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Avant-Propos

AVANT-PROPQOS

L'infertilité est définie par un échec de procréation apres 2 ans de rapports sexuels non protégés
selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Elle concerne environ 15 % des couples dans
le monde. Dans un tiers des cas environ, la cause est plutot féminine, dans un tiers des cas plutot
masculine, et dans un tiers des cas, elle concerne les deux partenaires (Thonneau et al. 1991).

L'infertilit¢ masculine peut étre d'origine obstructive, par anomalie de 1’acheminement des
spermatozoides dans les voies génitales masculines, ou non-obstructive, par défaut de la

production testiculaire des spermatozoides. Ces deux causes peuvent parfois étre associées.

L’examen de base pour explorer les troubles de la fertilit¢ masculine est le spermogramme. Il
permet d’étudier le nombre, la mobilité, la vitalité, ainsi que la morphologie des spermatozoides
dans 1’éjaculat. L’azoospermie est définie comme 1’absence compléte de spermatozoides dans
I’¢jaculat, apres examen soigneux du culot de centrifugation, et contréle deux a trois mois apres
sur un nouveau recueil. L’oligozoospermie est définie par une numération en spermatozoides
inférieure a 20 millions par ml d’¢jaculat selon ’OMS (WHO 1999). Elle est qualifiée de sévere

lorsque la numération en spermatozoides n’exceéde pas 5 millions par ml d’¢jaculat.

Les patients porteurs d’une atteinte sévere de la spermatogenéese ont le plus souvent recours a la
technique d'ICSI (intra-cytoplasmic sperm injection) pour tenter d’obtenir une grossesse. Cette
technique, dans laquelle un spermatozoide est injecté directement dans le cytoplasme de
I’ovocyte, a révolutionné la prise en charge des infertilités masculines. Elle permet d’obtenir
une grossesse avec un taux important de succeés (25 a 30% par tentative) dés lors que ’on

dispose de quelques spermatozoides mobiles (Palermo et al. 1992; Van Steirteghem et al. 1993).



Avant-Propos

Ainsi, des patients présentant une altération trés séveére de leurs parameétres spermatiques
peuvent actuellement espérer une procréation avec leurs propres gameétes, sans avoir recours a
un tiers-donneur. Il est méme actuellement possible d’obtenir des embryons et des grossesses
chez des hommes azoospermiques, grace a I’injection de spermatozoides testiculaires
immatures, voire de spermatides. Cependant, 1'efficacité de I'CSI pose la double question de
I'étiologie de ces infertilités et du risque encouru par la descendance de ces patients en
assistance médicale a la procréation (AMP). D’ou I’importance de savoir si la cellule germinale
utilisée pour I’ICSI transmet une information appropriée a I’embryon.

L’information véhiculée par le spermatozoide est non seulement génétique, c’est-a-dire définie
par la séquence nucléotidique de son génome haploide, mais aussi épigénétique, dont le support

est moins bien connu.

L’objectif de mon travail de thése est :

- d’une part d’approfondir I’exploration génétique somatique et germinale chez des
patients dont la spermatogenese est altérée;

- d’autre part d’étudier des modifications de 1’épigénome au cours de la spermatogenése
normale et pathologique.
Les données de ce travail permettront d’ouvrir de nouveaux champs d’investigation pour les

hommes pris en charge dans le cadre d’anomalies de la procréation.

Dans I’introduction de ce travail, nous présenterons successivement les données de la littérature
concernant la spermatogenése normale et pathologique chez I’homme, 1’implication du génome
somatique, notamment du chromosome Y, dans la fertilité, les anomalies du génome germinal
associées aux atteintes de la spermatogenése, et enfin la réorganisation de 1’épigénome au cours

de la spermatogenese.



Avant-Propos

Nos résultats seront présentés sous la forme de trois publications originales (respectivement
soumise, sous presse et publiée) concernant, chez des hommes dont I’infertilité¢ est d’origine
non-obstructive :
- DP’exploration du chromosome Y dans les cellules somatiques ;
- I’étude des aneuploidies germinales ;
- lanalyse du profil d’acétylation des histones, une marque importante pour la
réorganisation de 1’épigénome au cours de la spermatogenese.

Ces données ainsi que les perspectives de ce travail seront ensuite discutées.
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Introduction

INTRODUCTION

1. Laspermatogenése humaine

La spermatogenese est le processus de différenciation cellulaire qui aboutit a la transformation des cellules
germinales en spermatozoides. Elle se déroule dans la paroi des tubes séminiféres du testicule (Clermont

1963; Czyba and Montella 1993; Dadoune and Demoulin 1991; Hartl and Jones 2003).

1.1  Fonctions et structure du testicule humain : rappels

Les testicules sont des organes pairs situés a 1’intérieur du scrotum, qui possedent deux fonctions:
i/ une fonction exocrine, ou gamétogenese, caractérisée par la production des spermatozoides;

11/ une fonction endocrine, avec synthése des hormones stéroides sexuelles males, les androgénes.

Chez I’homme adulte, chaque testicule est une masse ovoide qui mesure environ 5 cm de long, 3 cm de
large et 2,5 cm d’épaisseur, entourée d’une enveloppe conjonctive, I’albuginée. Au pole supérieur du
testicule, il existe un épaississement conjonctif appelé le corps de Highmore. Celui-ci est relié¢ a 1’albuginée

par des cloisons radiaires, les septa testis, qui délimitent 200 a 300 lobules testiculaires (figure I1.1).

11
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Spermiogenese

Spermatides

Figurel3 : Evolution des cellules de la lisnée germinale au cours de la spermatogenése humaine
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Chaque lobule contient 2 ou 3 tubes séminiféres mesurant 30 a 150 cm de long pour un diameétre de 150 a
300 [1m. Les tubes séminiferes, si¢ges de la fonction exocrine du testicule, sont constitués des cellules de la
lignée germinale en cours de spermatogenese, et de cellules somatiques qui ne se divisent pas, les cellules de
Sertoli. Entre les tubes séminiféres, les espaces interstitiels sont remplis d’un tissu conjonctif lache, riche en
capillaires sanguins et lymphatiques. Au contact des capillaires sont situées les cellules de Leydig, dont
I’ensemble constitue la glande interstitielle du testicule, siege de la fonction endocrine (figure 1. 2).

Les tubes séminiferes déversent leur sécrétion dans les tubes droits, qui débouchent dans le rete testis, puis

dans I’¢épididyme qui coiffe chacun des testicules et qui se poursuit par le canal déférent (figure I. 1).

1.2 Evolution des cellules de la lignée germinale

Trois types de cellules germinales sont impliquées dans la spermatogenése : les spermatogonies, les

spermatocytes et les spermatides (figure 1.3).

1.2.1  Les spermatogonies

11 s’agit de cellules diploides se divisant par mitoses, disposées en périphérie des tubes séminifeéres. Ce sont
des cellules arrondies, d’un diamétre de 10 a 15 um, avec un cytoplasme clair et un noyau ovoide. Il en

existe trois types selon Clermont (Clermont 1963) :

i/ spermatogonies Ad, a chromatine dense, d’aspect sombre;

ii/ spermatogonies Ap, a chromatine poussiéreuse, claire;

111/ spermatogonies B, a chromatine mottée et irrégulicre.

13
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1.2.2  Les spermatocytes

11 s’agit de cellules disposées a distance de la membrane tubulaire.

Issus de la derniere division des spermatogonies B, les spermatocytes primaires sont de grandes cellules au
noyau arrondi contenant plusieurs nucléoles. Ils traversent une courte interphase (stade pré-leptoténe),
pendant laquelle s’effectue une réplication d’ADN (les spermatocytes primaires sont des cellules a 2n
chromosomes dupliqués ou 4c molécules d’ADN).

Ces cellules entrent ensuite dans un processus de division qui n’affecte que les cellules de la lignée
germinale, appelé la méiose. Sa finalité est d’assurer le brassage de 1’information génétique et la diminution
de moitié¢ du contenu en chromosomes de la cellule. Elle consiste en deux divisions successives (méioses |
et II), consécutives a une seule phase de réplication d’ADN (Figure 1.4). Chacune des deux divisions peut

étre décomposée, comme la mitose, en 4 étapes distinctes : prophase, métaphase, anaphase, télophase.

La prophase de méiose I comprend cinq stades successifs : leptoténe, zygoténe, pachyténe, diploténe et
diacinese. Cette prophase est caractérisée par 1’appariement des chromosomes homologues d’origine
paternelle et maternelle, avec échange de matériel génétique entre les chromatides homologues au stade
pachyteéne. Ainsi, les cellules en prophase I possedent une chromatine sous forme de filaments plus ou
moins épais selon le stade méiotique.

En métaphase de premiére division méiotique, les chromosomes homologues se disposent de part et d’autres
de la plaque équatoriale, les chiasmas (au niveau desquels ils sont attachés) sont sur la plaque équatoriale,
les centromeres de part et d’autres de la plaque équatoriale.

En anaphase de méiose I, les chromosomes homologues se séparent et s’orientent vers chacun des pdles
cellulaires de fagon aléatoire.

Les cellules en cours de méiose I les plus souvent présentes dans les tubes séminiféres sont les cellules au

stade pachyteéne car elles ont une durée de vie longue (16 jours).
15
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La premicre division méiotique aboutit a la séparation des chromosomes homologues et a la formation de
spermatocytes secondaires, dans lesquels chaque chromosome est formé de deux chromatides. Les
spermatocytes secondaires contiennent donc n chromosomes dupliqués ou 2c¢ molécules d’ADN. Ces
cellules sont rarement visualisées en histologie sur les coupes de biopsie testiculaire, car elles ont une durée
de vie trés bréve (1 jour). Elles se présentent comme des cellules au noyau arrondi avec une chromatine

homogene.

