas, dans 33% d’origine féminine, dans 39% d’origine mixte 

et les 8% restant résultent d’une infertilité inexpliquée (Figure 1) (Thonneau et al., 1991). L’infertilité masculine 

est la résultante d’une altération dans les processus de spermatogenèse et/ou de transit des spermatozoïdes 

dans les voies séminales. Elle est généralement caractérisée par des anomalies des paramètres spermatiques 

mises en évidence au cours de l’examen de sperme réalisé dans le cadre du bilan d’infertilité du couple. 

 

1.2. Reproduction masculine : physiologie 
 

1.2.1. Généralités sur l’appareil reproducteur masculin 

 

L’appareil reproducteur masculin est composé des testicules, de l’épididyme, des canaux déférents, des canaux 

éjaculateurs et de l’urètre (Figure 2). 
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Figure 3 : La spermatogenèse.  

(D’après l’encyclopédie Britannica (https://www.britannica.com/science/spermatogenesis)). 

 

Figure 4 : Les étapes de la spermiogenèse.  

(D’après (Mortimer, 2018)). 

https://www.britannica.com/science/spermatogenesis)
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Le testicule présente deux grandes fonctions, la première exocrine permettant la production de spermatozoïdes 

(spermatogenèse) et la deuxième fonction, endocrine, avec la synthèse des hormones stéroïdes. Les testicules 

sont localisés dans le scrotum, en dehors de la cavité abdominale. Cette localisation permet une température 

inférieure de 3 à 5°C afin d’avoir une spermatogenèse optimale. Le testicule est enveloppé d’une capsule, 

appelée l’albuginée, et comporte deux compartiments, les tubes séminifères et le tissu interstitiel situé entre les 

tubes. Ce tissu contient les cellules de Leydig, les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Ce sont les cellules de 

Leydig qui interviennent dans la production d’hormones androgènes comme la testostérone. 

 

a) Spermatogenèse 

 

La spermatogenèse se déroule dans les tubes séminifères. C’est un processus physiologique qui comprend 

l’ensemble des transformations des cellules germinales en une cellule hautement différenciée : le 

spermatozoïde. La production de spermatozoïdes débute à la puberté et se poursuit toute la vie d’un homme 

grâce à la multiplication permanente des spermatogonies. Les tubes séminifères comportent deux types 

cellulaires, les cellules de Sertoli (cellules somatiques) et les cellules germinales (Figure 3). Les cellules de 

Sertoli sont le support de la spermatogenèse avec un rôle de soutien, de protection (barrière hémato-

testiculaire (BHT) notamment), de nutrition, et de phagocytose vis-à-vis des cellules germinales (Griswold, 

1998).  

 

La spermatogenèse conduit de la spermatogonie (cellule diploïde) au spermatozoïde (gamète haploïde). Elle 

comporte 3 phases : 

• Phase de multiplication : les spermatogonies vont se diviser par mitose jusqu’au stade de spermatocyte 

primaire. Une spermatogonie Ad se divise en 2 cellules : une spermatogonie Ap et une spermatogonie Ad. L’Ap 

se divisera pour donner deux spermatogonies B tandis que la 2ème Ad est présente afin de renouveler sans 

cesse le stock de cellules souches. Chaque spermatogonie B se divisera en deux spermatocytes primaires.  

 

• Méiose : cette deuxième étape permet de passer d’une cellule diploïde (2n) à une cellule haploïde (n). Elle 

comprend deux divisions. La première est dite réductionnelle et permet d’aboutir à partir d’un spermatocyte 

primaire à la formation de deux spermatocytes secondaires encore diploïde. La seconde est dite équationnelle 

et permet la formation de deux spermatides rondes haploïdes à partir d’un spermatocyte secondaire. 

 

• Spermiogenèse : cette dernière phase comporte l’ensemble des modifications permettant de passer de la 

spermatide au spermatozoïde (Figure 4). 

-Compaction de l’ADN nucléaire : elle est liée au remplacement des histones par des protéines 

transitoires (TP1 et TP2) puis par des protamines (PRM1 et PRM2). Elle se poursuivra au cours du transit 

épididymaire. Cette compaction permet de protéger le génome spermatique et est responsable de l’arrêt de la 

transcription dans le spermatozoïde (Hao et al., 2019). 
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Table 1 : Cinétique de la spermatogenèse.  

Chez l’homme la spermatogenèse dure 74 jours. 

 

Etape de la spermatogenèse Durée 

Spermatogonies Ap se différencient en spermatogonies B 18 jours 

Spermatogonies B en spermatocytes I 9 jours 

Spermatocytes I 1ère division méiose prophase 23 jours 

Spermatocytes II 2ème division méiose 1 jour 

Spermiogenèse 23 jours 

Durée spermatogenèse 74 jours 

 

 

 

 

Figure 5: Structure d'un spermatozoïde.  

A. Vu d’un spermatozoïde. B. Coupe transversale des trois parties du flagelle (Adaptée de (Touré et al., 2020)). 

 



 

BOGUENET Magalie | L’altération de l’ADN mitochondrial dans l’infertilité masculine 6 

-Formation de l’acrosome : il se développe à partir des vésicules pro-acrosomales produites par 

l’appareil de Golgi. Ces vésicules vont fusionner pour former l’acrosome, qui va progressivement coiffer les 2/3 

du noyau (Ramalho-Santos et al., 2002). 

-Formation du flagelle : le flagelle responsable de la mobilité spermatique, est constitué d’une structure 

microtubulaire centrale, l’axonème, dérivant du centriole distal de la spermatide ronde.  

-Modifications cytoplasmiques : une grande partie du cytoplasme de la spermatide va être éliminée 

sous forme une gouttelette cytoplasmique. Ce corps résiduel sera phagocyté par les cellules de Sertoli. 

Parallèlement les mitochondries résiduelles vont constituer un manchon hélicoïdal au niveau de la pièce 

intermédiaire (cf paragraphe 3.2.1 a)). 

 

Enfin, l’ultime étape, appelée spermiation, libère les spermatozoïdes dans la lumière des tubules séminifères 

pour qu’ils poursuivent leur chemin vers les canaux efférents avant de rejoindre l’épididyme.  

 

b) Structure d’un spermatozoïde 

 

Le spermatozoïde est une cellule hautement différenciée, mobile et d’une taille d’environ 60µm chez l’homme. Il 

possède 3 parties dont une tête, un cou et un flagelle, lui-même composé de 3 parties, une pièce intermédiaire, 

principale et terminale. Le spermatozoïde est délimité par une membrane plasmique continue (Figure 5). 

 

• La tête : elle mesure environ 4-5 µm de longueur et 2-3 µm de largeur et 1.5 µm d’épaisseur. Elle comprend 

le noyau et l’acrosome qui le coiffe. 

• Le cou : cette partie est également appelée pièce connective. Elle est ancrée sur le noyau et possède un 

centriole proximal.  

• Le flagelle : l’axonème est la structure commune à l’ensemble du flagelle, situé au centre de celui-ci. Cet 

axonème possède une conformation de type « 9+2 », c’est-à-dire avec 9 doublets de microtubules 

périphériques et un doublet central. Les 9 doublets possèdent des dynéines, des protéines motrices. Elles vont 

participer au mouvement flagellaire. L’axonème est entouré de différentes structures suivant les différentes 

parties du flagelle. Le flagelle des spermatozoïdes est structuré en trois parties, la pièce intermédiaire, la pièce 

principale et la pièce terminale. 

  -la pièce intermédiaire : elle mesure 5-7 µm avec 1 µm d’épaisseur. Cette pièce comprend un manchon  

mitochondrial qui entoure un faisceau de 9 fibres denses et l’axonème. Les rôles de la mitochondrie dans le 

spermatozoïde sont développés ultérieurement avec une revue de la littérature. La pièce intermédiaire prend fin 

avec l’annulus.   

-la pièce principale : la gaine fibreuse remplace la gaine mitochondriale et enveloppe 7 fibres denses et 

la continuité de l’axonème. Cette gaine présente 2 colonnes longitudinales et comprend toutes les enzymes 

nécessaires pour la glycolyse.  

-la pièce terminale : cette pièce termine le flagelle et ne possède que la fin de l’axonème et la 

membrane plasmique. 
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c) Transit épididymaire 

 

Le canal épididymaire est un très long tube, fortement contourné, qui une fois déroulé mesure environ 6 mètres 

chez l’homme. Le transit des spermatozoïdes dans l’épididyme va durer entre 2 et 15 jours chez l’homme. 

A la sortie du testicule, le spermatozoïde est immobile et non fécondant. C’est lors de son transit dans 

l’épididyme qu’il va acquérir son pouvoir fécondant, c'est-à-dire sa mobilité et la capacité de liaison à la zone 

pellucide et de fusion avec la membrane ovocytaire.   

Le canal épididymaire est bordé d’un épithélium glandulaire qui régule la composition du fluide épididymaire 

(par phénomènes de résorption, de concentration de certains composés et de synthèse et excrétion protéiques) 

qui varie en fonction de la zone du canal épididymaire considérée (tête, corps et queue). Sous l’influence de la 

composition du fluide épididymaire, les spermatozoïdes vont subir des modifications structurales, biochimiques 

et métaboliques (Cornwall, 2009; Dacheux and Dacheux, 2014) qui concourent à la maturation fonctionnelle 

progressive du spermatozoïde. 

 

d) Liquide séminal 

 

Le sperme se constitue au moment de l’éjaculation. Il est constitué pour 10% par les spermatozoïdes et pour 

90% par le liquide séminal. Ce dernier comprend les sécrétions des testicules (0.5%), de l’épididyme (12%), 

des vésicules séminales (68%), de la prostate (15%) et des glandes annexes (4.5%). Le liquide séminal est le 

reflet du fonctionnement du testicule et des voies séminales mais aussi des interactions entre les 

spermatozoïdes et leur environnement Les spermatozoïdes une fois éjaculés devront traverser les voies 

génitales féminines afin d’être capacités puis d’interagir avec l’ovocyte. 

 

1.3. Reproduction masculine : pathologie  
 

L’élément central du bilan d’infertilité masculine repose sur l’examen des paramètres spermatiques.  

 

1.3.1. Analyse du sperme 

 

Le sperme est récupéré après 3 à 5 jours d’abstinence par masturbation et évalué selon les recommandations 

du manuel de l’OMS (World Health Organization, 2021). 

Ce manuel, révisé pour la 6ème fois en 2021, a pour objectif de standardiser les procédures et l’analyse du 

sperme dans le monde entier (World Health Organization, 2021).  

Une cohorte d’hommes fertiles (3589 hommes de 12 pays) a été utilisée comme population de référence. 

L’analyse du sperme de cette population a permis de définir une limite de référence pour chaque paramètre 

spermatique correspondant au 5ème percentile inférieur des données (avec un intervalle de confiance de 95%). 
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Table 2 : Normes de l'OMS.  

Les valeurs de référence correspondent au 5ème percentile inférieur avec un intervalle de confiance de 95%.  

* : normes définies selon l’OMS (édition de 2010) (World Health Organization, 2010). (D’après (World Health 

Organization, 2021)) 

Paramètres Limites de référence (WHO 2021) Anomalies 

Volume (mL) 1,4 (1.3-1.5) 

 

<1,5 ml : Hypospermie 

>6 ml : Hyperspermie 

pH* 7,2-8  

Nombre total de spermatozoïdes dans 

l’éjaculat (106 par éjaculat) 

39 (35-40) 0 : Azoospermie 

< : Oligospermie 

Concentration de spermatozoïdes 

(106/mL) 

16 (15-18) 

Mobilité totale (progressive et non 

progressive, %) 

42 (40-43) < : Asthénospermie 

Mobilité progressive (%) 30 (29-31) 

Morphologie, formes normales  

selon Kruger (%) 

selon David (%)* 

 

4 (3.9-4) 

23 

< : Tératospermie 

Vitalité, spermatozoïdes vivants (%) 54 (50-56) < : Nécrospermie 

Leucocytes* 1 million/mL > : Leucospermie 

 

 

Figure 6 : Représentation des anomalies spermatiques de l'infertilité masculine. 

Ces données sont issues d’une étude sur 1467 hommes. OATs : Oligo-Asthéno-TératoSpermie (D’après 

(Thonneau et al., 1991)). 
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L’évaluation des paramètres du sperme se fait par la réalisation du spermogramme et du spermocytogramme.  

 

a) Spermogramme 

 

Le spermogramme correspond à l’analyse des caractéristiques spermatiques sur du sperme frais. Après 

liquéfaction du sperme, plusieurs paramètres sont étudiés : le volume (en mL), le pH, la numération (en 

millions/mL), la mobilité (en %), la vitalité (en %) et la numération des cellules rondes (cellules germinales 

immatures, des leucocytes ou des cellules épithéliales, en million/mL). Les normes, définies par l’OMS, pour 

chaque paramètre sont répertoriées dans la table 2 avec les anomalies associées (Figure 6). 

 

b) Spermocytogramme 

 

Le spermocytogramme permet d’évaluer la qualité morphologique des spermatozoïdes en microscopie optique 

après frottis et coloration. Plusieurs classifications sont utilisées, celles de Kruger (Kruger et al., 1987) et David 

modifiée (Auger, 2010). Une centaine de spermatozoïdes sont évalués et analysés selon les critères 

morphologiques de la tête, de la pièce intermédiaire et principale du flagelle. Un sperme avec seulement 4% 

(Kruger) ou 23% (David) de spermatozoïdes sans anomalies morphologiques est considéré comme normal.  

 

1.3.2. Analyse du liquide séminal 

 

La biochimie du liquide séminal, examen de deuxième intention, consiste à doser 6 marqueurs spécifiques du 

tractus génital (Figure 7). Ces dosages permettent de localiser une potentielle dysfonction du tractus génital à 

l’origine d’anomalies spermatiques. Ils peuvent permettre de préciser l’origine de certaines de ces anomalies 

comme un faible volume de l’éjaculat, une nécrozoospermie, une infection génitale ou une azoospermie. Dans 

cette dernière indication, la biochimie du liquide séminal est utilisée pour distinguer une azoospermie d’origine 

obstructive ou non obstructive. Le liquide séminal est une matrice qui peut être utilisée, par le biais de 

techniques de type OMICs, afin de déterminer de nouveaux biomarqueurs d’infertilité. 