Aprés une interphase trés courte ou les chromosomes ne se décondensent que partiellement, les
spermatocytes secondaires entrent en deuxiéme division de méiose, sans réplication d’ADN préalable. La
deuxiéme division est similaire a une mitose somatique normale, a ceci pres qu’elle ne porte que sur 23
chromosomes au lieu de 46.

La prophase de deuxieéme division méiotique a une durée trés courte, contrairement a la prophase 1.

En métaphase II, les chromosomes s’alignent au niveau de leurs centromeéres sur la plaque équatoriale.

En anaphase de méiose II, ce sont les centroméres qui se séparent, entrainant la séparation des chromatides

sceurs de chaque chromosome qui vont s’orienter vers chacun des poles cellulaires de fagon aléatoire.

La deuxieme division méiotique aboutit a la ségrégation des chromatides soeurs dans les deux cellules filles,

les spermatides, qui sont des cellules haploides contenant n chromosomes et ¢ molécules d’ADN.

1.2.3  Les spermatides

16
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La différenciation post-méiotique des spermatides en spermatozoides est appelée la spermiogenese. Chez

I’homme, elle dure environ 23 jours, et peut étre divisée en 8 étapes (figure 1.3).

Les spermatides, localisées prés du centre du tube séminifére, sont de petites cellules de 6 a 7 um de
diametre divisées en trois classes :

i/ les spermatides rondes (étapes 1-2), qui posseédent un noyau rond avec une chromatine pale et
homogene;

i1/ les spermatides en élongation (étapes 3-4-5), dont le noyau s’allonge et dont la chromatine devient
plus sombre;

iii/ les spermatides en condensation (étapes 6-7-8), dont le noyau est trés allongé, avec une partie

caudale globulaire et une partie antérieure saillante, et dont la chromatine est sombre et condensée.

La maturation consiste en :

i/ une réorganisation nucléaire, avec élongation et compaction importante du noyau. Cette étape
cruciale modifie globalement la structure du génome. Elle sera détaillée plus loin;

ii/ une ¢élimination de la majeure partie du cytoplasme via les corps résiduels;

111/ la mise en place de 1’acrosome a partir de ’appareil de Golgi;

iv/ ’assemblage des structures du flagelle.

La spermiogenése aboutit a la libération des spermatozoides dans la lumiére des tubes séminiferes. Ceux-ci

subiront une derniere maturation dans I’épididyme, puis dans les voies génitales féminines, de maniere a

acquérir leur pouvoir fécondant.

17
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1.3 Cinétique de la spermatogenése

La production des spermatozoides est continue a partir de la puberté grace au renouvellement des
spermatogonies souches Ad et Ap par mitoses. Chez I’homme, les spermatogonies Ap un peu plus
différenciées donneraient naissance aux cellules souches de renouvellement ou spermatogonies B, lesquelles
entameraient leur différenciation.

La spermatogen¢se humaine dure 74 jours. Le cycle spermatogénétique est défini comme la succession
chronologique des différents stades de différenciation d’une génération de cellules germinales (depuis la
spermatogonie jusqu’au spermatozoide) (figure 1.3). Chacune des étapes du cycle spermatogénétique a une

durée constante (tableau I.1)

Tableau 1.1 : durée de vie moyenne des cellules germinales humaines

Cellule germinale Durée de vie moyenne (jours)
Spermatogonie B 16
Spermatocyte primaire 23
dont pachyténe 16
Spermatocyte secondaire 1
Spermatides 23

En réalité¢, a un niveau donné du tube séminifére, les spermatogonies B entrent dans un cycle de
spermatogenese de maniere discontinue. Chez ’homme, le départ d’une nouvelle lignée est déclenché tous
les 16 jours : ceci constitue le cycle de 1’épithélium séminal et explique 1’association préférentielle de
certaines cellules entre elles a un stade donné. Ainsi, on distingue 6 associations cellulaires possibles (ou
stades) au cours de la spermatogenese humaine (figure 1.5).

Les spermatogonies de méme génération sont reliées par des ponts cytoplasmiques qui persistent entre les
cellules germinales de méme génération jusqu’a la fin de la spermiogenese. Ces groupes de cellules

effectuent donc leur spermatogenése de maniére synchrone. Chez I’homme, la paroi d’un tube séminifere
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présente trois ou quatre groupes de cellules de génération différente : une section de tubes correspond donc

a plusieurs territoires d’évolution asynchrone.

1.4 Controle neuro-endocrinien de la fonction testiculaire

D’une maniére générale, les deux fonctions testiculaires, endocrine (production d’androgénes) et exocrine
(spermatogengése), sont sous le controle d’hormones synthétisées a I’étage hypothalamique, hypophysaire et
testiculaire (Amory and Bremner 2001; Benahmed and Mauduit 1999; Holdcraft and Braun 2004;
Huhtaniemi 2003; Huhtaniemi and Bartke 2001; McLachlan et al. 2002; Plant and Marshall 2001; Themmen

and Huhtaniemi 2000; Walker and Cheng 2005).

En réponse a la sécrétion pulsatile de GnRH (Gonadotropin releasing hormone) par I’hypothalamus, 1’ante-
hypophyse sécrete les gonadotrophines hypophysaires, FSH (Follicle stimulating hormone) et LH
(Luteinizing hormone).

La LH est I’hormone qui controle la fonction endocrine du testicule en agissant sur ses récepteurs, situés a la
surface des cellules de Leydig. Elle stimule la production de testostérone par ces cellules.

La FSH et la testostérone sont les deux hormones clés dans le contrdle de la spermatogenese. Elles agissent
via les cellules de Sertoli, qui possédent les récepteurs de la FSH a leur surface et ceux de la testostérone
dans leur noyau. La FSH controle la prolifération des cellules de Sertoli pendant la période néonatale et pré-
pubertaire. Elle régule la sécrétion de nombreux facteurs synthétisés par les cellules de Sertoli qui jouent un
réle important dans la spermatogenese (McLean et al. 2002; Sadate-Ngatchou et al. 2004). Le rdle de la
FSH sur I’activité régulatrice des cellules de Sertoli est décrit de manicre plus détaillée dans le chapitre 1.5
qui suit.

La testostérone, produite par les cellules de Leydig sous 1’action de la LH, est indispensable a I’initiation et
au déroulement de la spermatogencse, qu’elle stimule et qu’elle maintient par une action paracrine. Ses

récepteurs sont situés sur les cellules de Leydig, les cellules de Sertoli et les cellules myoides péri-
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tubulaires, dont elle régule les fonctions Elle exerce ¢galement un rétro-contréle négatif sur les sécrétions
des gonadotrophines (en particulier la LH), et de la GnRH.

Enfin, les cellules de Sertoli synthétisent I’inhibine, qui exerce un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de la

FSH.

1.5  Cellules de Sertoli et régulation endocrine et paracrine de la spermatogenése

Les cellules de Sertoli jouent un rdle clé, non seulement structural et architectural au niveau du testicule,
mais aussi nourricier et régulateur pour les cellules germinales en différenciation (Czyba and Montella
1993; Dadoune and Demoulin 1991; Griswold 1998; Mauduit 1999; Mruk and Cheng 2004; Sharpe et al.
2003a).

Elles apparaissent tres tot au cours de la vie embryonnaire ou elles se multiplient et jouent un role crucial
dans l’organisation architecturale du testicule. Lors de la période néonatale et pré-pubertaire, elles
prolifeérent et jouent un role dans I’initiation de la spermatogenése. Enfin, leurs caractéristiques changent
dans le testicule adulte ou elles régulent le cycle spermatogénétique et la production continue des

spermatozoides.

1.5.1  Période embryonnaire et foetale

Les gonades sont d’origine mésodermique et se différencient selon une chronologie précise qui passe par
une phase initiale identique dans les deux sexes (gonade indifférenciée) avant 1’établissement du

dimorphisme sexuel.

1511 Origine des cellules germinales
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Les cellules germinales du testicule sont issues des cellules germinales primordiales (PGC) (ou gonocytes
primordiaux). Les PGC naissent a partir d’une sous-population de cellules souches embryonnaires dans
I’épiblaste proximal proche de I’ectoderme extra-embryonnaire, a un stade précoce du développement
embryonnaire. Elles proliférent et migrent ensuite jusqu’au territoire occupé par la future gonade qu’elles
atteignent a la sixiéme semaine de développement chez ’homme (Machev et al. 2004; McLaren 2000).
La distinction sexuelle entre cellules germinales méales et femelles se manifeste plus tardivement. En effet,
I’entrée en méiose des cellules germinales débute a des moments treés différents chez les individus males et
femelles. Chez les individus femelles, les PGC entrent en prophase de premiére division méiotique au cours
de la gestation et se bloquent au stade diploténe de premiére division méiotique. Dans la gonade male en
revanche, les PGC répondent a des facteurs diffusés par les cellules somatiques environnantes et conservent
leur activité mitotique. Trés récemment, il a ét€ montré que 1’acide rétinoique, produit par le mésonéphros
dans les embryons des deux sexes, induirait I’expression de Stra8 (Stimulated by Retinoic Acid Gene 8)
dans I’ovaire, qui serait responsable de 1’entrée en méiose des cellules germinales et de I’initiation de
I’ovogenese. Dans la gonade maéle, 1’acide rétinoique serait dégradé, ce qui retarderait I’expression de Stra8§,
induisant un retard a I’entrée en méiose (Bowles et al. 2006; Koubova et al. 2006). Dans la gonade male
foetale, les cellules germinales males entrent donc en phase de quiescence, au stade GO/G1 du cycle
cellulaire, et prennent 1’appellation de prospermatogonies. L’arrét du processus mitotique est levé a la
naissance et les prospermatogonies se différencient en cellules souches spermatogoniales, qui se divisent de
facon asymétrique. Ces cellules souches produisent d’une part des cellules qui ont la capacité de s’auto-

renouveler, et d’autre part des cellules qui entrent dans le processus méiotique (de Rooij 2001).

1.5.1.2 Roéle des cellules de Sertoli
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Les cellules de Sertoli jouent un rdle crucial dans la mise en place de la gonade et dans la différenciation
masculine du feetus au cours de la vie intra-utérine. Lors de la gestation en effet, les cellules de Sertoli sont
les premicres cellules a se différencier au sein de la gonade indifférenciée, ce qui permet notamment la mise
en place des cordons testiculaires, la prévention de I’entrée en méiose des cellules germinales, ainsi que la
différenciation des cellules de Leydig (Brennan and Capel 2004; Koopman 2001, 2005; Sharpe 2006; Swain

and Lovell-Badge 1999).

Une premiére ébauche de la gonade se développe a la surface du mésonéphros de I’embryon, dont la paroi
s’¢épaissit pour former la créte génitale. Chez la plupart des mammiféres, cette premicére ébauche est
qualifiée de bi-potentielle, car elle posseéde la propriété d’évoluer en testicule ou en ovaire selon les signaux
génétiques qu’elle recoit. En présence du facteur TDF (testis determining factor), produit d’expression du
géne SRY localisé sur le bras court du chromosome Y, les cellules somatiques de la créte génitale
proliferent et se différencient en cellules de Sertoli. Il s’agit du premier événement au cours de la
différenciation de la gonade en testicule. Les cellules de Sertoli immatures se polarisent, forment des
agrégats entre elles et entourent progressivement les PGC pour former les cordons testiculaires, ou cordons
séminiféres, qui sont les précurseurs des tubes séminiferes du testicule adulte, et qui isolent les PGC du
compartiment interstitiel.

Les cellules de Sertoli synthétisent des facteurs locaux qui d’une part inhibent I’entrée en méiose des PGC,
et d’autre part entrainent la migration de cellules mésenchymateuses qui se différencieront en cellules
péritubulaires ou en cellules de Leydig (McLaren 2000). Parmi les facteurs sécrétés par les cellules de
Sertoli, Fgf9 (fibroblast growth factor 9), qui est une molécule de signalisation impliquée dans de nombreux
processus du développement, pourrait jouer un role clef. En effet, Fgf9 serait impliqué dans la prolifération
et la migration des cellules du mésenchyme au sein du testicule en formation, ainsi que dans la
différenciation des cellules de Sertoli par un processus de régulation autocrine (Colvin et al. 2001). D’autres
facteurs de type IGF, synthétisés par les cellules de Sertoli, joueraient un réle crucial dans la différenciation

Leydigienne.
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Les cellules de Leydig feetales commencent a produire la testostérone, ce qui entraine le développement des
canaux de Wolff en épididymes, canaux déférents et vésicules séminales. Elles sont également impliquées
dans le processus de descente testiculaire dans le scrotum, en synthétisant le facteur InsI3 (insuline-like
factor 3) (Toppari and Kaleva 1999).
Par ailleurs, les cellules de Sertoli synthétisent ’AMH (hormone anti-Miillérienne) qui entraine la
régression des canaux de Miiller (qui sont a ’origine des trompes, de 1’utérus et de la partie supérieure du
vagin dans I’embryon femelle). L’AMH est également délétére pour I’entrée en méiose des cellules

germinales (Josso et al. 1998).

Ainsi, la différenciation des cellules de Sertoli au sein de la gonade en formation semble étre 1’événement
initial responsable de la différenciation des autres types cellulaires et de I’organisation cellulaire ultérieure

du testicule.

1.5.2  Période néonatale et pré-pubertaire

La période néonatale est caractérisée par la croissance importante des cordons testiculaires, la prolifération
des cellules de Sertoli, et par I’initiation de la spermatogenése (différenciation des prospermatogonies en

spermatogonies et entrée en méiose de certaines d’entre elles).

La prolifération des cellules de Sertoli est une étape cruciale, puisque de leur nombre va dépendre le volume
testiculaire, ainsi que le nombre de gameétes synthétisés dans le testicule adulte (Orth et al. 1988; Sharpe
1994). Elle est controlée par la FSH ainsi que par les hormones thyroidiennes, qui agissent via des
récepteurs spécifiques localisés sur les cellules de Sertoli (Holsberger and Cooke 2005; McLachlan et al.
2002; Walker and Cheng 2005). La FSH stimule la prolifération Sertolienne, alors que les hormones
thyroidiennes ont un role inhibiteur. Les oestrogénes pourraient également stimuler la prolifération des

cellules de Sertoli (O'Donnell et al. 2001). La durée de prolifération Sertolienne est variable selon les
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espeéces, mais lorsque ce processus s’arréte, le stock de cellules de Sertoli adulte est définitivement
constitué. Chez I’homme par exemple, les cellules de Sertoli proliferent pendant la période néonatale et péri-

pubertaire (Sharpe et al. 2003a).

Progressivement, la prolifération des cellules de Sertoli est ralentie, et celles-ci commencent un processus de
maturation morphologique et fonctionnel (Sharpe et al. 2003a). Leur noyau s’¢largit et le nucléole devient
plus visible. Elles s’allongent et émettent des ramifications qui vont former des zones de jonction avec les
cellules germinales. Les cellules de Sertoli adjacentes mettent en place des connexions étroites entre elles,
pour former un compartiment adluminal a I’intérieur duquel les processus méiotiques et post-méiotiques
prendront place. Ce compartiment isole les cellules germinales de la circulation sanguine, en formant la
barriere hémato-testiculaire. Celle-ci est essentiellement constituée des jonctions serrées situées entre et a la
base des cellules de Sertoli. Elle sépare dans un compartiment basal les cellules germinales pré-méiotiques
(spermatogonies et spermatocytes pré-leptoténes) ayant acceés aux nutriments sériques, des cellules
méiotiques (spermatocytes primaires et secondaires) et post-méiotiques (spermatides) a l’intérieur du
compartiment apical. Ces derniéres baignent dans les sécrétions des cellules de Sertoli et sont donc
strictement dépendantes de ces sécrétions pour leur métabolisme et leur fonctionnement. La cellule de
Sertoli acquiert également un certain nombre de caractéristiques qui marque son entrée dans la période
adulte, comme 1’acquisition des récepteurs aux androgenes, la perte de I’expression du gene de I’AMH ou
I’expression de genes inhibant la prolifération cellulaire. La maturation des cellules de Sertoli serait induite

par la FSH, la testostérone et les hormones thyroidiennes (Sharpe 1994; Sharpe et al. 2003a).

Les interactions entre cellules de Sertoli et cellules germinales pourraient jouer un réle fondamental dans la
survie des cellules germinales et leur entrée en mitose ou en méiose. Par exemple, les cellules de Sertoli
synthétisent le facteur SCF (Stem Cell Factor) qui agit sur un récepteur c-kit localisé au niveau des cellules
germinales, et qui controlerait la prolifération et I’apoptose des cellules germinales (Orth et al. 2000; Rossi

et al. 2000; Yan et al. 2000). La FSH joue un rdle clé dans la survie des spermatogonies, car elle stimule la
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production de SCF et d’un autre facteur de survie des spermatogonies, le facteur FGF2 (Mullaney and
Skinner 1992; Yan et al. 2000). Un autre facteur synthétisé par les cellules de Sertoli, appelé GDNF (Glial
derived neurotrophic factor), semble jouer un rdle important dans la régulation de I’évolution des

spermatogonies vers la mitose ou la méiose (Meng et al. 2000).

1.5.3  Période post-pubertaire

Au sein de I’épithélium séminifere du testicule adulte, la cellule de Sertoli apparait comme une grande
cellule pyramidale qui s’étend sur toute la hauteur de cet épithélium, depuis la membrane basale jusqu’a la
lumiere du tube. En microscopie optique, seul le noyau cellulaire est visible, et la membrane cytoplasmique
est indiscernable. Le noyau, grossiérement triangulaire et a contours irréguliers, présente un nucléole bien
visible. Il occupe toujours une position basale a I’intérieur de 1’épithélium, et il est séparé de la membrane
basale des tubes séminiféres par une couche de spermatogonies. Au sein de cet épithélium, les cellules de
Sertoli jouent un réle crucial dans le développement des cellules germinales et dans la régulation de la
spermatogenese. Ce sont elles qui regoivent les messages hormonaux (FSH et testostérone) et les signaux
locaux (paracrines ou autocrines), ce qui leur permet de sécréter d’autres facteurs qui moduleront leurs

propres fonctions, mais aussi celles des cellules germinales et des cellules de Leydig (Walker and Cheng

2005).

1531 Roéle des cellules de Sertoli

Il existe une interconnexion structurale et fonctionnelle tres étroite entre les cellules de Sertoli et les cellules
de la lignée germinale (Dupaix et al. 1996; Griswold 1998; Mauduit 1999; Mruk and Cheng 2004; Skinner
2005). Les cellules de Sertoli influencent la différenciation, la prolifération, 1’apoptose et I’activité

physiologique des cellules germinales. Une méme cellule de Sertoli communique avec plusieurs cellules
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germinales a différents stades de développement et doit donc pouvoir répondre a des besoins cellulaires

différents selon 1’étape de la spermatogenéese (mitose, méiose, spermiogenese).