 

1.3.3. Baisse de la fertilité humaine ? 

 

Plusieurs études mettent en évidence un déclin des paramètres spermatiques dans le monde (Agarwal et al., 

2015; Levine et al., 2017; Virtanen et al., 2017) et en France (Geoffroy-Siraudin et al., 2012; Rolland et al., 

2013). Cependant cette baisse globale de la qualité du sperme est toujours débattue. En France, l’étude de 

Rolland et al, effectuée sur une période de 17 ans, fait part d’une baisse de la concentration des 

spermatozoïdes d’1.9% par an associée à une baisse de leur qualité morphologique mais sans altération de leur  
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Figure 7 : Marqueurs biochimiques du liquide séminal. 

(D’après (Exploration de la fonction de reproduction : versant masculin, 2009)). 

 

 

 

Figure 8 : La cascade des OMICs. 
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mobilité (Rolland et al., 2013). Inversement, l’étude de Geoffroy-Siraudin et al, objective une baisse de la 

mobilité spermatique totale et progressive, de respectivement 0.4% et 5.5% par an (Geoffroy-Siraudin et al., 

2012). 

 

1.3.4. Etiologies de l’infertilité masculine 

 

Certaines infertilités masculines ont une étiologie définie. Ainsi, la cryptorchidie, la varicocèle, les anomalies 

génétiques (microdélétion du chromosome Y, anomalies chromosomiques, mutation dans le gène CFTR, 

syndrome de cellules de Sertoli seules …) (Levy et al., 2010), certaines dysfonctions hormonales et certains 

facteurs environnementaux sont reconnus pour entrainer une altération des paramètres spermatiques et être 

responsables d’infertilité. 

Néanmoins, de nombreuses altérations spermatiques restent sans cause avérée. En outre, certaines 

infécondités sont constatées en l’absence de facteur masculin (ou féminin) décelable par les examens 

habituellement réalisés dans le bilan d’infertilité (spermogramme normal). 

 

2. Les OMICs dans l’infertilité masculine 

 

2.1. Définition des OMICs 

 

Les « omiques » désignent l’ensemble des technologies générant des données génomiques, transcriptomiques, 

protéomiques et métabolomiques (Figure 8), qui permettent la caractérisation et la quantification de l’ensemble 

des molécules d’un système biologique. Les données ainsi obtenues servent à mieux comprendre le 

fonctionnement biologique d’un organisme, l’importance des connexions biologiques et les interactions avec les 

stimuli environnementaux. 

 

2.2. Les OMICs dans l’infertilité masculine 

 

Les techniques omics ont été utilisées afin d’améliorer la compréhension des mécanismes sous-tendant 

l’infertilité masculine (Krzastek et al., 2020; Sinha et al., 2017).  

Ainsi, les données du transcriptome des spermatozoïdes ont permis d’identifier des profils d’expression 

différents selon le type d’infertilité : normospermique, asthénospermique ou oligospermique. (Bansal et al., 

2015; Caballero-Campo et al., 2020; Montjean et al., 2012), mais aussi de découvrir des ARNs non codants (de 

type micro-ARN et long-ARN) qui ont enrichi les connaissances sur la physiologie de la spermatogenèse et 

l’infertilité masculine (Joshi and Rajender, 2020; Vashisht and Gahlay, 2020).  
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De la même manière, 30 études ont permis de définir le protéome du spermatozoïde humain qui contiendrait 

6238 protéines différentes. L’analyse de ces protéines a en outre déterminé les voies métaboliques essentielles 

du gamète masculin. Enfin, les niveaux de représentation de certaines protéines (cytosquelette, enzymes 

impliquées dans le métabolisme et la production d’énergie) seraient modifiés chez les patients 

asthénospermiques (Amaral et al., 2014; Jodar et al., 2017). 

 

2.2.1. Le séquençage haut débit 

 

L’arrivé du séquençage haut débit a permis de grandes avancées dans le domaine de l’infertilité masculine avec 

l’identification de gènes candidats. Ces larges études de génome ou d’exome entier sont prometteuses pour la 

découverte d’autres étiologies génétiques de l’infertilité masculine (Krausz and Riera-Escamilla, 2018). Par 

exemple, le séquençage exomique de plusieurs cohortes de patients infertiles, lié à un phénotype d’anomalies 

morphologiques du flagelle, a permis d’identifier 18 nouveaux gènes dont les mutations sont à l’origine de 30 à 

60% de ces cas d’infertilité (Touré et al., 2020).  

En revanche le séquençage haut débit de l’ADNmt n’a jamais été réalisé sur les spermatozoïdes.  

 

2.2.2. La métabolomique 

 

La plus récente des technologies omics, la métabolomique, complète les autres approches. Elle correspond à 

l’analyse de façon globale du métabolome d’un système biologique (Fiehn, 2001). Cette approche permet 

d’identifier, dans un échantillon donné, des métabolites endogènes et exogènes, correspondant à des molécules 

de moins de 1500 Daltons. Ces métabolites sont le reflet de l’état phénotypique puisqu’ils sont le reflet des 

changements génomique, transcriptomique et protéomique en amont. Il existe plusieurs catégories de 

métabolites (acides nucléiques, acides aminés, peptides, lipides, sucres, vitamines…) (Wishart et al., 2018). 

D’après la base de données Human Metabolome Database, 114 100 métabolites sont connus et répertoriés à ce 

jour (HMDB4.0 https://hmdb.ca/). 

 

Plusieurs études s’intéressent à la métabolomique du sperme, sur deux matrices: les spermatozoïdes et le 

liquide séminal. Les études du métabolome des spermatozoïdes sont les moins nombreuses en raison 

probablement de leur complexité puisque la présence du liquide séminal et les réactifs de lavage gênent 

l’analyse métabolomique (Panner Selvam et al., 2020). Néanmoins, 4 études ont été réalisées qui soulignent 

l’importance de certains métabolites en lien avec différentes voies notamment énergétiques (Engel et al., 2019; 

Fu et al., 2019; Paiva et al., 2015; Zhao et al., 2018).  

Les études métabolomique du liquide séminal sont plus nombreuses (pour revue (Panner Selvam et al., 2020)). 

Ces études ont été menées dans plusieurs types d’infertilité masculine: azoospermie, asthénospermie, Oligo-

Asthéno-Teratospermie (OATs) et infertilité inexpliquée. Dans le cas des altérations spermatiques, trois grandes 

voies métaboliques seraient impactées : celles du métabolisme énergétique (cycle de Krebs, glycolyse, β-

oxydation des acides gras), des lipides et des acides aminés.   

https://hmdb.ca/
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La métabolomique permet d’obtenir des données nouvelles reflétant le fonctionnement spermatique et les 

interactions avec son environnement. Elle permet d’espérer déterminer les voies spécifiquement dérégulées 

dans des anomalies spermatiques caractérisées. Cependant, à ce jour les études réalisées restent disparates et 

peu consensuelles quant aux résultats obtenus, notamment en raison des différentes approches 

méthodologiques utilisées et de la taille et de l’hétérogénéité des cohortes considérées.  

D’autres études sont donc nécessaires pour étayer et préciser les premiers résultats afin de mieux cerner la 

physiopathologie de l’infertilité masculine et d’ouvrir la voie vers la découverte de biomarqueur.  

 

3. Mitochondrie et infertilité masculine 

 

3.1. Généralités sur la mitochondrie 
 

3.1.1. Définition – Origine 

 

Les mitochondries sont des organites semi-autonomes localisées dans le cytoplasme de toutes les cellules 

eucaryotes (à l’exception des érythrocytes). Elles sont considérées comme la centrale énergétique de la cellule 

par leur rôle clé dans la production d’énergie, via la phosphorylation oxydative, le cycle de Krebs ou encore la 

β-oxydation des acides gras. Leur nombre varie, de quelques centaines à quelques milliers, selon le type 

cellulaire et les besoins énergétiques de la cellule. Les mitochondries jouent également d’autres fonctions 

importantes, notamment dans l’apoptose, l’homéostasie du calcium, la thermogénèse, la production de ROS 

(espèces réactives de l’oxygène), la synthèse des hormones stéroïdes, les voies de signalisation et bien 

d’autres. 

 

Le nom « mitochondrie » est né du grec mitos (filamenteux) et chondros (granulaire), donné pour la première 

fois par Carl Benda en 1898 (Benda, 1898). En 1967, Lynn Margulis propose une théorie sur l’origine 

endosymbiotique des mitochondries à partir des bactéries (Margulis, 1970). Cette théorie a été acceptée 

depuis, cela remontrait à environ 2 milliards d’années, ou une endo-symbiose entre une cellule eucaryote 

primitive et une α-protéobactérie se serait produite (Gray, 2012; Gray et al., 1999). L’α-protéobactérie 

transformée en organite mitochondrial, dans une cellule eucaryote, a entrainé de nombreux changements 

évolutifs, notamment le transfert de la majorité des gènes mitochondriaux vers le noyau (Roger et al., 2017). 

Certains gènes mitochondriaux sont restés au sein de la mitochondrie puisqu’elle possède son propre génome 

de 16 kb. Diverses hypothèses ont été émises pour expliquer la conservation d’un génome au sein des 

mitochondries. Il a également été montré que plusieurs protéines codées par l’ADNmt sont hydrophobes, ce qui 

poserait des problèmes d’import à la mitochondrie si elles étaient traduites dans le cytoplasme (Roger et al., 

2017).  
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Figure 9 : Schéma de la structure mitochondriale. 

 

 

 

Figure 10 : Métabolisme énergétique mitochondrial.  

(D’après (Boguenet et al., 2021)) 
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3.1.2. Morphologie – Structure 

 

Les mitochondries se caractérisent par deux membranes, une externe et interne. Ces membranes délimitent 

deux compartiments, l’espace inter-membranaire et la matrice mitochondriale. La membrane externe est 

constituée d’une bicouche lipidique, de composition proche de celle de la membrane plasmique (50-60% de 

protéines, 40-50% de lipides). Elle est perméable aux molécules d’une taille inférieure à 5 kDa grâce aux 

porines VDAC (voltage-dependent anion-selective channel). Les molécules d’un poids supérieur à 5 kDa 

nécessitent des transporteurs de type translocase TOM (Translocase of Outer Membrane). L’espace 

intermembranaire contient les molécules importées du cytoplasme ainsi que des protons H+ libérés par la 

chaine d’électrons de la chaîne respiratoire. La membrane interne est composée de 80% de protéines et 20% 

de lipides. Contrairement à la membrane externe elle est peu perméable et nécessite des transporteurs de type 

translocase TIM (Translocase of Inner Membrane). La membrane interne s’invagine créant les crêtes 

mitochondriales où sont situées les complexes protéiques de la chaine respiratoire. La matrice mitochondriale 

est le siège de nombreuses voies métaboliques (β-oxydation, Cycle de Krebs, OXPHOS) et contient toutes les 

enzymes nécessaires. La matrice contient également le génome mitochondrial et les mitoribosomes (Figure 9). 

 

3.1.3. Rôle énergétique 

 

Les mitochondries ont un rôle crucial dans la production d’énergie. Elles sont le siège de la phosphorylation 

oxydative (OXPHOS), réalisée par la chaîne respiratoire qui prend en charge les coenzymes réduits issus de la 

dégradation des molécules énergétiques pour la synthèse d’ATP. Les acides gras, par le biais de la β-oxydation, 

les glucides et les acides aminés sont dégradés pour former l’acétyl-coA. Ce composé va être oxydé par le cycle 

de Krebs et conduire à la production les co-enzymes réduits : NADH (nicotinamide adénine dinucléotide réduit) 

et le FADH2 (flavine adénine dinucléotide réduite) qui vont entrer dans la chaine respiratoire. (Figure 10). 

La chaîne respiratoire est localisée dans la membrane interne mitochondriale. Elle possède 4 complexes 

enzymatiques et l’ATP synthase. Chaque complexe est composé de sous-unités protéiques codées par le 

génome nucléaire et mitochondrial, à l’exception du complexe II uniquement codé par le génome nucléaire 

(Table 3). Le complexe I contient un site de liaison du NADH. Il catalyse le transfert de 2 électrons du NADH à 

l’ubiquinone et permet le transport de 4 protons de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire. 

Le complexe II comprend la succinate deshydrogénase, une enzyme du cycle de Krebs. Ce complexe assure le 

transfert des électrons grâce au coenzyme, le FAD jusqu’à l’ubiquinone. L’ubiquinone, transporteur d’électrons, 

reçoit des électrons par les complexes I et II et se déplace vers le complexe III qui les transfère au cytochrome 

c. Cela permet de libérer 4 protons vers l’espace intermembranaire. Le relai des électrons se fait par le 

cytochrome c constituant une navette d’électrons vers le complexe IV. Le complexe IV permet d’oxyder le 

cytochrome c et réduit le dioxygène en eau libérant 2 protons vers l’espace intermembranaire. Les complexes I, 

III et IV fonctionnent donc comme des pompes à protons, à l’exception du complexe II. Les protons sont 

transférés de la matrice à l’espace intermembranaire et génèrent une force protonmotrice se traduisant par un 

gradient de pH (6.5 à 7 dans l’espace intermembranaire et 8 dans la matrice) et d’un potentiel membranaire  
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Table 3 : Les complexes de la chaîne respiratoire et leurs sous-unités codées par le génome mitochondrial ou 

nucléaire. 

Complexes 
Sous-unités codées par le 

génome mitochondrial 

Sous-unités codées 

par le génome 

mitochondrial 

Sous-unités codées 

par le génome 

nucléaire 

Complexe I : 

NADH ubiquinone 

oxydoreductase 

MT-ND1 

MT-ND2 

MT-ND3 

MT-ND4L 

MT-ND4 

MT-ND5 

MT-ND6 

7 38 

Complexe II : 

Succinate-déshydrogénase 
 0 4 

Complexe III : 

Ubiquinol cytochrome c 

réductase 

MT-CYB 1 10 

Complexe IV : 

Cytochrome c oxydase 

MT-COI 

MT-COII 

MT-COIII 

3 10 

ATP Synthase 
MT-ATP6 

MT-ATP8 
2 9 
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(environ -150 mV). L’ATP synthase comporte deux sous-unités, F0 dans la membrane interne et F1 dans la 

matrice. L’ATP synthase utilise le gradient électrochimique et phosphoryle l’ADP en ATP. Cet ATP formé dans la 

matrice mitochondriale est exporté dans le cytoplasme par la translocase ANT (Adénine nucléotide translocase).  

 

3.1.4. Dynamique mitochondriale 

 

 

Les mitochondries s’organisent en un réseau dynamique. La morphologie mitochondriale évolue selon les 

besoins énergétiques des cellules grâce à un équilibre dynamique établi entre fusion et fission mitochondriale.  

La fission entraine une fragmentation mitochondriale aboutissant à des mitochondries plus petites capables de 

générer plus de ROS et facilite la mitophagie (Archer, 2013). La fission est médiée par la GTPase DRP1 

(dynamin-related protein 1), FIS1 (fission protein 1) et MFF (mitochondrial fission factor). Brièvement, le 

réticulum endoplasmique et l’actine s’associent à la mitochondrie et l’entourent formant un site de constriction. 

Plusieurs protéines DRP1 sont recrutées, par les facteurs FIS1 et MFF, à ce site et forme une structure en 

anneau qui resserre et divise l’organite (Archer, 2013).  

En opposition, la fusion entraine un réseau filamenteux, hyper connecté. Cette conformation protège de la 

mitophagie, de l’apoptose et stimulerait l’activité OXPHOS (Tilokani et al., 2018). Cette fusion est régulée par 3 

GTPases : deux mitofusines, MFN1 et MFN2, et la protéine OPA1 (Optic Atrophy 1). MFN1 et MFN2 assurent la 

fusion des membranes externes puis OPA1 assure la fusion des membranes internes (Archer, 2013).  

 

3.1.5. Génome mitochondrial 

 

a) Généralités 

 

Les mitochondries ont la particularité de posséder leur propre génome, l’ADN mitochondrial (ADNmt). Cet 

ADNmt code pour 37 gènes : 13 gènes des sous-unités de la chaine respiratoire (ces 13 protéines sont 

impliquées dans les complexes I, III, IV et V), 22 ARNt et 2 ARN ribosomiques. L’ADNmt humain a été 

découvert en 1963 par Schatz-Nass (Nass and Nass, 1963) puis séquencé pour la première fois en 1981 par 

l’équipe d’Anderson (Anderson et al., 1981), et enfin sa séquence a été révisée en 1999 (Andrews et al., 1999), 

the « Revised Cambridge Reference Sequence » (NC_012920). Cette séquence révisée sert désormais de 

référence lors des analyses de génétique mitochondriale. 

L’ADNmt possède plusieurs particularités et différences en comparaison au génome nucléaire. Il est circulaire 

double brin avec 16 569 paires de bases. Il est dépourvu d’histone, d’intron et présente moins de 3% de 

séquences non codantes situées dans 2 régions. La première, comporte 1121 paires de bases (position 16024-

576) avec la D-loop, l’origine de réplication du brin lourd (OH) et les promoteurs transcriptionnels LSP et HSP. 

Cette région régule la réplication et la transcription de l’ADNmt. La D-loop possède une région triple brin appelé 

ADN 7S. La 2ème région non codante comporte une trentaine de paires de bases et porte l’origine de réplication  
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Figure 11 : Représentation de l'ADNmt et sa région non codante.  

OriH : Origine de replication du brin H; OriL : Origine de replication du brin L; NCR : région non codante ; TAS : 

termination-associated sequence; CSBs : conserved sequence block; LSP : light-strand promoter ; HSP: heavy-

strand promoter (D’après (Falkenberg and Gustafsson, 2020)) 

 

 

Table 4: Différences du code génétique universel et mitochondrial. 

Codons Code génétique universel Code génétique mitochondrial 

AGA et AGG Arginine Codon stop 

UGA Codon stop Tryptophane 

AUA Isoleucine Méthionine 
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du brin léger (OL). Les 2 origines de réplications sont séparées d’environ 11 000 paires de base et forment l’arc 

majeur (entre OH et OL) (Figure 11). Les deux brins de l’ADNmt diffèrent dans leur composition. Le brin lourd 

(Heavy : H) est riche en guanine contrairement au brin léger (Light : L). Tous les gènes de l’ADNmt sont 

transcrits par le brin lourd, à l’exception du gène MT-ND6 et 8 ARNt qui sont transcrits par le brin léger. 

Certains gènes sont superposés, c’est le cas des gènes MT-ND4 et MT-ND4L et des gènes MT-ATP6 et MT-ATP8. 

Enfin, le code génétique mitochondrial est quelque peu différent de celui du génome nucléaire, ils diffèrent de 4 

codons sur les 64 (Table 4). L’ADNmt n’est pas sous forme libre dans la matrice mitochondriale mais sous une 

organisation protéine-ADN appelée nucléoïde. Les nouvelles techniques de microcopies super-résolution 

permettent aujourd’hui d’obtenir des précisions sur les caractéristiques complexes de cette structure. 

Notamment sa taille, qui serait uniforme d’environ 100 nm mais également le nombre de copies d’ADNmt 

contenu dans un nucléoïde. En effet un nucléoïde renfermerait une unique copie d’ADNmt (moyenne d’1.4 

copies par nucléoïde) (Kukat et al., 2011). Une augmentation du nombre de copies d’ADNmt dans une cellule 

ferait augmenter le nombre de nucléoïdes sans altérer sa taille (Kukat et al., 2015). La protéine majoritaire des 

nucléoïdes est le facteur de transcription TFAM jouant un rôle majeur dans la compaction de ces structures. En 

effet pour une copie d’ADNmt il y aurait 1000 protéines TFAM associées (Bonekamp and Larsson, 2018). TFAM 

est une protéine avec des domaines HMG (High Mobility Group-box). Ces domaines permettent à TFAM de se 

lier à l’ADNmt et de changer sa conformation sans spécificité de séquence (Falkenberg et al., 2007). TFAM est 

aussi impliqué dans la réplication et la transcription de l’ADNmt. Le nucléoïde comporte également toutes les 

protéines nécessaires à la réplication (POLG, mtSSB et Twinkle) et la transcription (POLRMT, TFB2M, TEFM) de 

l’ADNmt. 

 

b) Réplication de l’ADNmt 

 

Contrairement à l’ADN nucléaire, la réplication de l’ADNmt est indépendante du cycle cellulaire et se déroule 

dans la matrice mitochondriale. Le réplisome forme le complexe enzymatique de réplication, composé de 

plusieurs protéines nécessaires à la bonne réplication de l’ADNmt. Ces protéines sont codées par le génome 

nucléaire, traduites dans le cytoplasme et importées ensuite à la mitochondrie. Ce complexe est composé d’une 

ADN-polymérase γ (POLγ), d’un facteur de transcription TFAM, d’un facteur de stabilisation de l’ADN simple brin 

mtSSB et d’une hélicase Twinkle. POLγ est la seule ADN polymérase mitochondriale. Elle forme un 

hétérotrimère contenant 3 sous-unités : 1 sous-unité POLγA et 2 sous-unités POLγB. POLγA, le noyau 

catalytique, contient un domaine exonucléase 3’-5’ pour la relecture du brin d’ADN synthétisé. Les sous-unités 

accessoires, POLγB, améliorent l’interaction avec l’ADN et augmentent l’activité catalytique et la qualité de 

POLγA. La POLγ est fidèle et précise dans la polymérisation des nucléotides (taux d’erreur in vitro de 1 

nucléotide mal incorporé pour 500 000 bases polymérisées) (Kaguni, 2004). La POLγ n’est pas capable d’utiliser 

l’ADN double brin comme matrice. Elle nécessite l’action de l’hélicase Twinkle qui se déplace devant la POLγ et 

déroule l’ADN double brin dans le sens 5’-3’. La protéine de liaison à l’ADN simple brin, mtSSB, a un rôle de 

protection contre les nucléases, et empêche la formation de structure secondaire. Elle va également stimuler 

l’activité de POLγ et Twinkle. La réplication et la transcription de l’ADNmt sont liées. En effet pour initier la  
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Figure 12 : Schéma du réplisome.  

(D’après (Falkenberg et al., 2007)). 

 

 

 

 

Figure 13 : Réplication de l'ADNmt d'après le modèle de déplacement de brin.  

(D’après (Falkenberg, 2018)). 
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réplication, une amorce ARN doit être initialement être produite par une polymérase mitochondriale à ARN 

(POLRMT) (Figure 12) (Falkenberg 2018). 

 

Trois  modèles de réplication ont été proposés et restent encore en discussion à ce jour. Cependant le premier 

modèle de déplacement de brin est le plus communément accepté (Robberson et al., 1972). Dans ce modèle, la 

réplication est initiée par l’origine de réplication OH avec une synthèse du brin H en simple brin. Lorsque le brin 

synthétisé arrive au niveau de l’origine de réplication OL, la réplication démarre dans l’autre sens. Tout d’abord 

le brin H forme une structure tige-boucle, bloquant la liaison de la protéine mtSSB et permettant à la 

polymérase POLRMT d’initier l’amorce ARN puis POLγ prend le relai. La réplication des 2 brins se fait en continu 

mais de façon asymétrique et asynchrone. Lorsque les 2 brins sont synthétisés, une ligase permet de 

circulariser les brins néo-synthétisés. Deux molécules d’ADNmt circulaires sont obtenues à la fin d’un cycle de 

réplication avec pour chaque molécule, un brin néosynthétisé et un brin parental (Falkenberg and Gustafsson, 

2020) (Figure 13). 

 

c) Transcription et traduction 

 

La transcription commence à partir des promoteurs HSP, pour le brin H, et LSP, pour le brin L. Ils produisent 

des ARN précurseurs polycistroniques. Tout le génome mitochondrial est transcrit en trois transcrits primaires, 

2 transcrits pour le brin H et un transcrit unique pour le brin L. La transcription à partir de HSP est initiée à 

partir de 2 sites spécifiques : H1 et H2. H1 est situé en amont du gène ARNtPhe et son produit de transcription 

se termine en 3’ du gène ARNr 16S. H2 se situe proche de l’extrémité 5’ du gène ARNr 12S et produit un 

transcrit polycistronique correspondant à la quasi-totalité du brin H. La fin de la transcription à partir du H1 

dépend de la protéine mTERF (mitochondrial transcription terminaison factor). Cette protéine se lie à la région 

3’ du gène ARNtLeu. La terminaison de la transcription à partir de H2 se situe après la région contrôle, en 

amont du gène tRNAPhe. En revanche le site de terminaison de la transcription du brin L n’a pas été étudié 

(Falkenberg et al., 2007). 

La POLRMT n’a pas la capacité d’interagir seule avec les promoteurs de l’ADN pour initier la transcription mais 

nécessite l’intervention des facteurs TFAM et TFB2M (mitochondrial transcription factor B2). TFAM se lie à 

l’ADNmt entrainant un changement de conformation de l’ADNmt permettant à la POLRMT de se fixer à l’ADNmt 

et d’initier la transcription (Falkenberg et al., 2007). L’étape d’élongation nécessite une coopération entre la 

POLMRT et le facteur TEFM (transcription elongation factor) ((D’Souza and Minczuk, 2018). 

Les transcrits primaires subissent un clivage pour obtenir : les ARNm, ARNt et ARNr. Les transcrits subissent 

ensuite une étape de maturation (D’Souza and Minczuk, 2018). Les ARNm vont être polyadénylés en 3’ (à 

l’exception de MT-ND6).  

 

La traduction des 13 protéines du génome mitochondrial est réalisée directement dans la mitochondrie grâce à 

des mitoribosomes. Ils sont constitués d’une grande sous-unité 39S (mt-LSU) et d’une petite sous-unité 28S 

(mt-SSU). Les ARNr (16S et 12S) et un ARNt sont codés par le génome mitochondrial alors que les autres  
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Figure 14 : Transmission mitochondriale maternelle.  

(D’après (May-Panloup et al., 2021)) 

 

 

Figure 15 : Représentation des haplogroupes mitochondriaux.  

(D’après Mitomap) 
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composants des mitoribosomes sont codés par le génome nucléaire et importés dans la mitochondrie (Sissler 

and Hashem, 2021). La traduction mitochondriale se déroule en 3 étapes : l’initiation, l’élongation et la 

terminaison (Ott et al., 2016). 

 

d) Transmission  

 

La transmission uniparentale maternelle du génome mitochondrial est établie pour tous les mammifères. Seules 

les mitochondries de l’ovocyte persisteront dans l’embryon. Plusieurs mécanismes sont à l’origine du mode de 

transmission.  

• Tout d’abord, du côté des spermatozoïdes, une réduction drastique du nombre de copies d’ADNmt au cours de 

la spermatogenèse est observée. D’une part par l’élimination d’une grande partie du cytoplasme, incluant les 

mitochondries, sous forme de corps résiduels lors de la spermiogenèse et d’une sous-régulation des niveaux de 

protéines TFAM associés à une réduction du nombre de copies d’ADNmt (Rantanen et al., 2001). Chez les 

invertébrés, l’ADNmt paternel est quasiment éliminé dans les spermatozoïdes matures par l’action d’une 

endonucléase mitochondriale endoG (DeLuca and O’Farrell, 2012). 

• Ensuite la transmission uniparentale maternelle pourrait résulter d’une dilution passive lors de la fécondation, 

causée par la disproportion numérique de l’ADNmt des gamètes. En effet, au cours de l’ovogenèse, un 

phénomène de restriction puis d’amplification du contingent mitochondrial ovocytaire s’effectuerait, appelé 

bottleneck ou goulot d’étranglement (Hauswirth and Laipis, 1985) qui conduit à faire de l’ovocyte la cellule la 

plus riche de l’organisme en ADNmt (environ 200 000 copies/ovocyte) (Otten and Smeets, 2015). Ce 

mécanisme conduit en outre à l’obtention d’une population mitochondriale homogène et homoplasmique, qui 

sera transmise à la descendance (Figure 14). 

• Enfin, un mécanisme d’élimination actif des mitochondries paternelles après la fécondation a été proposé. Les 

mitochondries spermatiques seraient ubiquitinylées lors de la spermatogenèse et reconnues par l’ovocyte pour 

une dégradation spécifique suivant différentes voies (mitophagie et un système ubiquitine-protéasome) lors des 

premières étapes embryonnaires (Song et al., 2016; Sutovsky et al., 1999) (cf paragraphe 3.2.2).  