Les cellules de Sertoli ont plusieurs fonctions au sein de I’épithélium séminifére :

i/ le maintien de la structure des tubes séminiféres ;

ii/ la compartimentalisation de 1’épithélium séminifére par I’intermédiaire de la barriere hémato-
testiculaire. Celle-ci permet notamment d’empécher les cellules immunitaires de I’organisme d’entrer en
contact avec les antigénes présents sur les cellules post-méiotiques, et joue donc un role de barriere
immunologique ;

iii/ la translocation des cellules germinales en cours de spermatogenese, du compartiment basal au
compartiment apical. Les cellules de Sertoli sécrétent notamment des protéases et des facteurs de croissance,
qui jouent un rdle clef dans la migration des cellules germinales vers le pdle apical de 1’épithélium
séminifére (Le Magueresse-Battistoni et al. 1998; Longin et al. 2001; Mruk and Cheng 2004; Xia et al.
2005). Les cellules germinales pourraient contréler leur propre migration en régulant la synthése des
protéases par les cellules de Sertoli (Longin et al. 2001) ;

iv/ la spermiation, c’est-a-dire la libération des spermatozoides dans la lumiere des tubes
séminifeéres;

v/ la phagocytose des cellules germinales dégénérescentes et des corps résiduels ;

vi/ la sécrétion du fluide des tubes séminiferes et 1’apport de substrats énergétiques nécessaires a la
survie des cellules germinales, comme le lactate;

vii/ la production de facteurs régulateurs de la spermatogené¢se, parmi lesquels 1’inhibine (qui inhibe
la sécrétion de FSH), I’activine (qui stimule la production de FSH), ’ABP (Androgen binding protein, qui
stimule I’épithélium séminifére et assure le transport des androgenes), ainsi que de nombreuses cytokines et
facteurs de croissance, comme le GDNF, le SCF, I'IL1 et I'IL6 (Interleukines 1 et 6), ou le

TGFp (Transforming growth factor ). Ces facteurs participent au contrdle de la spermatogenese, par
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I’intermédiaire de récepteurs spécifiques exprimeés par les cellules germinales. Cependant, la plupart de ces
facteurs ont été ¢tudiés sur des cellules de Sertoli cultivées in vitro et leur role physiologique reste donc a

prouver in vivo.

1.5.3.2 Régulation endocrine et paracrine des sécrétions Sertoliennes

L’activité des cellules de Sertoli est régulée par plusieurs hormones: la FSH, la testostérone, mais
¢galement les hormones thyroidiennes et les oestrogeénes (Carreau 2003; Hess 2003; Holsberger and Cooke
2005; Huhtaniemi 2003; O'Donnell et al. 2001).

La FSH régule I’activité des cellules de Sertoli, en stimulant ou en inhibant la synthése de facteurs locaux, et
contribue ainsi indirectement au maintien de la spermatogenése sur le plan qualitatif et quantitatif. Elle
serait impliquée dans les stades précoces de la spermatogenése, en particulier lors de la prolifération des
spermatogonies et lors de la méiose. La FSH, contrairement a la testostérone, ne serait pas indispensable au
maintien de la spermatogenese, puisque les études réalisées chez des souris invalidées pour la FSH ou son
récepteur, et chez les patients porteurs d’une mutation inactivant le récepteur de la FSH montrent qu’une
spermatogenese peut étre conservée (Huhtaniemi 2003; Themmen and Huhtaniemi 2000).

La testostérone stimule la spermatogenése via son action sur les cellules de Sertoli, et a ¢galement une
action trophique sur ces dernieres. De nombreux facteurs sont sécrétés par les cellules de Sertoli en réponse
a I’action de la testostérone (Denolet et al. 2006; Griswold 1998). 1l est maintenant admis que des taux
relativement modérés de testostérone intra-testiculaire sont suffisants pour maintenir une spermatogenese
(Zhang et al. 2003). Récemment, il a ét€ montré que les récepteurs aux androgenes situés sur les cellules de
Sertoli jouent un rdle clé au cours des étapes méiotiques et post-méiotiques de la spermatogenése et qu’ils

sont indispensables a la stéroidogenese male (Chang et al. 2004; De Gendt et al. 2004).
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Par ailleurs, la testostérone et la FSH pourraient jouer un réle dans 1’assemblage/déassemblage des jonctions
entre les cellules de Sertoli, et donc participer au processus de migration des cellules germinales au sein de

I’épithélium séminifére et a la spermiation (Denolet et al. 2006; O'Donnell et al. 2000; Sluka et al. 2006).

Les sécrétions des cellules de Sertoli sont également régulées par les cellules de la lignée germinale, qui
synthétisent des facteurs paracrines destinés aux cellules de Sertoli. Le TNFa (tumor necrosis factor o) par
exemple, sécrété par les spermatocytes au stade pachyteéne et les spermatides rondes, inhibe la production
sertolienne d’inhibine, et stimule celle de lactate et de transferrine (Benahmed 1997).

Les liens entre les facteurs hormonaux et les facteurs locaux impliqués dans le contrdle de Ia
spermatogenese sont extrémement complexes. De nombreux facteurs de croissance sont sous la dépendance
d’une régulation hormonale et inversement. Par exemple, la synthése du FGF2 est stimulée par la FSH

(Mullaney and Skinner 1992), alors que le TNFou exerce un effet antagoniste sur la FSH (Benahmed 1997).

Ainsi, les cellules de Sertoli exercent un role important sur 1’initiation et le maintien de la spermatogenése,
en recevant les signaux locaux et hormonaux. En retour, les cellules germinales contrdlent 1’activité des
cellules de Sertoli et leur réponse aux hormones et facteurs paracrines. Enfin, il existe une interaction tres
forte entre les tubes séminiféres et le compartiment interstitiel, notamment entre les cellules de Sertoli et les

cellules de Leydig.
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2. Anomalies de la spermatogenese

La spermatogenése peut étre quantitativement anormale, ce qui aboutit a la production d’un nombre réduit
de gametes, voire a 1’absence de production de spermatozoides. Les anomalies de la spermatogencse
peuvent étre associées a des anomalies plus globales affectant le testicule, telles que les cancers testiculaires

et le syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS).

2.1  Les anomalies quantitatives de la spermatogenése

Les facteurs principalement retrouvés dans les causes d’atteinte de la spermatogenése sont les suivants. Ils
peuvent tre d’origine génétique ou non (Benahmed and Mauduit 1999; Diemer and Desjardins 1998).

i/ les anomalies de nombre des chromosomes, la plus fréquente étant le syndrome de Klinefelter
(caryotype 47, XXY) ;

11/ les anomalies de structure des chromosomes, affectant les autosomes ou les chromosomes sexuels.
Les anomalies le plus fréquemment retrouvées chez les hommes infertiles sont les translocations
chromosomiques équilibrées. Parmi elles, les translocations robertsoniennes, qui impliquent les
chromosomes acrocentriques, occupent une place prépondérante ;

iii/ les anomalies structurales du chromosome Y. L’implication du chromosome Y dans les
infertilités séveres d’origine non-obstructive sera discutée en détail dans le chapitre 3 ;

v/ les pathologies urologiques. Parmi elles, on peut citer la cryptorchidie qui correspond a I’absence
d’un ou des deux testicules dans le scrotum, par interruption de la migration testiculaire. Le si¢ge de la
cryptorchidie peut étre abdominal, inguinal, ou pré-scrotal. L’ectopie testiculaire, beaucoup plus rare, est
¢galement associée a des atteintes séveres de la spermatogenese. Elle correspond également a I’absence de

I’un ou des deux testicules dans le scrotum, mais celui (ceux)-ci se trouve(n)t dans différentes positions en

30



Introduction
dehors du trajet normal de descente. Enfin, une torsion testiculaire, une varicocele ou une orchite infectieuse
peuvent également entrainer une atteinte de la spermatogenése;

v/ le tabac ;

vi/ les agents médicamenteux, qui peuvent agir directement sur la spermatogenése ou sur son
controle neuro-endocrinien (chimiothérapie, radiothérapie, cyclosporine A, ....) ;

vii/ les agents environnementaux, comme 1’exposition a la chaleur, aux solvants, aux métaux lourds,
aux pesticides... ;

viii/ les pathologies endocriniennes, comme le syndrome de Kallmann (absence de FSH et de
testostérone par défaut de migration des neurones & GnRH dans 1I’hypothalamus au cours du développement

cérébral in utero).

Les troubles quantitatifs de la spermatogenése peuvent étre classés en plusieurs catégories histologiques
selon la sévérité de 1’atteinte au sein des tubes séminiferes :

i/ ’hypospermatogenése, qui correspond a une spermatogenése conservée, mais avec une raréfaction
des cellules germinales et des spermatozoides produits au sein des tubes séminiferes;

ii/ le blocage de la spermatogenése, qui correspond a un arrét de la spermatogenese en cours de
spermiogencese (arrét au stade de spermatides), en cours de méiose (arrét au stade de spermatocytes), ou
avant la méiose (arrét au stade de spermatogonies) ;

111/ le syndrome des cellules de Sertoli isolées (SCO : Sertoli Cell Only Syndrome), qui correspond a

une absence totale de cellules germinales au sein des tubes séminiferes.