 

e) Haplogroupes mitochondriaux 

 

Le génome mitochondrial présente un taux de mutations très élevé par rapport au génome nucléaire, de l’ordre 

de 10 à 20%. Au cours de l’évolution, certaines mutations se sont fixées définissant différents groupes de 

populations. Ces groupes, ainsi définis par la séquence nucléotidique de leur ADNmt sont appelés haplogroupes 

mitochondriaux (Wallace, 2018) (Figure 15).  

Ces mutations d’haplogroupes sont considérées comme neutres mais elles pourraient constituer des facteurs de 

susceptibilité ou de protection vis-à-vis de diverses pathologies (Wallace, 2018). L’influence des haplogroupes a 

notamment été mise en évidence dans le contexte de l’infertilité, chez la femme (May-Panloup et al., 2014) et 

chez l’homme (Feng et al., 2013). 
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Figure 16 : Symptômes cliniques retrouvés dans les pathologies mitochondriales.  

(D’après (Bris et al., 2018)) 
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f) Pseudogènes 

 

Tout au long de l’évolution, se sont opérés des transferts de segments d’ADNmt vers le noyau des cellules avec 

une intégration au génome nucléaire. Ces portions d’ADN, appelées pseudogènes ou NUMTs (nuclear-encoded 

mitochondrial sequences), seraient non fonctionnelles (Puertas and González-Sánchez, 2020). Les mécanismes 

d’insertion de l’ADNmt dans le génome nucléaire ne sont pas encore complètement compris. Cependant une 

hypothèse est proposée selon laquelle les fragments d’ADNmt seraient insérés dans le noyau lors de la 

réparation des cassures double-brin de l’ADN nucléaire par le mécanisme de jonction des extrémités non 

homologues (NHEJ : Non-Homologous End-Joining) (Marshall and Parson, 2021; Puertas and González-

Sánchez, 2020).  

Grâce aux avancées du séquençage génomique à haut débit, 1090 NUMTs ont pu être répertoriés allant d’une 

taille de 13 à 18 649 pb. Certains pseudogènes ont une taille supérieure à celle de l’ADNmt (Marshall and 

Parson, 2021). Récemment, des Mega-NUMTs ont été identifiés qui correspondent à plusieurs copies du génome 

mitochondrial complet inséré dans l’ADN nucléaire (Balciuniene and Balciunas, 2019; Lutz-Bonengel et al., 

2021).  

Ces pseudogènes rendent l’étude de l’ADNmt complexe. Lors du séquençage de ce dernier il est essentiel de 

s’assurer que les séquences d’ADN analysées ne soient pas des pseudogènes. Il est donc nécessaire de vérifier 

que les couples d’amorces destinés à amplifier l’ADNmt n’amplifient pas parallèlement des pseudogènes. Outre 

l’attention particulière au design des amorces une vérification est possible grâce à des tests d’amplification 

préalables réalisés sur cellules Rho0 (Chandel and Schumacker, 1999) qui sont des cellules déplétées en 

ADNmt. 

 

g) Les pathologies mitochondriales 

 

Les pathologies mitochondriales constituent un groupe de troubles métaboliques complexes et hétérogènes se 

définissant par une anomalie génétique affectant majoritairement le fonctionnement de la chaîne respiratoire 

(Gorman et al., 2016). Elles peuvent découler de mutations portées par l’ADNmt (prévalence chez l’adulte 

estimée à 9.6 cas pour 100 000 individus) mais également l’ADN nucléaire (prévalence chez l’adulte estimée à 

2.9 cas pour 100 000 individus), codant pour des protéines mitochondriales (Gorman et al., 2015). Pour 

l’ADNmt, la mutation peut porter sur un gène codant pour une sous-unité de la chaine respiratoire, pour un 

ARNt et un ARNr. Les mutations de l’ADN nucléaire ciblent des gènes codant pour des protéines importées vers 

les mitochondries et nécessaires à leur bon fonctionnement (protéines des complexes de la chaine respiratoire, 

protéines liées à la fusion-fission, protéines liées à la réplication, transcription de l’ADNmt…). Les dysfonctions 

mitochondriales peuvent avoir comme conséquence de nombreux symptômes cliniques et atteindre tous les 

organes et tissus (Russell et al., 2020). En effet, la production énergétique des organes et tissus dépend du 

fonctionnement de la chaîne respiratoire (Figure 16). Contrairement au génome nucléaire, le génome 

mitochondrial présente plusieurs copies par cellule. Une mutation sur un gène nucléaire est retrouvée soit à 

l’état homozygote (100%), soit à l’état hétérozygote (50%). Cette notion est différente pour l’ADNmt, on parle  
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Figure 17 : Notion d'hétéroplasmie et d'homoplasmie.  

(D’après (Bris et al., 2018)) 

 

 

Figure 18 : Mutations ponctuelles et délétion commune de l'ADNmt.  

(D’après Mitomap) 
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d’homoplasmie et d’hétéroplasmie. L’hétéroplasmie est la coexistence de molécules d’ADN sauvages et mutées 

alors que l’homoplasmie correspond à la présence de la même molécule d’ADNmt dans toutes les cellules (aussi 

bien native que présentant une même mutation). La fréquence d’hétéroplasmie peut donc varier dans une 

cellule de 0.1 à 99.9%. Le phénotype pathologique d’une maladie mitochondriale dépend du seuil 

d’hétéroplasmie, c'est-à-dire du pourcentage d’ADNmt muté. Ce seuil d’hétéroplasmie est généralement établit 

autour de 70% avant que le phénotype clinique ne se manifeste mais ce seuil varie et dépend de la mutation, 

du type cellulaire et même de chaque patient (Russell et al., 2020) (Figure 17). A l’heure actuelle seuls les 

symptômes des maladies mitochondriales sont traités. Le développement de traitements spécifiques est un 

véritable challenge médical (Rahman and Rahman, 2018; Russell et al., 2020). 

 

h) Altérations de l’ADNmt 

 

Les altérations du génome mitochondrial sont répertoriées selon trois grandes catégories, les déplétions, les 

grands réarrangements et les mutations ponctuelles. 

 

• Déplétions de l’ADNmt  

Les déplétions de l’ADNmt sont des anomalies quantitatives caractérisées par une diminution sévère du nombre 

de copies du génome mitochondrial des cellules (Suomalainen and Isohanni, 2010). Ces déplétions sont 

causées par des mutations dans des gènes nucléaires, impliqués dans la maintenance du génome mitochondrial 

ou sa réplication.  

 

• Grands réarrangements 

Les grands réarrangements de l’ADNmt comportent essentiellement les délétions mais également des 

duplications. Chez l’homme, plus de 1300 délétions et 44 duplications sont décrites selon la base de données 

Mitobreak (http://mitobreak.portugene.com). 

Il existe deux types de délétions, les simples et les multiples. Les délétions simples sont d’origine sporadique et 

présentent une grande variabilité de taille et de localisation. La plus commune des délétions est celle de 4977 

pb, localisée entre les gènes MT-ATP8 et MT-ND5 (Figure 18). Les délétions multiples correspondent à la 

présence de plusieurs délétions de taille différente chez le même individu. Ces délétions multiples résultent 

d’anomalies des gènes nucléaires et ont une transmission mendélienne. Elles sont issues, soit d’un défaut de 

maintenance, soit d’un défaut du au processus de réplication du génome mitochondrial. Elles peuvent 

également être associées au vieillissement. 

Une molécule d’ADNmt possédant une duplication est plus grande que l’ADNmt normal puisqu’elle possède une 

région dupliquée en tandem (Damas, Carneiro, et al., 2014). La pathogénicité des duplications n’a pas été 

démontrée mais pourrait être à l’origine de protéines aberrantes dues à la fusion de gènes, ou perturber la 

transcription des ARNt (Damas, Samuels, et al., 2014). 

http://mitobreak.portugene.com/


 

BOGUENET Magalie | L’altération de l’ADN mitochondrial dans l’infertilité masculine 31 

 

Figure 19 : Formation des délétions. 

(D’après (Nissanka et al., 2019)). 
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Récemment, un nouveau type de délétion a été proposé dans un outil bioinformatique MitoSAlt (Mitochondrial 

Structural Alterations) pour l’identification, la quantification et la visualisation des délétions de l’ADNmt. Ils ont 

reclassé les délétions emportant une ou les deux origines de réplication sous le terme « duplications ». Ces 

molécules d’ADNmt ont été considérées comme étant incapables de se répliquer et ont été différenciées des 

autres délétions (Basu et al., 2020). 

 

Les mécanismes de formation des délétions de l’ADNmt sont complexes et ne sont pas encore complètement 

connus (Falkenberg and Gustafsson, 2020). Plusieurs hypothèses ont été proposées, la formation des délétions 

serait liée à des erreurs de réplication de l’ADNmt ou aux cassures double-brin (Krishnan et al., 2008; Nissanka 

et al., 2019). Plus récemment, l’équipe de Persson propose l’implication d’une recombinaison par choix de copie 

pendant la réplication du brin L de l’ADNmt (Persson et al., 2019) (Figure 19). 

 

Environ 68% des délétions se produisent dans une partie du génome flanquée de courtes séquences directes 

répétées parfaites (classe I). Ces régions répétées joueraient un rôle dans la formation des délétions (Damas, 

Carneiro, et al., 2014). La délétion commune en fait partie avec une séquence directe répétée de 13 

nucléotides. Douze pourcent des délétions sont flanquées par des répétitions imparfaites (classe II) et 20% des 

délétions ne possèdent pas de répétitions (classe III). Les erreurs de réplication aboutiraient à des délétions de 

classe I et II et les erreurs de réparation de l’ADNmt causeraient les délétions de classe II et III (Chen et al., 

2011).  

 

• Mutations ponctuelles 

Les mutations ponctuelles peuvent être présentes dans tous les gènes de l’ADNmt : gènes codant pour les 

protéines de la chaîne respiratoire, les ARNt et ARNr.  

Toutes les mutations de l’ADNmt ne sont pas pathogènes mais peuvent résulter de variations nucléotidiques 

entre individus ou populations. 

Aujourd’hui, plusieurs mutations ponctuelles pathogènes ont été confirmées et répertoriées dans Mitomap  

(https://www.mitomap.org), 43 dans les gènes codant pour des sous-unités protéiques de la chaîne 

respiratoire ; 50 dans les ARNt et 2 dans les ARNr. Les mutations ponctuelles ont une transmission maternelle. 

Dans ces mutations pathogènes nous retrouvons des pathologies comme MELAS (Mitochondrial Encephalopathy 

Lactic Acidosis Stroke-like episodes), LHON (Leber Hereditary Optic Neuropathy), NARP (neurogenic muscle 

weakness, ataxia, and retinitis pigmentosa), MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red Fibers) et DEAF 

(deafness, sensorineural hearing loss) (Figure 18) (Wallace, 2018). 

 

https://www.mitomap.org/
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Figure 20 : Formation de l'hélice mitochondriale au cours de la spermiogenèse chez la souris.  

Les quatre couleurs représentent chacune une mitochondrie. Echelle : 1 µm. p : proximal ; d: distal. (Adaptée 

de (Ho and Wey, 2007)) 
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3.2. Rôle des mitochondries dans l’infertilité masculine 
 

3.2.1. Mitochondrie et spermatogenèse 

 

a) Morphologie mitochondriale lors de la spermatogenèse  

 

Au cours de la spermatogenèse, la morphologie des mitochondries des cellules germinales évolue. Dans les 

spermatogonies et les spermatocytes jusqu’au stade leptotène les mitochondries sont de type classique ou 

« orthodoxe » c'est-à-dire qu’elles ont une morphologie équivalente à celle de la plupart des cellules 

somatiques. Elles évoluent ensuite vers un type « intermédiaire » dans les spermatocytes primaires, puis 

« condensé » dans les spermatocytes secondaires. Pendant cette phase les crêtes disparaissent 

progressivement par l’élongation et dilatation de l’espace inter-membranaire et condensation de la matrice 

mitochondriale. Enfin, les mitochondries se décondensent pour revenir à un stade intermédiaire dans les 

spermatides et spermatozoïdes (De Martino et al., 1979; Meinhardt et al., 1999; Ramalho-Santos et al., 2009). 

Lors de la spermiogenèse, se déroulent les processus de différenciation incluant la formation du flagelle. Les 

mitochondries présentes dans le cytoplasme vont soit former la gaine mitochondriale située dans la pièce 

intermédiaire du flagelle, soit être éliminées avec la majeure partie du cytoplasme dans la gouttelette 

cytoplasmique. Le mécanisme de cette ségrégation mitochondriale est inconnu, et en particulier son caractère 

sélectif ou aléatoire reste débattu (Varuzhanyan and Chan, 2020). 

 

L’organisation des mitochondries en hélice mitochondriale est décrite en quatre stades par Otani (Otani et al., 

1988) qui ont été précisés par Ho and Wey (Ho and Wey, 2007) chez la souris. Les 4 étapes sont décrites 

comme suit (Figure 20) : 

• 1ère étape : les mitochondries sphériques s’agencent autour des fibres denses pour former 4 rangées 

longitudinales. 

• 2ème étape : les mitochondries changent de morphologie et prennent une forme de croissant. Elles se 

disposent en cercle par paire, et les cercles successifs s’intercalent constituant ainsi 4 rangées imbriquées.   

• 3ème étape : Les mitochondries continuent de s’allonger. Les rangées opposées de mitochondries entrent en 

contact pour former une double hélice. 

• 4ème étape : Les mitochondries en contact au niveau de leurs extrémités s’allongent pour prendre leur 

conformation finale. 

Les mécanismes moléculaires associés à ces transformations sont encore mal identifiés.  

 

Au final, dans le spermatozoïde humain mature, les mitochondries forment une hélice (spirale) de 10 à 12 

spires (Fawcett, 1970) avec deux mitochondries par spire. 
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Figure 21 : Morphologie mitochondriale et besoins énergétiques lors de la spermatogenèse. 