Cependant, I’altération de la spermatogenése est le plus souvent variable entre les tubes séminiféres et

plusieurs tableaux histologiques différents peuvent s’observer sur une méme coupe histologique de biopsie

testiculaire.
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2.2 Les cancers testiculaires

Les cancers du testicule constituent un groupe trés hétérogéne de tumeurs, qui peuvent atteindre les cellules
de la lignée germinale ou les cellules somatiques du testicule (Chartier 2000; Daly-Schveitzer 1998; Soria

and Spano 1999).

2.2.1  Epidémiologie et étiologie

Les tumeurs du testicule sont des maladies rares qui représentent environ 1% des cancers masculins.
Cependant, elles constituent le cancer le plus fréquent de ’homme jeune, entre 20 et 35 ans. Un type
particulier de cancer du testicule, le séminome spermatocytaire, touche préférentiellement 1’homme de plus
de 40 ans. Enfin, certaines formes de cancers du testicule, comme les tumeurs vitellines ou le tératome

mature, peuvent apparaitre pendant la petite enfance.

Leur étiologie est encore controversée, mais certains facteurs de risque semblent étre associés a la survenue
d’un cancer du testicule. Le seul facteur de risque parfaitement identifié est le testicule cryptorchide. Douze
pour cent des cancers testiculaires surviennent sur un antécédent de cryptorchidie, méme corrigée. L’ectopie
testiculaire pourrait également étre impliquée dans la survenue des cancers testiculaires. Les cancers du
testicule semblent également étre associés aux dysgénésies gonadiques ou a une atrophie testiculaire apres
orchite ourlienne, traumatisme, .... Enfin, il semblerait que des facteurs génétiques puissent influencer
I’apparition de ces cancers. Le terrain génétique est suggéré par 1’existence de cas familiaux de tumeurs
testiculaires et par I’augmentation du risque de développer une tumeur controlatérale chez les patients

atteints d’un cancer du testicule.

2.2.2  Classification des tumeurs testiculaires
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Les cancers du testicule sont divisés en sept types de tumeurs selon I’OMS (Tableau 11.1)

Tableau I1.1 : classification anatomo-pathologique des tumeurs testiculaires
(selon I’OMS, 1997).

Tumeurs germinales (90 %)
- séminomateuses (35 %)
séminome typique (30 %)
séminome spermatocytaire(5 %)
- non séminomateuses (65 %)
carcinome embryonnaire (20 %)
choriocarcinome (< 1%)
tératomes mature et immature (5 %)
tumeur du sac vitellin (< 1 %)
tumeur mixte (40 %)
Tumeurs non germinales (10 %)
Tumeurs des cordons sexuels ou tumeurs du stroma gonadique :
- tumeur a cellules de Leydig
- tumeur a cellules de Sertoli
- tumeur de la granulosa
Tumeurs des annexes testiculaires et des tissus de soutien
Tumeurs secondaires, metastases
Tumeurs hématopoiétiques, lymphomes
Tumeurs carcinoides
Tumeurs du rete testis

Introduction

Les tumeurs développées a partir des cellules germinales (tumeurs germinales) constituent la grande

majorité des cancers du testicule et sont classées en deux grands groupes présentant une évolution différente

1/ les tumeurs séminomateuses, qui sont développées a partir des cellules germinales des tubes

séminiferes ;

11/ les tumeurs non séminomateuses, qui dérivent des cellules primordiales totipotentes. Celles-ci

peuvent étre de nature embryonnaire (carcinome embryonnaire, tératome mature ou immature) ou extra-

embryonnaire (tumeur vitelline, choriocarcinome).

Cependant, ces différents types tumoraux sont souvent associ€s et on parle alors de tumeur combinée, ou de

tumeur germinale maligne complexe.
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2.2.3  Mécanisme d’apparition des tumeurs germinales du testicule

Chez I’adulte, il est désormais admis que le précurseur commun de la plupart des tumeurs germinales du
testicule est le carcinome in situ (CIS) (Dieckmann and Skakkeback 1999; Oosterhuis and Looijenga 2005).
Il s’agit de cellules germinales atypiques pré-cancéreuses situées a la base des tubes séminiféres, a la place
des spermatogonies, mais leur diametre cellulaire est plus grand. Leur cytoplasme, trés clair, entoure un
noyau irrégulier de grande taille et hyperchromatique, qui renferme plusieurs nucléoles. Les tubes
séminiferes porteurs de CIS sont souvent dépourvus de cellules de la spermatogenese et les cellules de
Sertoli sont repoussées vers la lumiere des tubes. Les CIS sont souvent retrouvées dans les tissus avoisinant
les tumeurs de patients atteints de cancers du testicule, ou dans les populations a risque de tumeurs
testiculaires (cryptorchidie, atrophie testiculaire, ...). De plus, la moiti¢ des patients porteurs de CIS
développerait une tumeur germinale dans les cing ans, contrairement aux patients dépourvus de CIS
(Dieckmann and Skakkebaek 1999).

Les cellules CIS dérivent des cellules germinales primordiales ou de gonocytes ayant échappé au processus
de différenciation normal lors de I’embryogenése, et qui n’ont plus la capacité a se transformer en
spermatogonies au cours du développement embryonnaire (Almstrup et al. 2006; Skakkebaek et al. 1987).
Aprées la naissance, les cellules pré-tumorales resteraient a 1’intérieur des tubes séminiféres dans un état
quiescent. A la puberté, ’augmentation du taux des hormones sexuelles entrainerait une reprise de 1’activité
proliférative de ces cellules, qui remplaceraient peu a peu les cellules de la spermatogenese a 1’intérieur des
tubes séminifeéres. La transition vers une tumeur germinale invasive se ferait dans I’environnement hormonal
particulier de la puberté, mais d’autres facteurs encore inconnus sont probablement nécessaires (Dieckmann

and Skakkebaek 1999).

2.3  Lesyndrome de dysgénésie testiculaire (TDS)
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2.3.1 Définition

Le syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS : testicular dysgenesis syndrome) est une hypothése publiée en
2001 par I’équipe de Skakkebaeck selon laquelle différentes anomalies du systéme reproducteur masculin en
augmentation constante ces derniéres décennies, seraient les manifestations d’'un méme syndrome qui
affecterait la différenciation testiculaire pré-natale (Skakkebaek et al. 2001). Les symptomes du TDS chez
I’homme associent la cryptorchidie, I’hypospade (fusion incompléte des canaux urétraux qui forment le
pénis, entralnant un abouchement anormal du méat urétral a la surface du pénis), les troubles de la
spermatogenese, et le cancer testiculaire. D’autres signes peuvent étre associé, comme des micro-
calcifications intra-testiculaires, un syndrome des cellules de Sertoli isolées, ou la présence de tubes
séminiféres comportant des cellules de Sertoli non différenciées (Skakkebaek et al. 2003; Skakkebaek et al.
2006). Ce syndrome a été évoqué a partir de données épidémiologiques, cliniques et expérimentales, qui
suggerent une interconnexion étroite entre ces différents symptomes. Ainsi, les données épidémiologiques
actuelles montrent dans les pays industrialisés, une augmentation croissante au cours des 50 derniéres
années des cas de cryptorchidie, d’hypospades et des cancers testiculaires, associés a une diminution des

parametres spermatiques (Aitken et al. 2004; Bay et al. 2006; Skakkebaek et al. 2006).

2.3.2  Aspects cliniques

Le TDS peut revétir différentes formes cliniques (Skakkebaek et al. 2003).

La manifestation la plus fréquente du TDS est une atteinte de la spermatogenése, qui peut étre isolée. Dans
les cas plus séveres, I’atteinte de la spermatogencse peut €tre associée a une anomalie de la descente
testiculaire et a un risque augmenté de cancer testiculaire a 1’age adulte.

Dans la forme la plus séveére, moins fréquente, on retrouve ces signes associés a une cryptorchidie et un

hypospade, voire une inversion sexuelle.
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Ainsi, les patients atteints d’un trouble du développement testiculaire (cryptorchidie, oligozoospermie
associée a une hypotrophie ou une atrophie testiculaire, ...) sont a risque d’étre porteur au niveau
testiculaire de CIS, qui peuvent évoluer en cancer testiculaire. Il est donc fondamental de pouvoir dépister
ces patients le plus précocement possible afin d’éviter un traitement présentant des effets indésirables
importants. A I’heure actuelle, une échographie scrotale doit étre proposée (Holm et al. 2003), et une biopsie

testiculaire peut étre envisagée si des micro-calcifications sont détectées (Hoei-Hansen et al. 2005).
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Figure Il.1 : représentation schématique de I'étiologie et de la
pathogénie des differents symptémes du TDS
(d’apres Skakkebaek ef ai, 2001)
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2.3.3  Origine du TDS : I’ante-natal comme hypothése

Il apparait probable a I’heure actuelle que le TDS trouve son origine au cours de la gestation (Skakkebaek et
al. 2000).

La formation des structures péniennes, urétrales, et gonadiques, s’effectue a différentes étapes du
développement embryonnaire ou feetal. Toute anomalie affectant le mécanisme de mise en place de ces
structures aboutira aux différents symptomes du TDS.

Ainsi, tout événement perturbant les stades précoces du développement embryonnaire pourrait affecter la
différenciation des cellules de Leydig ou des cellules de Sertoli (figure 11.1) (Bay et al. 2006; Skakkebaek et
al. 2001). La perturbation de la différenciation des cellules de Sertoli pourrait affecter le développement des
cellules germinales, entrainant une atteinte de la spermatogencse et un risque de développer une tumeur
testiculaire a 1’age adulte. Les troubles du fonctionnement des cellules de Leydig affecteraient la production
de testostérone et d’Insl3, entrainant une malformation génitale (hypospade, cryptorchidie).