BHT : Barrière Hémato Testiculaire ; PI : Pièce Intermédiaire ; PP : Pièce Principale (D’après (De Martino et al., 

1979; Meinhardt et al., 1999; Ramalho-Santos et al., 2009; Varuzhanyan and Chan, 2020). 
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b) Rôle énergétique des mitochondries lors de la spermatogenèse  

 

Les mitochondries connaissent de nombreux changements morphologiques au cours de la spermatogenèse. Ces 

changements seraient liés aux besoins énergétiques des cellules germinales. Les cellules germinales n’ont pas 

accès aux mêmes substrats énergétiques en fonction de leur stade évolutif, notamment en raison des jonctions 

serrées que forment les cellules de Sertoli qui délimitent la BHT. Cette BHT détermine deux compartiments. Le 

compartiment basal est en lien avec le tissu interstitiel et donc le système vasculaire, contrairement au 

compartiment adluminal, situé après la BHT (Stanton, 2016). Les spermatogonies et les spermatocytes jusqu’au 

stade leptotène sont situés dans le compartiment basal avec un accès au glucose sanguin qu’ils utilisent pour la 

glycolyse. Les spermatocytes et spermatides dépendent en revanche des cellules de Sertoli pour leur production 

énergétique. Les cellules de Sertoli absorbent le glucose et le transforment en pyruvate par la glycolyse. Ce 

pyruvate peut être transformé en lactate par la pyruvate déshydrogénase (PDH). Le lactate et le pyruvate 

peuvent ensuite être transportés aux cellules germinales par un transporteur monocarboxylate. Cependant le 

transport du lactate et son utilisation par les cellules germinales est privilégiée au pyruvate (Rato et al., 2012). 

Puis le lactate est de nouveau transformé en pyruvate par la lactate déshydrogénase (LDH). Ce pyruvate 

alimente le cycle de Krebs puis les cofacteurs réduits produits serviront pour l’OXPHOS (Varuzhanyan and Chan, 

2020) (Figure 21). 

 

c) Rôle de la dynamique mitochondriale lors de la spermatogenèse 

 

Le rôle de la dynamique mitochondriale au cours de la spermatogenèse chez l’homme reste en fait mal évalué. 

Mais, la structure mitochondriale contrainte en hélice semble en contradiction avec la dynamique du réseau 

mitochondrial essentielle au fonctionnement des autres cellules de l’organisme.  

Pourtant chez la souris, le mutant Mfn1 et les doubles mutants Mfn1 et Mfn2 conduisent à un phénotype 

d’infertilité sans production de spermatozoïdes. Ces résultats suggèrent l’importance des mécanismes de fusion 

mitochondriale lors de la spermatogenèse et plus précisément au cours de la méiose (Varuzhanyan et al., 2019; 

Zhang et al., 2016). Par ailleurs, au sein des cellules germinales post méiotiques (spermatides), une 

fragmentation mitochondriale médiée par les protéines de fission Fis1 et Mff permettrait de générer de petites 

mitochondries autorisant la formation de la gaine mitochondriale du spermatozoïde murin (Varuzhanyan, Chen, 

et al., 2021; Varuzhanyan, Ladinsky, et al., 2021). 

 

3.2.2. Mitochondrie spermatique et infertilité 

 

Le rôle des mitochondries dans les spermatozoïdes et l’infertilité masculine a fait l’objet d’une étude 

bibliographique sous forme de revue publiée dans le journal Human Reproduction Update en 2021, présentée 

ci-dessous. 
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Introduction : La fonction la plus connue du spermatozoïde est de féconder un ovocyte et de transmettre son 

génome paternel à la descendance. Cette cellule extrêmement spécialisée présente une organisation singulière 

comprenant les éléments strictement nécessaires à la réalisation des différentes étapes de la fécondation et au 

développement embryonnaire. Un spermatozoïde mature est composé d’une tête, d’un col et d’un flagelle qui 

permet la mobilité et contient une pièce intermédiaire incluant un manchon mitochondrial. La mitochondrie est 

l’élément central de la production d’énergie cellulaire mais elle intervient dans de nombreuses autres fonctions. 

Si l’importance des mitochondries pour le fonctionnement du  spermatozoïde est avérée, leur rôle exact et leur 

fonctionnement semblent complexes et font l’objet d’une littérature dense et parfois contradictoire. Cette 

organelle, n’est en outre qu’indirectement impliquée dans l’hérédité cytoplasmique puisque leur ADN, l’ADN 

mitochondrial paternel, n’est pas transmis à la descendance.  

 

Objectif : Notre travail avait pour objectif de faire la synthèse de la littérature disponible sur les mitochondries 

dans les spermatozoïdes, en particulier chez l’Homme, avec la perspective de mieux comprendre les anomalies 

mitochondriales pouvant être impliquées dans l’infertilité masculine. 

 

Matériels et méthodes : PubMed a été utilisé pour rechercher dans la base de données MEDLINE des articles 

originaux et des revues évaluées par des pairs concernant les spermatozoïdes et les mitochondries, dans 

l'espèce humaine. Les recherches ont été effectuées à l'aide de mots-clés appartenant à trois groupes : 

"mitochondrie" ou "ADN mitochondrial" ; "spermatozoïde" ou "sperme" ; et "espèces réactives de l'oxygène" ou 

"calcium" ou "apoptose" ou "voies de signalisation". Ces mots-clés ont été combinés à d'autres expressions de 

recherche pertinentes pour le sujet. Les références de ces articles ont été utilisées pour obtenir des articles 

supplémentaires. 

 

Résultats : Les mitochondries sont au centre du métabolisme du spermatozoïde et sont impliquées dans la 

production énergétique, l’équilibre redox, la régulation calcique, ainsi que dans les voies apoptotiques, toutes 

ces fonctions étant nécessaires au mouvement flagellaire, à la capacitation, à la réaction acrosomique et à la 

fusion gamétique. Dans de nombreux cas, l’altération de ces différentes fonctions a pu être reliée à une atteinte 

des paramètres spermatiques et/ou de la fertilité. Le lien entre génome mitochondrial et qualité spermatique 

semble plus complexe. Si la quantité d’ADNmt dans les spermatozoïdes est inversement corrélée à la qualité 

spermatique, tout comme la présence de larges délétions dans cet ADN, l’effet des mutations semble plus 

hétérogène, notamment en fonction de leur pathogénicité. 

 

Discussion : L’importance du rôle de la mitochondrie dans la reproduction, et particulièrement la qualité 

gamétique, a émergé ces dernières années avec nombre de publications sur le sujet. La compréhension de 

l’infertilité masculine revêt un intérêt particulier dans le contexte actuel où est décrite une détérioration 

significative de la qualité spermatique. 

 

Mots-clés : Infertilité masculine, Mitochondrie, ADN mitochondrial, Fonction mitochondriale, 

Oligoasthénotératozoospermie, Spermatozoïde 
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Objectifs de la thèse 

 

Ce travail a été réalisé sur un ensemble d’échantillons biologiques inclus dans la biocollection « fertilité » du 

laboratoire de Biologie de la reproduction du CHU d’Angers. Les échantillons d’intérêt ont été collectés chez des 

patients, pris en charge en AMP dans le centre, ayant accepté de participer à cette biocollection et caractérisés, 

soit par des altérations marquées des paramètres spermatiques (Oligo-Asthénozoospermique (OA) sévères) soit 

par des paramètres spermatiques normaux. Ces échantillons d’intérêt ont été préparés à partir de l’éjaculat 

réalisé par les patients le jour de leur tentative d’AMP. Il s’agit de spermatozoïdes d’une part, et du liquide 

séminal d’autre part. 

 

La première partie du travail porte sur l’étude de l’ADNmt des spermatozoïdes. L’objectif principal de ce projet 

est d’étudier parallèlement la quantité et la qualité de l’ADNmt dans les spermatozoïdes de patients OA sévères 

par rapport à des patients présentant un spermogramme normal. 

Une quantité plus élevée du nombre de copies de l’ADNmt dans les spermatozoïdes de patients infertiles a déjà 

été mise en évidence dans l’équipe en utilisant une technique de PCR quantitative. Nous avons voulu vérifier ce 

résultat en utilisant une nouvelle technique de PCR plus performante: la PCR digitale. 

L’étude exhaustive de la séquence de l’ADNmt des spermatozoïdes n’a jamais été réalisée. Il nous a semblé 

intéressant de mettre au point la technique de séquençage NGS (Next-Generation Sequencing) afin d’identifier 

les grands réarrangements et les mutations ponctuelles de l’ADNmt présents dans les spermatozoïdes 

d’hommes, présentant ou non une altération de leurs paramètres spermatiques. 

Il nous semblait notamment intéressant de mettre en relation l’augmentation du nombre de copies d’ADNmt 

des spermatozoïdes de patients infertiles avec une possible altération de la qualité de cet ADNmt. Outre l’intérêt 

physiopathologique, dans la perspective d’une AMP, l’utilisation de spermatozoïdes riches en ADNmt (pouvant 

déséquilibrer les mécanismes de transmission uniparentale maternelle de ce génome) s’avérerait problématique 

si ce dernier était montré comme plus fréquemment altéré. 

 

La seconde partie de ce travail porte sur l’identification des métabolites présents dans le liquide séminal (LS) 

des patients de la cohorte grâce à une nouvelle technologie « omique » : la métabolomique. Cette étude a pour 

objectif de mettre au point une approche standardisée de métabolomique ciblée et quantitative utilisant la 

chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse en tandem, avec le kit 

Biocrates Absolute IDQ p180. Le liquide séminal est le reflet de l’environnement du spermatozoïde et de leurs 

interactions. Ces interactions sont particulièrement importantes puisqu’elles permettent au spermatozoïde 

d’acquérir progressivement son pouvoir fécondant. L’identification des constituants du LS est une voie vers une 

meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans l’acquisition de la « compétence spermatique » mais 

aussi dans la survenue de l’infertilité, avec en outre, la perspective de pouvoir caractériser de nouveaux 

biomarqueurs. 
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Matériels et méthodes 

1. Cohorte de patients 

 

1.1. Inclusion des patients à l’étude 
 

La biocollection sur laquelle s’appuie notre étude a été approuvée par le comité d’éthique du CHU d’Angers 

(Number DC-2014-2224 et AC-2016-2799). 

L’étude porte sur le sperme de 44 patients : 

• 24 patients contrôles présentant un spermogramme normal avec des valeurs conforment à celle de l’OMS 

(World Health Organization, 2010), soit une numération supérieure à 15 millions/mL ou 39 millions dans 

l’éjaculat, une mobilité progressive supérieure à 32% et une morphologie typique supérieure à 23% 

(classification de David modifiée) ou 4% (classification de Kruger). Les patients sont pris en charge en IIU ou 

FIV classique dans le cadre d’une infertilité d’origine féminine. 

 

• 20 patients infertiles présentant une oligo-asthénospermie sévère (OA) avec des valeurs inférieures à celles 

de l’OMS (World Health Organization, 2010) et dont le TMSC (Total Motile Sperm Count) (volume du sperme * 

nombre de spermatozoïdes * mobilité progressive) /100 est inférieur ou égal à 5 M selon la publication 

d’Hamilton en 2015 (Hamilton et al., 2015). Les patients sont uniquement pris en charge en ICSI pour infertilité 

masculine. 

 

1.2. Préparation des échantillons 
 

Le recueil du sperme a été effectué le jour de la tentative d’insémination intra-utérine, de FIV ou de FIV avec 

ICSI. L’ensemble des patients avait un délai d’abstinence compris entre 3 et 5 jours. Après liquéfaction, le 

sperme a été analysé (numération et mobilité). Une fois la technique d’AMP réalisée, un millilitre du reliquat de 

sperme a été récupéré et traité pour l’étude. Le sperme a été déposé sur un gradient de densité (Puresperm 

(Nidacon, Gothenburg, Sweden) / FertiCult IVF Medium (FertiPro, Beernem, Belgique)) de deux phases (40 et 

90%) et centrifugé à 300 g pendant 20 minutes. Les spermatozoïdes les plus denses se retrouvent dans la 

couche 90%, tandis que les spermatozoïdes les moins intègres restent dans la couche 40%.  

Le liquide séminal resté sur le gradient après centrifugation a été isolé, centrifugé à 10000 g pendant 5 minutes 

(afin d’éliminer les débris cellulaires), puis congelé à -80°C. Ce liquide séminal était destiné à l’étude 

métabolomique. 

Les phases 90 et 40% ont été récupérées individuellement dans 2.5 ml de solution de lavage FertiCult IVF 

Medium (FertiPro, Beernem, Belgique) et centrifugées à 600 g pendant 10 minutes. Le culot de spermatozoïdes 

a été asséché, puis 250 µl de FertiCult IVF Medium (FertiPro, Beernem, Belgique) ont été ajoutés délicatement 

sur ce culot afin de réaliser pendant 2 heures une migration ascendante permettant d’isoler les spermatozoïdes  
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Figure 22 : Préparation du sperme. 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Comparaison de la PCR quantitative et de la PCR digitale.  

(Adaptée de (Perez-Toralla et al., 2015)). 
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des cellules rondes et des débris cellulaires. Les deux échantillons de spermatozoïdes issus des phases 40 et 

90% ont été congelés à -80°C dans l’attente de l’extraction d’ADN destiné à l’étude de l’ADNmt (Figure 22). 

 

2. Etude de l’ADNmt 

 

2.1. Extraction de l’ADN total des spermatozoïdes 

 

A partir de l’ADN extrait des spermatozoïdes nous avons d’une part quantifié l’ADNmt par PCR digitale et d’autre 

part réalisé le séquençage haut débit de cet ADNmt. L’extraction a été faite à l’aide du kit NucleoSpin® Tissue 

(Macherey-Nagel®, Hoerdt, France) suivant les recommandations du fournisseur. La lyse des spermatozoïdes 

permet de libérer l’ADN. Cette lyse est possible grâce à l’action de 200 µl de la solution Lysis Buffer B3, de 25 µl 

de protéinase K, ainsi que 10 µl de dithiothreitol (1 M). L’ajout supplémentaire de dithiothreitol a été nécessaire 

pour casser les ponts disulfures de la capsule mitochondriale du spermatozoïde (Sutovsky et al., 1997; Ursini et 

al., 1999). Les échantillons sont incubés au bain-marie à 70°C pendant 15 minutes avant l’ajout de 210 µl 

d’éthanol absolu pour précipiter l’ADN. La totalité de l’échantillon est placé sur une colonne avec une membrane 

de silice. Une centrifugation d’une minute à 11 000 g est réalisée afin que l’ADN se lie à la membrane de silice. 

Deux lavages de la colonne sont effectués, avec entre chaque une centrifugation d’une minute à 11 000 g. Le 

premier lavage est réalisé avec 500 µl de la solution BW et le second avec 600 µl de la solution B5. Après 

chaque lavage le contenu du réceptacle est jeté. Une dernière centrifugation est nécessaire afin d’évacuer tout 

le liquide de la membrane. L’ADN a été élué dans 60 µl de la solution d’élution préalablement chauffé à 70°C. 