Les facteurs a l'origine du TDS pourraient étre multiples. L’existence de cas familiaux de cancers
testiculaires et de troubles de la reproduction suggere qu’un environnement génétique particulier pourrait
jouer un réle dans I’apparition de ce syndrome (Lutke Holzik et al. 2004; McElreavey and Quintana-Murci
2003). Cependant, dans la majorité des cas, 1’étiologie du TDS reste inexpliquée. Actuellement, de plus en
plus de données incriminent des facteurs environnementaux, en particulier les perturbateurs endocriniens,

dans I’apparition de ce syndrome (Aitken et al. 2006; Skakkebaek et al. 2006).

2.3.4  RoOle des perturbateurs endocriniens

L’augmentation croissante des symptomes du TDS ces 50 dernic¢res années dans les pays industrialisés est
concomitante du développement de I’industrie chimique dans ces pays et de la libération dans I’atmosphére

de trés nombreux agents chimiques, comme les pesticides, les herbicides, les insecticides, les détergents ou
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les produits cosmétiques (Aitken et al. 2004). Les perturbateurs endocriniens sont des molécules qui ont un
effet cestrogéno-mimétique, anti-cestrogéne, ou anti-androgéne. De nombreuses données de la littérature
orientent vers un role délétére de ces différents composants sur la reproduction (Aitken et al. 2006; Anway

and Skinner 2006; Skakkeback et al. 2006).

C’est en 1979 que I’hypothése d’une action des oestrogeénes sur la survenue de tumeurs testiculaires et de
cryptorchidies a été¢ évoquée pour la premiere fois (Henderson et al. 1979). L’action délétere des
oestrogéno-mimétiques a ¢été suggérée par ’emploi in utero d’un oestrogénique de synthése, le
diethylstilbestrol. Il a en effet ét¢ mis en évidence une augmentation des cas de cryptorchidie et d’anomalie
du tractus génital chez les fils des femmes ayant consommé ce produit pendant leur grossesse (Giusti et al.
1995; Klip et al. 2002).

Plusieurs hypothéses ont été avancées en ce qui concerne le mécanisme d’action des oestrogéno-
mimétiques. Les oestrogénes de synthése diminueraient I’expression des récepteurs aux oestrogenes, qui
jouent un réle dans le développement testiculaire (Anway and Skinner 2006). Ils pourraient également
altérer la spermatogenése en supprimant la synthése de FSH par I’hypophyse feetale pendant la gestation,
entrainant la diminution du nombre des cellules de Sertoli dans la gonade en développement. Or ces
derniéres ne répliquent que trés rarement et chacune ne peut permettre la différenciation que d’un nombre
limité de cellules germinales. Tout événement entrainant la diminution de leur nombre aura un impact
irréversible sur le développement de I’appareil reproducteur masculin. Enfin, ils pourraient également
perturber la réponse aux androgénes au niveau fcetal, en agissant sur la fonction Leydigienne, I’expression
des récepteurs aux androgeénes ou en inhibant I’expression d’Insl3 (Anway and Skinner 2006; Sharpe et al.

2003a).

D’autres données suggerent que ce soit une anomalie de la balance oestrogéne/androgéne, qui soit impliquée
dans le TDS (Sharpe 2003b). Ainsi, les rats exposés in utero a un anti-androgéne, le DBP (dibutyl phtalate),

reproduisent le TDS observé chez ’homme et développent une cryptorchidie, un hypospade, une infertilité
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et des anomalies testiculaires (Fisher et al. 2003). D’autres agents chimiques, comme de nombreux
oestrogéno-mimétiques présents dans 1’environnement, auraient un effet anti-androgeéne. C’est le cas de la
plupart des pesticides utilisés a 1’heure actuelle (Sohoni and Sumpter 1998). Par exemple, I’exploitation des
registres de 5 pays européens a permis de montrer une augmentation des cas d’hypospades et de
malformations congénitales chez les enfants nés de meres habitant au voisinage de certains sites de stockage
de déchets dangereux (Dolk et al. 1998). D’autres études ont mis en évidence un lien entre cryptorchidie,
hypospade et 1’exposition aux pesticides chez les péres ou les méres des enfants atteints (Garcia-Rodriguez
et al. 1996; Pierik et al. 2004; Weidner et al. 1998). Une autre étude a analysé les concentrations sériques de
biphényls chez les méres d’hommes jeunes atteints d’un cancer testiculaire et il a été mis en évidence que
ces taux étaient plus élevés que chez les témoins (Hardell et al. 2004). Enfin, une diminution de la
numération et de la mobilité spermatique a été mise en évidence chez des hommes habitant dans une zone
agricole ou les pesticides sont largement employés, comparé a une population témoin d’une zone urbaine
(Swan et al. 2003a). Les taux de pesticides €taient statistiquement plus élevés chez les patients habitant en

zone rurale et dont les paramétres de sperme étaient altérés (Swan et al. 2003b).

Une étude récente suggere un effet trans-générationnel des perturbateurs endocriniens sur le systéme
reproductif, qui serait transmis a travers les cellules germinales males par un mécanisme de nature
épigénétique (Anway et al. 2005). Anway et collaborateurs ont exposé pendant leur grossesse des rats a un
fongicide anti-androgéne utilisé par 1’industrie viticole, ou a un pesticide. Ils ont mis en évidence un trouble
de la spermatogenése dans la quasi-totalité de la descendance, et ce phénotype a été retrouvé chez les 3
générations suivantes, non exposées in utero. En étudiant les fréquences de survenue de ce phénotype et le
profil de méthylation de I’ADN au niveau germinal, ils ont conclu que le mécanisme de cet effet trans-
générationnel était d’ordre épigénétique, puisqu’il passait par des modifications du profil de méthylation de
I’ADN dans les cellules germinales. Ces travaux nécessitent cependant des confirmations expérimentales et

une meilleure caractérisation des profils de méthylation de I’ADN.
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Introduction

forment des crossing-over avec les régions eguivalentes sur le chromosome X. MSY renferme
une portion d'euchromatine qui porte en Yp le géne SRY (sex determining region of the Y}, et en

Yqla région AZF (Azoospermia factor). Au niveau du bras long, elle comporte une grande portion

d'hétérochromatine (Het) de taille variable selon les individus.

(b) Selon la carte génétique de Yolirath et collaborateurs (Vollrath et al, 1992), le chromosome Y
est subdivisé en 43 intervalles, numérotés de 1 a 7, suivis d'une lettre de Palphabet. Les régions

AZF sont localisées dans les intervalles §-8. L'hétérochromatine correspond 2 lintervalle 7.

(c) Principaux génes candidats pour le contrdle de la spermatogenése dans les régions AZF.
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3. Génome somatique et spermatogenese : le chromosome Y

3.1 Le chromosome Y humain

Le chromosome Y est un petit chromosome d’environ 60 Mb qui ne représente que 2 a 3 % du génome
humain. Il est constitu¢ d’une grande portion d’hétérochromatine et ne comporte donc que peu de genes.
Pendant de nombreuses années, il a été considéré comme un désert génétique. Il est maintenant admis qu’il
a dégénéré¢ au cours de I’évolution, en méme temps qu’il s’est progressivement spécialis¢ dans la

différenciation masculine et le contrdle de la spermatogenéese (Graves et al. 2006).

3.1.1  Structure du chromosome Y humain

Le chromosome Y est constitu¢ de deux régions de tailles tres inégales (figure I11.1) :

1) les régions pseudo-autosomiques PAR 1 et 2 (pseudoautosomal region), situées aux extrémités
respectives des bras court et long du chromosome Y, qui portent une homologie de séquence avec le
chromosome X ;

i1) la région MSY (Male specific region of the Y), qui représente 95 % de sa longueur, et dans
laquelle il n’existe pas de crossing-over avec le chromosome X. Cette région, initialement appelée NRY
(pour « Non recombining region of the Y »), a ét¢ renommée MSY apres la mise en évidence de 1’existence
de nombreuses recombinaisons en son sein (Skaletsky et al. 2003). Elle est constituée d’une région
euchromatique (transcriptionnellement active), d’environ 23 Mb, et d’une grande région hétérochromatique

(transcriptionnellement inactive), de taille variable selon les individus (environ 30 Mb).
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(dPaprés Skalelsky el al, 2003).
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La région euchromatique regroupe le bras court du chromosome Y et la partie la plus centromérique du bras
long. Elle porte le gene SRY (sex-determining region Y), découvert en 1990, et localisé sur le bras court du
chromosome Y, au niveau de la bande p11.3 (Sinclair et al. 1990). Le géne SRY code pour le facteur TDF
(testis determining factor) qui est d’expression spécifique du testicule, responsable de la différenciation
testiculaire. La région euchromatique renferme également une région impliquée dans la spermatogenése,
nommé AZF (azoospermia factor). Cette région, mise en €vidence en 1976, est localisée dans la partie
terminale euchromatique du chromosome Y, en Yql1.23 (intervalles 5-6 de la carte de Vollrath) (Tiepolo
and Zuffardi 1976).
La région hétérochromatique est située en Yql2, a I’extrémité du bras long du chromosome Y (intervalle 7
de la carte de Vollrath). Elle est essentiellement constituée par deux séquences hautement répétées, DYZ1 et

DYZ2.