Après centrifugation d’une minute à 11 000 g l’ADN n’est plus lié à la membrane de silice mais est retrouvé 

dans la solution d’élution. Cet ADN a été dosé au Qubit® 2.0 Fluorometer en utilisant le kit Qubit® dsDNA HS 

Assay Kit (Thermo Fischer technologies). 

 

2.2. PCR digitale 

 

L’ADNmt a été quantifié par une nouvelle technique, hautement sensible et précise : la PCR digitale (dPCR). Elle 

permet une meilleure détection des copies de l’ADNmt que la PCR quantitative classique (qPCR). De plus, elle 

permet une quantification absolue (nombre de copies d’ADNmt/spermatozoïde) (Figure 23). 

 

La dPCR a été réalisée selon le protocole du fournisseur (QuantStudio 3D digitale, Applied Biosystems). Le gène 

MT-ND1 a été utilisé pour quantifier le nombre de copies d’ADNmt et le gène BAX pour quantifier le nombre de 

copies du génome nucléaire (correspondant au nombre de spermatozoïdes) (Table 5). Le ratio génome 

mitochondrial sur génome nucléaire permet d’obtenir un nombre de copies d’ADNmt par spermatozoïde. Le 

couple d’amorces pour le gène MT-ND1 a été testé sur de l’ADN de cellules dépourvues d’ADNmt (cellules Rho0) 

afin de vérifier l’absence d’amplification de pseudogènes par ces amorces. Tous les échantillons ainsi que les  
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 Table 5 : Amorces et sondes pour la dPCR. 

Gènes Amorces Sonde 

MT-ND1 

F : 5’ CCCTAAAACCCGCCACATCT 3’ 

R : 5’ GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT 3’  

Produit de séquence : 69 pb 

/5’-FAM/CCATCACCC/ZEN/TCTACATCACCGCCC/3IABkFQ 

Fluorochrome FAM : 

Longueur d’onde d’excitation : 495 nm 

Longueur d’onde d’émission: 520 nm 

BAX 

F : 5’ TTCATCCAGGATCGAGCAGG 3’  

R : 5’ TGAGACACTCGCTCAGCTTC 3’  

Produit de séquence : 103 pb 

/5’HEX/CCCGAGCTG/ZEN/GCCCTGGACCCGGT/3IABkFQ/ 

Fluorochrome HEX : 

Longueur d’onde d’excitation : 530 nm 

Longueur d’onde d’émission: 555 nm 

 

 

Table 6 : Amorces pour l'amplification de l'ADNmt. 

 Amorces Produit de séquence 

Amplicon 1 
F : 5’ CCTAGCCCACTTCTTACCACA 3’ 

R : 5’ GGTGAACTCACTGGAACGGG 3’ 
8397 pb 

Amplicon 2 
F : 5’ CAGGGTTGGTCAATTTCGT 3’  

R : 5’ GCTTGGATTAAGGCGACAG 3’ 
8289 pb 
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contrôles positifs (produits de PCR pour les deux gènes d’intérêt d’ADN de fibroblastes humain) et un contrôle 

négatif (H2O) ont été effectués en duplicat. 

 

Brièvement, le volume final à déposer sur une puce est de 14.5 µl répartis comme suit : 1 X QuantStudio 3D 

digital PCR Mastermix v2 (Applied Biosystems), 10.6 nM de chaque amorce, 2.3 nM de sonde et d’ADN (2 µl 

ND1; 6.75 µl BAX). Chaque échantillon a été déposé sur une puce (QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip v2) à 

l’aide de l’appareil QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip Loader (Applied Biosystems). Ensuite les puces ont été 

placées dans un thermocycleur (ProFlex™ 2x Flat PCR System (Applied Biosystems) selon le programme : 10 

minutes à 96°C suivi de 39 cycles (2 minutes à 60°C; 30 secondes à 98°C; 2 minutes à 60°C) et 25°C à l’infini.  

Les puces ont été lues à l’aide de l’appareil 3D Digital PCR Apparatus (Applied Biosystems) et analysées avec le 

logiciel en ligne QuantStudio3D (v.3.1.6-PRC-build18). 

 

2.3. Séquençage haut débit (NGS) 

 

2.3.1. Amplification de l’ADNmt 

 

Pour réaliser le séquençage haut débit de l’ADNmt des spermatozoïdes nous avons utilisé la technologie Ion 

Torrent®. Après extraction de l’ADN des échantillons nous obtenons l’ADN total, nucléaire et mitochondrial. Il 

est d’abord nécessaire de surreprésenter l’ADNmt en l’amplifiant spécifiquement. Pour cela il est possible de 

réaliser des amplifications par PCR longues distances (Long-Range PCR) avec un couple d’amorces amplifiant la 

totalité du génome mitochondrial en une seule fois ou deux couples d’amorces amplifiant deux longs fragments 

chevauchants ou plus.  

 

Le génome mitochondrial des spermatozoïdes a tout d’abord été amplifié en deux longs fragments de 8397 pb 

et 8289 pb. Les deux couples d’amorces sont localisées dans les gènes MT-RNR1 et MT-ATP6 et ont été testés 

sur de l’ADN de cellules Rho0 (Table 6). Les longues PCR ont été réalisées avec LA Taq polymérase (Takara Bio 

Europe SAS, Saint-Germain-en-Laye, France). Chaque réaction a été effectuée dans un volume final de 50 

µl comme suit : 1 X de Buffer, 0.4 mM de dNTP, 0.4 mM de chaque amorce, 2.5 unités de Taq et 5 µl d’ADN. Le 

programme d’amplification a été réalisé comme suit : 1 minute à 94°C suivi de 35 cycles (10 secondes à 98°C ; 

15 minutes à 68°C ; 3 minutes à 72°C) et 10 minutes à 72°C. Les produits de PCR ont été visualisés sur gel 

d’agarose (1%) par électrophorèse avant d’avoir été purifiés et quantifiés au Qubit® 2.0 Fluorometer en 

utilisant le kit Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

 

2.3.2. Construction d’une librairie 

 

La construction d’une libraire de séquençage permet d’amplifier des fragments d’une taille spécifique pour 

l’utilisation du séquenceur qui ont été fragmentés et associés à des adaptateurs spécifiques. 
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Figure 24 : Etapes du séquençage. 
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Pour chaque échantillon, 150 ng du produit d’amplification de chacun des deux longs fragments ont été poolés. 

La librairie a été réalisée avec le kit Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA) selon les recommandations du fournisseur. La première étape permet de fragmenter de façon 

enzymatique l’ADN. Ensuite les extrémités des fragments d’ADN sont liés à un adaptateur Ion Xpress™ P1 d’un 

côté et un barcode Ion Xpress™ de l’autre. Un barcode est spécifique d’un échantillon et permet par la suite 

l’identification des échantillons. Les fragments d’une taille de 200 pb sont sélectionnés par électrophorèse par le 

système E-gel Sizeselect (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La librairie finale est ensuite amplifiée 

avec Platinum® PCR SuperMix High Fidelity (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Toutes les 

purifications ont été réalisées avec des billes magnétiques Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Brea, 

CA, USA).  

 

2.3.3. PCR en émulsion et séquençage 

 

La PCR émulsion permet l’amplification clonale des fragments d’ADN sur des billes qui seront réparties sur une 

puce semi conductrice composée de micro-puits contenant les réactifs de séquençage (taq polymérase et 

dNTPs). Le principe du séquenceur est de détecter de faibles variations de pH générées par l’expulsion d’un 

proton quand un nucléotide est incorporé au fragment d’ADN à synthétiser. La variation de pH va être traduite 

en signal électrique détecté par le séquenceur. Ensuite l’analyse des données consiste à transformer le signal 

électrique en séquence d’ADN. Les séquences de chaque fragment obtenues sont alignées sur le génome de 

référence mitochondrial (NC_012920.1) afin de reconstituer le génome mitochondrial dans son ensemble. 

 

Une dilution à 100 pM a été réalisée avant de rassembler les échantillons et de les placer dans l’automate Ion 

Chef (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pour une PCR émulsion. Les échantillons ont ensuite été 

séquencés en utilisant une plateforme de séquençage à haut débit Ion Torrent S5-XL (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) sur une puce 540 (contenance en données : 60-80 millions de reads). Sur chaque puce un 

contrôle positif (ADN issu de fibroblastes humain) et un contrôle négatif contenant de l’eau ont été séquencés 

(Figure 24). 

 

2.3.4. Traitement bio-informatique 

 

L’objectif de l’analyse bio-informatique est de rechercher les variations entre le génome de référence et les 

échantillons. L’étude des variations de l’ADNmt repose sur l’analyse des variants (SNP, petites Indels (insertion-

délétion) et des grands réarrangements. 

 

•Recherche de variants ponctuels et petites Indels  

La première étape consiste à identification des variants, l’étape de « calling ». Ensuite vient l’étape d’annotation 

des variants, c’est à dire localiser leur position génomique et prédire leur impact fonctionnel. Puis la priorisation 

correspond au tri des variants afin de faire ressortir des variants possiblement impliqués dans la pathologie  
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Figure 25 : Fonctionnement de l'outil eKLIpse. 

(Adaptée de (Bris, 2017). 

  



 

BOGUENET Magalie | L’altération de l’ADN mitochondrial dans l’infertilité masculine 74 

recherchée. Cette dernière étape est cependant difficile du aux manques de bases de données spécifiques de 

l’ADNmt et des outils dédiés uniquement au génome mitochondrial. 

Un pipeline bioinformatique du laboratoire « Niourk » réalise ces trois étapes. Nous obtenons un fichier excel 

avec tous les variants identifiés par échantillon. De ces données commence un travail d’expertise biologique. 

L’application de filtres permet de trier et prioriser les variants et déterminer ceux en lien avec l’échantillon 

d’intérêt. 

 

•Recherche de grands réarrangements 

L’outil eKLIpse a été développé au laboratoire pour prédire la présence de délétions au sein du génome 

mitochondrial (Goudenège et al., 2019). Cet outil est basé sur l’analyse du soft-clipping qui consiste à rogner 

les extrémités des reads qui ne s’alignent pas sur la référence. L’outil eKLIpse va utiliser ces extrémités rognées 

pour prédire la présence de délétion. Tout d’abord l’outil va récupérer toutes les séquences soft-clippées afin 

d’identifier des pics de soft-clipping. Ensuite ces séquences sont récupérées sous un format fasta et blastées sur 

le génome de référence pour identifier les possible liens entre deux pics de soft-clipping. Si un lien existe entre 

les deux, la présence d’une délétion est prédite (Figure 25). In fine les résultats analysés par l’outil eKLIpse 

sont représentées sous la forme d’un circos correspondant à l’ADNmt avec la présence les pics de soft-clipping, 

des délétions et leur pourcentage cumulé et la profondeur de la couverture (Figure 26). L’outil reporte 

également dans un fichier excel tous les grands réarrangements avec leurs positions exactes, la fréquence et la 

classification des délétions. 

 

Dans le cadre du séquençage de l’ADNmt des spermatozoïdes, les variants ont été filtrés selon plusieurs 

critères. Tout d’abord nous n’avons pris en compte que les variants de haute confiance, les variants détectés 

par au moins quatre callers sur six (Torrent Suite Variant Caller, GATK [PMID:20644199], VarScan 

[PMID:25553206], SNVer [PMID:21813454], LoFreq [PMID:23066108] et  Platypus [PMID:25017105]). Pour 

filtrer les artefacts de séquençage récurrents, nous avons utilisé notre propre base de données de variants 

d’ADNmt (CHU d’Angers) comprenant plus de 5000 échantillons et nous n’avons conservé que les variants 

trouvés dans moins de 20% de nos runs. Les variants d’haplogroupe et les variants synonymes ont également 

été filtrés. Enfin tous les variants annotés comme polymorphisme dans la base de données Mitomap 

(http://www.mitomap.org) ont été exclus.  

L'outil eKLIPse a été utilisé pour étudier les grands réarrangements de l'ADNmt (Goudenège et al., 2019). Nous 

avons exclu la région des amorces pour l'analyse pour éviter les artefacts (positions 725-870 ; 8898-8918 et 

9140-9158) (analyse de 98,9 % du génome mitochondrial). Nous avons conservé les paramètres recommandés 

par défaut de Ion Torrent mais le downsampling a été désactivé.  

 

2.3.5. Isolement de l’ADNmt circulaire 

 

Afin de dégrader l’ADN linéaire et ne garder que l’ADNmt circulaire, 1 µg d’ADN total extrait de 4 patients du 

groupe contrôle a été traité avec 10 unités d’exonucléase ATP-dépendant (Plasmid-Safe ATP-dependent DNase 

kit, Epicentre, USA) dans un mix contenant : 1 X de PlasmidSafe Buffer, 1 mM d’ATP, et incubé 12 heures à  

http://www.mitomap.org/
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Figure 26 : Représentation d'un échantillon suite à l'analyse d'eKLIpse. 

 

 

 

Figure 27 : Etude métabolomique du liquide séminal. 
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37°C. Ensuite l’ADNmt circulaire a été purifié à l’aide des billes magnétiques Agencourt® AMPure® XP 

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Les échantillons ont été amplifiés et séquencés comme décrit 

précédemment. 

 

3. Etude métabolomique du liquide séminal 

 

3.1. Stratégie de l’étude 

 

Les études métabolomiques sont possibles sous deux approches différentes : soit une analyse non ciblée, elle 

représente une approche globale afin d’obtenir une liste de métabolites la plus exhaustive possible de 

l’échantillon d’intérêt, soit une analyse ciblée, elle permet de détecter et quantifier des métabolites déterminés 

préalablement. Ensuite suivant l’approche la plus adaptée aux échantillons et à l’hypothèse posée, différentes 

techniques expérimentales sont choisies pour déterminer les métabolites d’un échantillon. La spectroscopie de 

résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (MS) sont les deux techniques le plus 

souvent utilisées. 

Dans le but d’obtenir des résultats d’une grande sensibilité, il est nécessaire d’établir en amont de l’étude un 

workflow afin de maitriser et minimiser les sources de variabilité et d’erreur de chaque étape. Celui-ci définit la 

problématique, le choix de la matrice, la stratégie de l’étude (nombre d’échantillon, conditions de collecte et de 

stockage, type d’approche), la préparation des échantillons, l’acquisition et le traitement des données, l’analyse 

statistique et l’interprétation biologique (Figure 27). 