La cartographie du chromosome Y humain est tres difficile du fait de la présence de nombreuses répétitions
dans sa séquence. Plus de 97% de la portion euchromatique du chromosome Y a été séquencée en 2003
(Skaletsky et al. 2003). Plus récemment, une séquence supplémentaire euchromatique d’environ 0,45 Mb a

¢été identifiée a partir de la région péri-centromérique du chromosome Y (Kirsch et al. 2005).

Les séquences euchromatiques ont été divisées en trois types de séquences (Figure II1.2) (Skaletsky et al.
2003) :

i/ les séquences X-transposées, qui présentent plus de 99 % d’homologie avec le chromosome X

11/ les séquences X-dégénérées, riches en genes présents en copie unique sur le chromosome Y, et en
pseudogenes qui possedent des homologues sur le chromosome X;;

111/ les séquences ampliconiques, qui sont des séquences répétées de grande taille présentant plus de

99,9% d’identité intra-chromosomique.
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SOQUONCO P P1
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PCDH11Y  Fetal brain, brain 1 - - -
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DDX3Y Ubiquitous 1 0 - - - - - - 2 [4.49)
PRKY Ublquitous 1 - - - - = = -
SRY Testis 1 - - - - - - - -
SMmeY Ubiquitous 1 - 0 0 - - - - 4]
uty Ubiquitous 1 - - - - - - - -
2ZFY Ubiquitous 1 - - - - - - g i
TMSB4Y  Ubiquitous 1 - - - - - - = s
EIFIAY  Ubiquitous 1 - 0 0 - e e - -
RPS4Y1  Ubiquitous 1 - - - - - - @
TBLIY Ublquitous 1 - - - ~ -
RPS4Y2 Testis, prostate 1 - 0 0 - i - = - 14]
NLGN4Y  Fotal brain, brain, 1 - - - - - - - -
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UsP9Y Ubiquitous 1 - - - - [4.24,49)
CYorf14 Ubiquitous 1 - 0 0 - - - 14
CYorf15A  Ubiquitous 1 - 0 0 - - - - = ]
CYorf158  Ubiquitous 1 - 0 0 - - - - 14]
Ampliconic  DAZ Tostis 4 - 2 0 o 2 2 2 6812 [3.48°16467
and unpublished
GOLGA2LY Testis 2 - - 0 0o - 1 1 346 (816,467
and unpublished
HSFY Testis 2 - 0 0 - - - - - 14
PRY Testis 2 - 0 0 - 0 - L]
RBMY  Tosts 6 - 0 0 - 4 - - - s
TSPY Testis 35 - - - - - = 23-64 (467
vcy Testis 2 - - - - - - - -
XKRY Tostis 2 - - - - - -
cov1 Tostis 2 - 0o - 1 1 346 [8.16,467
and unpublished
BPY2 Tostis 3 - 2 0 0 2 1 2 4-6,9 [8°16467
and unpublishod
cov?2 Tostis 2 - 1 1 - - - - m
CSPGILY Testis 2 - - 0 0 1 1 346 [6°16.467
and unpublished

Sequence class and tissuo specificity are indicated. The copy number of each goene in the reforence sequence [10°7] as well as known variabiity in
copy numbers (caused by deletions, duplications or a combination of both) with appropriate references are shown. - = no variability described.

Figure lll.3: les génes du chromosome Y supposés ou vérifiés codant des protéines
{d'aprés Noordam el Repping, 2006)
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La région MSY comporte 156 unités transcriptionnelles, 78 qui sont non codantes et 78 qui codent pour 27
protéines différentes. Parmi les génes codants, 12 sont d’expression ubiquitaire et 11 sont exprimés
spécifiquement ou majoritairement dans le testicule (Skaletsky et al. 2003).
Les premiers sont localisés au sein des séquences X-dégénérés, alors que les derniers sont principalement

localisés dans les séquences ampliconiques (Ginalski et al. 2004).

3.1.2 Génes du chromosome Y

Il existe deux grands groupes de génes sur le chromosome Y (figure I11.3) :

1/ les génes de “ ménage 7, présents en copie unique sur le chromosome Y et exprimés dans de
nombreux tissus. Ils possedent des homologues sur le chromosome X, échappant a I’inactivation et codant
pour des isoformes similaires, mais non identiques, aux produits des genes correspondants sur le
chromosome Y. Parmi eux, on peut citer USP9Y (ubiquitin-specific protease 9 Y chromosome)
(anciennement appel¢ DFFRY pour Drosophila fat-facets related Y)), DDX3Y (Dead-box protein 3 Y
chromosomal) (anciennement appelé DBY (dead box Y)), UTY (ubiquitous tetratricopeptide repeat motif
Y), SMCY (selected mouse cDNA on the Y) et eIFIAY (eukaryotic translation-initiation factor 1A Y
isoform) (Lahn and Page 1997);

11/ les genes exprimés spécifiquement au niveau testiculaire, et qui sont présents en copies multiples
le long du chromosome Y. Ils codent pour des protéines avec des fonctions spécialisées. Plus d’une dizaine
de familles de genes a été identifiée. C’est le cas par exemple de la famille RBM (RNA binding motif),
DAZ (deleted in azoospermia), PRY (PTP-BL (protein tyrosine phosphatase BAS like) related Y), XKRY

(XK related Y) et CDY (chromodomain Y) (Lahn and Page 1997; Ma et al. 1993; Reijo et al. 1995).

A T’heure actuelle, plusieurs genes candidats localisés en Yq ont été proposés pour le contrdle de la
spermatogenese (figure III.1). L’implication formelle de ces geénes n’a pu étre apportée, puisque les

délétions du chromosome Y enlévent plusieurs geénes a la fois, rendant ainsi impossible I’extrapolation du
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role d’un gene AZF a partir du phénotype d’infertilité. De plus, seuls quelques cas sporadiques de mutations
portant sur un seul de ces génes ont ét¢ rapportés comme étant la cause d’une infertilité chez ’homme, ce
qui suggere que ces évenements sont extrémement rares. C’est le cas par exemple d’USP9Y qui a été
retrouvé muté chez un homme présentant une azoospermie non obstructive (Sun et al. 1999). D’autres
¢tudes ont rapporté des délétions de novo affectant spécifiquement USP9Y ou DDX3Y chez des patients
infertiles (Brown et al. 1998; Foresta et al. 2000; Sargent et al. 1999). Cependant, Krausz et collaborateurs
ont rapporté récemment deux cas de délétions partielles d’USPIY transmises naturellement de pére en fils
(Krausz et al. 2006a). Ainsi, de nombreuses questions ne sont encore pas résolues en ce qui concerne
I’implication de ces geénes dans le contrdle de la spermatogenese. Les données actuelles orientent de plus en
plus vers un contréle multigénique complexe de la spermatogenese, avec un certain degré de redondance

entre différents geénes et entre copies d’un méme gene.

3.2 Les anomalies de structure du chromosome Y

Il existe plusieurs types d’anomalies de structure du chromosome Y. Parmi elles, celles qui entrainent une
deélétion en Yql1.23 (région AZF) sont associées a des atteintes séveres de la spermatogenese, le plus

souvent a type d’azoospermie (Hsu 1994; Powell 2005; Tharapel 2005).

3.2.1 Translocations impliquant le chromosome Y

Une translocation correspond a un échange de segments chromosomiques entre deux chromosomes. Le
chromosome Y peut étre impliqué dans des translocations avec le chromosome X, un autosome, ou un autre
chromosome Y surnuméraire. Ces translocations affectent le bras court ou le bras long du chromosome Y.

Les translocations (X ; Y) entralnent des phénotypes trés variables selon les génes délétés, allant du

phénotype masculin, au phénotype féminin, en passant par différents stades d’ambiguités sexuelles et/ou
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d’anomalies phénotypiques associées (petite taille, infertilité¢, dysmorphisme, retard mental, anomalies de la
face, ...).

La fréquence des translocations (Y ; autosomes) est estimée a 1/2000 dans la population générale (Powell
2005). Tous les autosomes peuvent étre impliqués dans une translocation avec le chromosome Y, a
I’exception des chromosomes 11 et 20. Les phénotypes rapportés sont masculins ou féminins, et les

individus porteurs sont fertiles ou infertiles.

3.2.2  Délétions macroscopiques

Les délétions macroscopiques du chromosome Y sont visibles au caryotype, a I’inverse des microdélétions
de la région MSY qui ne sont détectées que par technique de biologie moléculaire (hormis la délétion
enlevant les trois régions AZF et I’hétérochromatine en Yq, visible également au caryotype). Elles peuvent
affecter le bras court ou le bras long du chromosome Y.

Les individus porteurs d’une délétion Yp affectant le géne SRY ont le plus souvent un phénotype féminin
avec des stigmates de syndrome de Turner. Ils ont un risque augmenté de développer un gonadoblastome.
Les délétions affectant la partie hétérochromatique en Yql2 sont compatibles avec une différenciation
sexuelle normale. Les délétions plus larges englobant une ou plusieurs régions AZF sont responsables le

plus souvent d’un phénotype masculin avec une atteinte sévere de la spermatogencse.

3.2.3  Isochromosomes Y
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L’isochromosome Y (1Y) est un chromosome anormal dont I’un des bras (court ou long) est dupliqué et
I’autre perdu. Il est donc constitué de deux bras identiques, soit longs, soit courts. Il survient lorsque le
chromosome normal ne se divise pas longitudinalement mais transversalement.
L’isochromosome du bras court, i(Yp), correspond a un chromosome Y qui contient le bras court en deux
exemplaires. Les phénotypes rapportés dans la littérature vont de I’ambiguité sexuelle avec des stigmates de
syndrome de Turner, a un phénotype masculin.
A I’inverse, 1’isochromosome du bras long, i(Yq), comporte deux exemplaires du bras long du chromosome
Y. Du fait de I’absence du geéne SRY, les phénotypes sont féminins, avec des gonades réduites a de fines

bandelettes fibreuses et il existe un impubérisme.