 

3.2. Kit biocrates 

 

Une approche métabolomique ciblée et quantitative a été réalisée avec le kit Biocrates® Absolute IDQ p180 

(Biocrates Life sciences AG). Ce dernier a été utilisé sur un spectromètre de masse, le QTRAP 5500, SCIEX, et a 

permis de quantifier ou semi-quantifier jusqu'à 188 molécules endogènes différentes : carnitine libre (C0), 39 

acylcarnitines (C), la somme des hexoses (H1), 21 acides aminés, 21 amines biogènes et 105 lipides. Dans ce 

kit, les lipides ont été répartis en quatre classes différentes : 14 lysophosphatidylcholines (lysoPC), 38 

diacylphosphatidylcholines (PCaa), 38 acyl-alkyl-phosphatidylcholines (PCae), et 15 sphingomyélines (SM).  

Après décongélation, chaque échantillon de liquide séminal a été mélangé par vortex et centrifugé à 4°C 

pendant 5 minutes à 5000 g. Dix microlitres de chaque échantillon ont ensuite été déposés sur la plaque à 96 

puits du kit pour l’extraction en phase solide et traités selon les recommandations du fournisseur. Par la suite, 

les acides aminés et des amines biogènes ont été dérivés pour la quantification. Les extraits ont finalement été 

repris dans la phase mobile avant l'analyse FIA et LC-MS/MS. Sept points des calibrateurs ont également été 

ajoutés à la plaque à 96 puits du kit afin de générer des courbes d'étalonnage pour la quantification des acides   
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aminés et des amines biogènes avec trois contrôles de qualité (QC) composés d'échantillons de plasma humain 

à trois niveaux de concentration (faible (QC1), moyen (QC2) et élevé (QC3)). 

L'analyse par injection de flux continu couplé au spectromètre de masse en tandem (FIA-MS/MS) a été utilisée 

pour l'analyse de la carnitine, des acylcarnitines, des lipides et des hexoses. La chromatographie liquide (LC) 

couplé au spectromètre de masse en tandem, quant à elle, a été utilisée pour l’analyse et la quantification des 

acides aminés et des amines biogènes. 

 

3.3. Analyses des données de métabolomique 

 

Après validation des contrôles de qualité du kit, les données métabolomiques brutes obtenues ont été 

transformées en log10 et centrées sur la moyenne afin de réduire la contribution des molécules les plus 

intenses. L'analyse multivariée a été réalisée avec Simca -P + v 16.0.1 (Umetrics). Une analyse en 

composantes principales (ACP) non supervisée a été utilisée pour étudier la structure de la population de 

données métabolomiques, et les graphiques T2 et DModX de Hotelling ont été analysés pour détecter les 

valeurs aberrantes. Une analyse discriminante orthogonale partielle des moindres carrés (OPLS-DA) supervisée 

a ensuite été réalisée. Plusieurs graphiques ont été considérés pour analyser notre signature : le S-plot 

(visualisation de l'intensité et de la fiabilité), le graphique des colonnes de chargement avec intervalles de 

confiance jackknife, le graphique des coefficients et le graphique de l'importance variable en projection (VIP). 

Seuls les métabolites dont la valeur VIP était supérieure à 1 ont été retenus. Le modèle OPLS-DA a fait l'objet 

d'une validation croisée en excluant une fraction d'un septième des échantillons et des répliques sept fois. La 

qualité et les performances des modèles ont été évaluées à l'aide du Q2Y(cum) (qualité de la prédiction), du 

R2Y(cum) (qualité de l'ajustement), de l'analyse de variance par validation croisée (CVANOVA) et du test de 

permutation (évaluation du risque de surajustement).  

En plus des informations recueillies à partir des métabolites individuels, plusieurs sommes et ratios, ayant une 

signification métabolique dans un large éventail de troubles appartenant au spectre des maladies métaboliques, 

ont été calculés à l'aide du module RatioExplorer fourni par Biocrates®. L'analyse statistique a été réalisée à 

l'aide du logiciel Systat, version 15.0 (SPSS Inc). Les différences ont été considérées comme significatives à 

une valeur p-value < 0.05.  
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Résultats 

1. Etude du génome mitochondrial d’hommes 

oligoasthénospermiques sévères 

 

1.1. Le séquençage haut débit couplé à la PCR digitale montre que la 
réduction du contenu en ADNmt dans les spermatozoïdes les 
plus fertiles s'accompagne d'une augmentation de la 
dégradation de l'ADNmt. 

 

Ce travail est présenté sous la forme d’une publication en soumission dans le journal Human Reproduction. 

 

Introduction : Les mitochondries sont reconnues comme essentielles aux spermatozoïdes, cependant leur rôle 

physiopathologique exact et leur fonctionnement sont complexes. Il est établi que le spermatozoïde est 

quasiment dépourvu d’ADNmt. Il existe un consensus sur le fait que le taux d'ADNmt est abaissé dans les 

spermatozoïdes les plus fertiles, mais la littérature est contradictoire sur le rôle des altérations de l’intégrité de 

l'ADNmt dans l'infertilité masculine. Le séquençage haut débit permettant une analyse exhaustive des 

réarrangements et des mutations de l'ADNmt n'a jamais été utilisé dans ce contexte. 

 

Objectif : Ce travail avait pour objectif d’étudier le lien entre le nombre de copies d'ADNmt dans les 

spermatozoïdes, l'intégrité de ce génome et la fertilité masculine. 

 

Matériels et méthodes : Il s'agit d'une étude observationnelle portant sur 44 échantillons de sperme obtenus 

auprès de 44 hommes en cours d’une procédure d’AMP au CHU d'Angers, en France, d'Octobre 2018 à 

Novembre 2020. Les hommes ont été classés en deux groupes, l'un comprenant 20 patients atteints 

d'oligoasthénospermie sévère (SOA) et l'autre comprenant 24 patients avec des paramètres spermatiques 

normaux, qui ont servi de groupe contrôle.  

Pour chaque patient, l'ADNmt a été isolé des spermatozoïdes provenant des couches 40 et 90% du gradient de 

densité. La moyenne du nombre de copies d’ADNmt de chaque échantillon a été évaluée à l'aide d'une PCR 

digitale. Le séquençage haut débit (NGS) a été réalisé à l'aide du séquenceur Ion Torrent Proton. Le traitement 

du signal et l’appel des variants ont été effectués par le pipeline de prétraitement intégré, les variants ont été 

analysés à l'aide d'un pipeline interne et l'outil eKLIPse a été utilisé pour étudier les grands réarrangements de 

l'ADNmt. La distribution et le type de réarrangements et de variants ont été comparés entre le groupe SOA et le 

groupe contrôle, d'une part, et entre la couche de gradient 40 et 90, d'autre part. 

 

Résultats: Le contenu en ADNmt des spermatozoïdes des patients du groupe SOA était significativement plus 

élevé que celui des spermatozoïdes des patients du groupe contrôle (p-value < 0,0001). De même, ce contenu   
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était plus élevé dans les spermatozoïdes de la couche 40 par rapport à la couche 90, contenant les 

spermatozoïdes les plus fertiles, tant pour les contrôles (p-value < 0,0001) que pour les patients SOA (p-value 

= 0,002). La fréquence des délétions et duplications de l'ADNmt était significativement plus élevée dans le 

groupe contrôle (p-value = 0,002). La plupart des grands réarrangements étaient de classe II et III, c'est-à-

dire potentiellement liés à des cassures d'ADN, et leur nombre était réduit par l'élimination de l'ADNmt linéaire 

des échantillons. Les variants hétéroplasmiques étaient plus fréquemment trouvés dans le groupe SOA (p-value 

= 0,05) et dans les couches 40 (p-value = 0.03), mais sans avoir aucune conséquence fonctionnelle. Ces 

résultats réfutent l'hypothèse d'un mécanisme compensatoire qui, en cas d'altération de l'ADNmt des 

spermatozoïdes, augmenterait le nombre total de copies pour compenser un déficit énergétique. Ils suggèrent 

plutôt que les grands réarrangements de l'ADNmt sont concomitants au processus de réduction du contenu de 

l'ADNmt dans les spermatozoïdes les plus potentiellement fertiles. 

 

Discussion : L'ADNmt des spermatozoïdes est le siège de nombreux réarrangements et paradoxalement les 

spermatozoïdes les plus potentiellement fécondants sont significativement les plus affectés et les moins riches 

en ADNmt. La dégradation de l'ADNmt dans les spermatozoïdes les plus potentiellement fécondants est un 

résultat nouveau qui va à l'encontre de tout ce qui était généralement admis. Nous pensons que cette 

découverte est le résultat d'un phénomène physiologique d'élimination active de l'ADNmt paternel dans les 

spermatozoïdes contribuant à la transmission uniparentale maternelle de l'ADNmt. 

 

Mots-clés: Infertilité masculine, ADN mitochondrial, Oligoasthénospermie, Spermatozoïdes, Séquençage haut 

débit (NGS), PCR digitale 
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Figure 28 : Alignement des reads après séquençage sur le logiciel IGV. 

A. Amplification par PCR longue distance avec deux couples d’amorces. En rose les reads sens et en bleu les 

reads anti-sens. B. Amplification par REPLI-g. Les autres couleurs montrent des bases soft-clippées. 
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1.2. Le défi de l’amplification de l’ADNmt des spermatozoïdes 

 

Lors du séquençage de l’ADNmt des spermatozoïdes nous nous sommes heurtés à plusieurs difficultés, du fait 

de la spécificité des échantillons de spermatozoïdes. Dans les deux groupes considérés la quantité d’ADNmt 

initiale était très faible : dans le groupe contrôle les spermatozoïdes possèdent peu d’ADNmt et dans le groupe 

SOA ils en possèdent plus mais sont moins nombreux. En outre, il s’est avéré que les spermatozoïdes 

contiennent de l’ADNmt dégradé. Ces deux constatations rendent compte de la difficulté à utiliser la technique 

habituelle de notre équipe (amplification de 2 grands fragments de l’ADNmt d’environ 8 kpb). 

 

Nous avons dans un premier temps utilisé un kit d’amplification spécifique de l’ADNmt, le kit REPLI-g (Qiagen). 

Le kit permet l’amplification du génome mitochondrial dans sa totalité à partir d’une concentration faible d’ADN 

(1 ng d’ADN total) avec une amplification par déplacement multiple. Suite à cette amplification par REPLI-g 

nous avons tenté de séquencer la totalité de notre cohorte avec la technologie Ion Torrent. Le premier rapport 

de séquençage a révélé une bonne qualité technique du run sur plusieurs points : le chargement de la puce, la 

taille des reads et le nombre de reads par échantillon. Cependant lors de l’alignement des reads sur le génome 

mitochondrial de référence, seulement 10% des reads s’alignaient, correspondant à 1% de bases alignées. 

L’alignement des reads est visualisé sur la Figure 28 à l’aide du logiciel IGV (Integrative Genome Viewer). Nous 

pouvons observer en A. un alignement normal des reads sur le génome mitochondrial de référence (en rose les 

reads sens et en bleu les reads antisens). En B. nous observons l’alignement des reads suite à une amplification 

par REPLI-g. Toutes les couleurs, autre que rose et bleu, représentent des bases soft-clippées, non alignées. 

Ces résultats de séquençage, selon l’amplification, sont issus du même patient. Cette différence atteste d’un 

dysfonctionnement de l’amplification par REPLI-g sur l’ADNmt spermatique.  

 

Nous avons donc conclu à la contre-indication de l’utilisation de REPLI-g pour l’amplification de l’ADNmt 

spermatique destiné au NGS. Les préconisations d’utilisation du kit précisent qu’il ne doit pas être util isé dans le 

cas d’ADN dégradé, ce qui se trouve être le cas de l’ADNmt spermatique. Nous n’avions pas cette information 

avant l’étude et d’autres non plus (Al Smadi et al., 2021; Al Zoubi et al., 2020; Dahadhah, Jaweesh, et al., 

2021; Dahadhah, Saleh Jaweesh, et al., 2021). 

 

2. Signature métabolomique dans le liquide séminal 

d’hommes oligoasthénospermiques sévères 

 

Ce travail est présenté sous la forme d’un article publié dans le journal Andrology en 2020. 

 

Introduction : Le facteur masculin est incriminé dans environ 50% des cas d'infertilité. L'approche 

métabolomique a récemment été utilisée dans l'évaluation de la qualité du sperme et de la fertilité masculine.  
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Objectif : Notre objectif a été d’analyser la signature métabolomique du liquide séminal chez les hommes 

atteints d'oligoasthénospermie sévère et à la comparer à celles des hommes dont les paramètres du sperme 

sont normaux, afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l'infertilité masculine sévère.  

 

Matériels et méthodes : Nous avons analysé la signature métabolomique du liquide séminal de 20 hommes 

présentant une oligoasthénospermie sévère (nombre total de spermatozoïdes mobiles avant lavage < 5.10 6) 

(groupe SOA) et les avons comparées à celles de 20 hommes présentant des paramètres spermatiques 

normaux (groupe contrôle). Nous avons utilisé une approche standardisée de métabolomique ciblée et 

quantitative utilisant la chromatographie liquide haute performance, couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem, et le kit Biocrates Absolute IDQ p180.  

 

Résultats : Parmi les 188 métabolites analysés, 110 ont été mesurés avec précision dans le liquide séminal. Un 

modèle robuste discriminant les deux populations (Q2(cum) = 55,2%) a été obtenu par OPLS-DA (orthogonal 

partial least-squares discriminant analysis), basé sur la baisse des concentrations de 37 métabolites dont la VIP 

(variable importante pour la projection) est supérieure à 1. Globalement, chez les hommes atteints de SOA, on 

observe une baisse significative de : 17 phosphatidylcholines et 4 sphingomyélines ; 5 acylcarnitines, la L-

carnitine libre étant le métabolite le plus discriminant; 6 acides aminés (glutamate, aspartate, méthionine, 

tryptophane, proline et alanine) ; et 4 amines biogènes (spermine, spermidine, sérotonine et α-aminoadipate). 

De plus, à partir de 27 sommes et ratios suggérés par Biocrates, nous mettons en évidence une augmentation 

significative de la β-oxydation dans le groupe SOA tandis que l’activité de la spermine synthase et de deux 

désaturases sont retrouvées significativement diminuées dans ce groupe. 

 

Discussion : Notre signature comprend plusieurs changements métaboliques ayant différents impacts sur la 

qualité du sperme : un changement dans la composition des phospholipides et la saturation de leurs acides gras 

qui est potentiellement liée à la détérioration des membranes du sperme ; une carence en carnitine qui peut 

avoir un impact négatif sur la production d'énergie via l'oxydation des acides gras et la phosphorylation 

oxydative ; et un niveau réduit d'acides aminés et d'amines biogènes qui peut conduire à des voies 

métaboliques et de signalisation déréglées. 

Nous fournissons un aperçu global des défauts métaboliques associés à l'altération structurelle et fonctionnelle 

des spermatozoïdes dans l'oligoasthénospermie sévère. Ces résultats offrent de nouvelles perspectives sur la 

compréhension de l'infertilité masculine qui pourraient aider à développer des outils diagnostiques et de futurs 

traitements spécifiques. 

 

Mots-clés: Infertilité masculine, Métabolomique, Oligoasthénospermie, Liquide séminal 
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Discussion 

1. Le génome mitochondrial des spermatozoïdes 

 

Nous avons confirmé un nombre de copies d’ADNmt plus élevé dans les spermatozoïdes de plus mauvaise 

qualité (OA et couche 40%), confortant la littérature. Deux hypothèses sont envisageables : soit il existe une 

dysfonction au cours de la spermatogenèse faisant que l’ADNmt est moins bien éliminé, soit il s’agit d’un 

phénomène de régulation compensatoire potentiellement liée à une anomalie de cet ADNmt comme cela a pu 

être suggéré chez la souris (Jiang et al., 2017).  

Nous avons séquencé le génome mitochondrial des spermatozoïdes, ce qui n’avait pas été réalisé jusqu’alors 

d’après la littérature.  

Nous apportons un résultat novateur puisque nous montrons une fréquence de grands réarrangements plus 

importante dans l’ADNmt les spermatozoïdes de meilleure qualité. Nous émettons l’hypothèse d’une 

dégradation de l’ADNmt associée à son élimination dans les spermatozoïdes normaux en vue d’une transmission 

uniquement maternelle. 

Les spermatozoïdes de plus mauvaise qualité présentent une quantité plus importante d’ADNmt avec une plus 

faible fréquence de grands réarrangements. Ces résultats nous permettent d’exclure l’hypothèse d’une 

augmentation du nombre de copies d’ADNmt dans ces spermatozoïdes en compensation d’une altération de cet 

ADNmt. L’hypothèse d’une dysfonction lors de la spermatogenèse entrainant un défaut de dégradation et 

d’élimination de l’ADNmt semble donc plus appropriée.  

 

Plusieurs questions restent en suspens dans ce travail, la première porte sur le mécanisme dérégulé lors de la 

spermatogenèse qui ne permettrait pas une réduction correcte de la quantité d’ADNmt. La seconde question 

concerne le système de dégradation de l’ADNmt dans les spermatozoïdes normaux. Il serait intéressant 

d’explorer l’hypothèse de l’action d’une endonucléase mitochondriale (EndoG), comme celle décrite chez les 

invertébrés (DeLuca and O’Farrell, 2012).  

 

Ce résultat est intéressant à mettre en perspective avec l’utilisation de l’ICSI dans des OA sévères pour laquelle 

la transmission de copies d’ADNmt paternel pourrait être envisagée, notamment en cas de dépassement des 

capacités d’élimination ovocytaire (Eker et al., 2019; Sutovsky et al., 2004). Une possible double transmission 

de l’ADNmt est une question encore débattue aujourd’hui, certaines études ont mis en évidence la présence 

d’ADNmt d’origine paternel dans des embryons anormaux (St John et al., 2000), chez un homme atteint d’une 

myopathie mitochondriale (Schwartz and Vissing, 2002) et chez des individus sains (Luo et al., 2018) alors que 

d’autres non (Pyle et al., 2015; Rius et al., 2019; Schwartz and Vissing, 2004). Néanmoins, certains auteurs 

insistent sur le risque de conclure à une hétéroplasmie et à une transmission biparentale, en raison d’une 

mauvaise prise en compte des pseudogènes dont certains pourraient ressembler à l’ADNmt paternel (Lutz-

Bonengel and Parson, 2019; Wei et al., 2020). 
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Afin d’aller plus loin dans l’évaluation du génome mitochondrial des spermatozoïdes, il faudrait s’affranchir de 

l’étape d’amplification. Le séquençage haut débit de 2ème génération est basé sur une amplification initiale puis 

une fragmentation de l’ADN amplifié pour ne lire que des fragments courts de moins de 300pb. Ce type de 

séquençage représente une limite puisque les petits fragments d’ADNmt en cours de dégradation et certaines 

duplications ne sont, de fait, pas pris en compte. Ainsi il n’est pas possible d’avoir une représentation 

exhaustive de l’ensemble de l’ADNmt d’un échantillon. Le séquençage de 3ème génération permettrait de 

s’affranchir de ces limites, c’est le cas de Pacific biosciences (Alkanaq et al., 2019) et Nanopore (Zascavage, 

Hall, et al., 2019; Zascavage, Thorson, et al., 2019). Ces technologies permettent de séquencer entièrement 

l’ADNmt en tant que molécule unique, sans étape d’amplification ni de fragmentation et donc d’analyser les 

réarrangements dans leur intégralité. Cependant les outils bio-informatiques déjà développés ne sont pas 

compatibles avec le séquençage de 3ème génération puisque l’outil eKLIPse fonctionne sur la base du soft-

clipping. Cette nouvelle technologie nécessite des améliorations dans le domaine de la bio-informatique sur 

l’analyse des données. 

 

2. La métabolomique dans le cadre d’une infertilité masculine 

 

Nous avons identifié une signature métabolomique dans le liquide séminal d’hommes OA sévères comprenant 

37 métabolites sous-régulés. Cette signature met en évidence une association entre l’altération de la qualité 

spermatique et des modifications de la membrane plasmique du spermatozoïde, de la production énergétique et 

des voies métaboliques et de signalisation. 

 

Il aurait été intéressant d’analyser le métabolome des spermatozoïdes de notre cohorte pour comprendre les 

interactions entre spermatozoïdes et le liquide séminal. Ces données auraient pu compléter l’étude d’Engel qui 

utilisait la même technique métabolomique (Engel et al., 2019).  

 

Cette première étude nous encourage à poursuivre l’étude métabolomique du liquide séminal à la recherche de 

biomarqueurs qui pourraient s’avérer très utiles dans certaines pathologies comme l’azoospermie.  

Il existe deux catégories d’azoospermie : l’azoospermie obstructive (AO) et l’azoospermie non obstructive (ou 

sécrétoire) (ANO). Aujourd’hui il est possible de différencier une AO d’une ANO par un dosage biochimique du 

liquide séminal notamment (cf paragraphe 1.3.2). En revanche, en cas de ANO il n’est pas possible de prévoir 

l’existence d’une spermatogenèse résiduelle. Seule la biopsie testiculaire permet de conclure, et dans 50% des 

cas seulement elle permet de retrouver et de congeler des spermatozoïdes pour la réalisation ultérieure d’une 

AMP. L’intérêt de trouver des biomarqueurs non invasifs pour prédire le succès d’une TESE (Testicular Sperm 

Extraction) est donc extrêmement important et l’étude du métabolome du liquide séminal est particulièrement 

intéressante dans ce contexte. 

A notre connaissance, seulement trois études se sont intéressées à la métabolomique du liquide séminal chez 

les ANO afin de déterminer des potentiels marqueurs d’une spermatogenèse active (Gilany et al., 2017,  2018; 

Zhang et al., 2017). L’équipe de Gilany et al, ont travaillé sur deux cohortes de patients ANO conduisant à une   
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TESE positive ou négative. La première étude a identifié 36 métabolites discriminants les deux groupes d’ANO, 

mais seulement 5 étaient répertoriés dans la base de données Human Metabolome database. La seconde étude 

a suggéré la voie des polyols comme base de recherche pour identifier des biomarqueurs. L’équipe de Zhang et 

al, ont identifiés 24 métabolites comme des potentiels biomarqueurs, impliqués dans les voies de la production 

énergétique, le stress oxydatif et l’apoptose dans la spermatogenèse.  

 

Même si le spermogramme reste l’examen central de l’exploration de l’infertilité masculine, la métabolomique 

devrait contribuer à mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans des types particuliers d’altérations 

spermatiques comme les azoospermies ou les infertilités inexpliquées et à déterminer des biomarqueurs utiles 

dans la caractérisation de ces pathologies.  
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Conclusion et perspectives 

 

Mon travail de thèse s’est centré sur l’exploration du fonctionnement spermatique et l’infertilité masculine en 

utilisant des techniques de nouvelle génération : métabolomique et NGS. 

L’objectif central, s’inscrivait dans la thématique de notre équipe de recherche, à savoir le rôle de la 

mitochondrie dans la reproduction et en l’occurrence dans la fertilité masculine. 

Malgré les différentes difficultés que nous avons rencontrées, du fait de la spécificité de nos échantillons 

(quantité de matériel et altération de l’ADNmt notamment) et de la période traversée (arrêt des manipulations 

en raison du Covid), nous ouvrons des pistes sur l’exploration du liquide séminal par les techniques de 

métabolomique et apportons des connaissances nouvelles sur la physiologie mitochondriale au cours de la 

spermatogenèse en lien avec la transmission uniparentale de l’ADNmt. 

 

Ce travail s’est poursuivi : 

- Sur le versant métabolomique, par l’exploration du liquide séminal de patients présentant une 

azoospermie ou atteints d’un cancer testiculaire 

- Sur le versant mitochondrial en étoffant les premiers résultats obtenus par deux étudiantes en master 

2 que j’ai co-encadrées. Brièvement : 

 

La première étude, menée par Jeanne Dasty, consistait à quantifier l’ADNmt des spermatozoïdes dans un 

modèle murin portant une mutation dans le gène mitochondrial Mt-Nd6. Nous cherchions à compléter mon 

travail de thèse en déterminant si la présence de cette mutation était associée à une augmentation du contenu 

en ADNmt qui pourrait expliquer la persistance de la fertilité de ces souris. Nous n’avons pas mis en évidence 

de phénomène compensatoire dans ce contexte. Néanmoins ce résultat ne peut pas être généralisé à toutes les 

mutations de l’ADNmt. 

 

La seconde étude, réalisée par Pauline Teixeira, a porté sur la caractérisation mitochondriale des 

spermatozoïdes humains par une approche de microscopie à fluorescence dite de super résolution. Les 

nouveaux outils d’imagerie, offrent la possibilité d’analyser de manière très fine les relations entre le contenu 

en ADNmt, la morphologie et la distribution des mitochondries, ainsi que la localisation des protéines 

mitochondriales. L’objectif était de mettre au point la technique d’imagerie sur les spermatozoïdes et pour cela 

nous nous sommes intéressés au marquage de l’ADNmt. Ce travail a permis, pour la première fois, d’observer 

la disposition de l’ADNmt dans les mitochondries spermatiques sur cellule isolée. Les résultats obtenus 

renforcent nos résultats de dPCR puisque nous mettons en évidence une augmentation de la quantité d’ADNmt 

chez les spermatozoïdes avec une morphologie anormale en comparaison aux spermatozoïdes normaux 

morphologiquement.   
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Résumé : L’infertilité concerne plus de 50 
millions de couples dans le monde et le facteur 
masculin est incriminé dans 50% des cas. Les 
mitochondries sont reconnues comme 
essentielles aux spermatozoïdes, notamment 
pour la motilité flagellaire, la capacitation, la 
réaction acrosomique et la fusion gamétique. 
L’altération des fonctions mitochondriales 
pourraient être liées à la baisse de la qualité du 
sperme et à l’infertilité. 
L’objectif principal de ce travail était 
d’approfondir nos connaissances sur le lien 
entre le génome mitochondrial des 
spermatozoïdes et l’infertilité masculine, mais 
aussi d’évaluer l’environnement métabolique 
des spermatozoïdes en cas d’altération des 
paramètres spermatiques.  
Nous avons mis en évidence, avec le 
séquençage haut débit,  une fréquence de  
grands réarrangements plus importante dans 

l’ADNmt les spermatozoïdes de meilleure 
qualité, parallèlement à la diminution 
significative de leur taux d'ADNmt. Nous 
pensons que cette découverte est le résultat 
d'un phénomène physiologique d'élimination 
active de l'ADNmt paternel dans les 
spermatozoïdes contribuant à la transmission 
uniparentale maternelle de l'ADNmt. 
L’étude métabolomique du liquide séminal 
nous a permis d’obtenir un aperçu global des 
défauts métaboliques contribuant à l'altération 
structurelle et fonctionnelle des 
spermatozoïdes dans l'oligoasthénospermie 
sévère. 
Ces résultats offrent de nouvelles perspectives 
sur la compréhension de l'infertilité masculine 
qui pourraient aider à développer des outils 
diagnostiques et de futurs traitements 
spécifiques. 
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Abstract :  Infertility affects more than 50 million 
couples worldwide and the male factor is 
involved in 50% of cases. Mitochondria are 
known to be essential for spermatozoa, 
including flagellar motility, capacitation, 
acrosome reaction and gametic fusion. Impaired 
mitochondrial function could be linked to 
decreased sperm quality and infertility. 
The main objective of this work was to improve 
our knowledge of the link between the 
mitochondrial genome of spermatozoa and male 
infertility, but also to evaluate the metabolic 
environment of spermatozoa in case of altered 
sperm parameters.  
We found, with high-throughput sequencing, a  
higher frequency of large rearrangements in the 

mtDNA of higher quality sperm, in parallel with a 
significant decrease in their mtDNA content. We 
believe that this finding is the result of a 
physiological phenomenon of active removal of 
paternal mtDNA in spermatozoa contributing to 
maternal uniparental transmission of mtDNA. 
The metabolomic study of seminal plasma 
allowed us to obtain a comprehensive overview 
of the metabolic defects contributing to the 
structural and functional alteration of 
spermatozoa in severe oligoasthenospermia. 
These results offer new insights into the 
understanding of male infertility that may help to 
develop diagnostic tools and specific future 
treatments. 
 
 

 