Le chromosome Y isodicentrique (idic(Y)) constitue I’une des anomalies structurales du chromosome Y les
plus fréquemment retrouvées (Hsu 1994). Il s’agit d’un isochromosome qui contient deux copies du méme
centromere, avec un point de cassure situé¢ le plus souvent au niveau du bras opposé, sur la bande adjacente
au centromere (Tharapel 2005). 11 est appelé pseudo-dicentrique (psudic) quand un des deux centroméres est
inactif. Lorsque le point de cassure est situé sur le bras long, le chromosome Y anormal contient deux
exemplaires du bras court, deux centromeres et deux exemplaires de la partie la plus proximale des bras
longs. A I’inverse, lorsque le point de cassure est situé sur le bras court, le chromosome Y anormal contient
deux exemplaires du bras long, deux centromeéres et deux exemplaires de la partie la plus proximale des bras

courts. Ce chromosome ¢€tant instable, il est souvent retrouvé en association avec une lignée cellulaire 45,X.

3.2.4  Chromosomes Y en anneau
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Il s’agit d’un chromosome Y anormal qui comporte deux points de cassure, ’un sur le bras long et ’autre
sur le bras court. Les deux extrémités coupées s’associent pour former une structure circulaire, « en
anneau », 1(Y). Il s’agit donc d’un chromosome auquel il manque au moins I’extrémité terminale des bras
courts et longs, et potentiellement une portion supplémentaire en Yp et/ou Yq. De méme, ce chromosome
est souvent retrouvé en association avec une ou plusieurs lignées cellulaires différentes du fait de son

instabilité.

3.25  Les polymorphismes du chromosome Y

3.25.1 Longueur de I'hétérochromatine

La partie hétérochromatique en Yql2 du chromosome Y humain présente des tailles différentes selon les

individus, sans entrainer d’anomalies phénotypiques.

.3.2.5.2 Satellites du chromosome Y

La présence de satellites aux extrémités du bras long du chromosome Y (Y(qs) est considérée comme une
variation normale sans incidence phénotypique. Ces chromosomes proviennent de translocations impliquant
les extrémités Yq et le bras court d’'un chromosome acrocentrique (chromosomes 13, 14, 15, 21, et 22), le
plus souvent le chromosome 15 (Kuhl et al. 2001; Schmid et al. 1984). La perte de la région PAR2 du
chromosome Y a également ét¢ décrite chez plusieurs patients porteurs d’un Yqs (Kuhl et al. 2001).

Il a également été rapporté dans la littérature un cas de satellite du bras court du chromosome Y, chez un

homme fertile sans anomalie phénotypique (Lin et al. 1995).
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.3.25.3 Inversions du chromosome Y

Les inversions du chromosome Y sont le plus souvent considérées comme des variants sans conséquence
phénotypique.
Les inversions correspondent & un chromosome au sein duquel un segment chromosomique est orienté en
sens inverse (changement de direction a 180°), mais conserve sa localisation habituelle (Tharapel 2005). Ces
inversions résultent de deux cassures dans deux régions différentes d’'un méme chromosome, suivies du
recollement du segment inversé.
Il existe deux types d’inversion chromosomique, selon que le centromere soit impliqué ou non dans la
recombinaison :

1/ les inversions péricentriques, qui impliquent les deux bras court et long du chromosome (le
centromere est donc situé dans le segment inversé);

11/ les inversions paracentriques, qui n’impliquent qu’un bras, court ou long, du chromosome remanié

(I’inversion est donc localisée en dehors de la région centromérique).

Les inversions péricentriques du chromosome Y (inv(Y)(pl1ql1)) sont le plus souvent héritées. On estime
qu’elles sont présentes a 1’état de variant normal dans 0,06% des cas (Zeuthen and Nielsen 1973) . Elles sont
cependant beaucoup plus fréquentes (30,5%) dans une communauté indienne musulmane d’Afrique du Sud
(Bernstein et al. 1986). Elles entrainent une infertilit¢ masculine lorsque qu’elles sont associées a une
délétion dans les régions AZF.

Les inversions paracentriques du bras long du chromosome Y, quant a elles, n’ont été¢ décrites que trés

rarement dans la littérature (Liou et al. 1997; Madan 1995; Queipo et al. 2005; Rottger et al. 2000).

3.3 Les microdélétions du chromosome Y
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3.3.1 Historique

Le rdle majeur joué par le chromosome Y dans la détermination du sexe est connu depuis longtemps (gene
SRY). Ce n’est que plus tardivement que 1’on a exploré son implication dans la fertilité masculine. En 1976,
Tiepolo et Zuffardi ont mis en évidence pour la premiere fois le rdle prépondérant du chromosome Y dans le
controle de la spermatogenese (Tiepolo and Zuffardi 1976). Réalisant 1’analyse cytogénétique de 1170
hommes infertiles, ils ont montré que 6 d’entre eux présentaient une délétion macroscopique de la partie
terminale euchromatique du bras long du chromosome Y, dont le point de cassure se situait en Yqll. Ces 6
hommes étant azoospermiques, ils ont dénommé cet intervalle de délétion AZF (azoospermia factor) et
suggéré la présence de facteurs de contrdle de la spermatogenese dans cet intervalle.

L’essor des techniques de biologie moléculaire et le séquengage ont permis de confirmer I’existence de
geénes impliqués dans la fertilit¢ masculine dans cet intervalle. L’utilisation de sondes ADN en technique
PCR (Polymerase chain reaction) a permis de détecter chez des hommes azoospermiques et
oligozoospermiques des délétions interstitielles de petite taille dans la région AZF, non repérables avec les
techniques cytogénétiques classiques. L’analyse de ces microdélétions (délétions interstitielles touchant
moins de 2.10° nucléotides) a abouti a I’identification en Yql1 de 3 loci porteurs de génes impliqués dans le
contrdle de la spermatogenese, et donc de 3 régions AZF qu’on pensait non chevauchantes : AZFa dans
I’intervalle 5, AZFb qui chevauche les intervalles 5 et 6, et AZFc dans I’intervalle 6 (figure II1.1 page 38)

(Vogt et al. 1996).
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La cartographie physique du chromosome Y (Kuroda-Kawaguchi et al. 2001; Tilford et al. 2001) a permis
de préciser la structure des régions AZF et de montrer que les régions AZFb et AZFc étaient partiellement
chevauchantes (Repping et al. 2002; Skaletsky et al. 2003). Ainsi, Repping et collaborateurs ont propos¢ une
classification plus précise des délétions de la région MSY en 4 types de délétions (Repping et al. 2002). Ces
délétions sont des événements de novo qui proviennent de phénoménes de recombinaisons intra-

chromosomiques entre des séquences homologues (Kuroda-Kawaguchi et al. 2001; Skaletsky et al. 2003).

3.3.2  Lesdifférents types de délétions de la région MSY

3.3.2.1 La région AZFa

La région AZFa est localisée dans la partie proximale de Yql1, dans l'intervalle 5 de la carte génétique de
Vollrath et collaborateurs (Figure II1.1) (Vollrath et al. 1992). Sa taille est estimée a environ 800 Kb. Elle
contient 2 geénes, d’expression ubiquitaire et présents en copie unique sur le chromosome Y : USPIY et
DDX3Y.

Les délétions AZFa résultent de recombinaisons homologues intra-chromosomiques entre deux séquences
rétrovirales HERV15 (Human Endogenous Retroviral 15) qui bornent la région AZFa et qui présentent une
forte homologie de séquence(Figure I111.4) (Blanco et al. 2000; Kamp et al. 2000; Sun et al. 2000). Elles

enlévent les deux geénes USP9Y et DDX3Y.

.3.3.2.2 La région AZFb

La taille de la région AZFb est estimée entre 6,2 et 7,7 Mb (Repping et al. 2002). Elle couvre partiellement

la région AZFc (Figure II1.5 page suivante).
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Les microdélétions de la région AZFb du premier modele (Vogt et al. 1996) correspondent a des délétions
entre le palindrome P5 et le palindrome P1 proximal (P1.2) qui est localisé dans la région AZFc. Repping et

collaborateurs ont également identifi¢ une autre délétion affectant la région
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AZFb, se situant entre le palindrome P5 et le palindrome P1 distal (P1.1) localisé également dans la région
AZFc. Cette délétion correspond aux microdélétions de la région AZFb+c du premier modele. Une délétion
beaucoup plus rare, localisée entre le palindrome P4 et la partie distale du palindrome P1, a également été
décrite. Ces délétions résultent d’une recombinaison le plus souvent homologue entre le palindrome P5 ou
P4, et la partie proximale ou distale du palindrome P1 (Repping et al. 2002; Vogt 2004).
La région AZFb contient des génes qui ne sont présents qu’au niveau de la région AZFb (HSFY, elF-1AY,
SMCY), et d’autres qui possedent une ou plusieurs copies dans la région AZFc (BPY2, CDY, DAZ). Elle
renferme également les copies fonctionnelles de deux familles de génes qui sont présents en copies

multiples le long du chromosome Y : RBMY et PRY.

.3.3.2.3 La région AZFc

La région AZFc est localisée dans l'intervalle 6C-6F de la carte de Vollrath, jouxtant I’hétérochromatine. Sa
taille est estimée a 3,5 Mb. La région AZFc est constituée de 6 familles différentes d’amplicons (Figure
II1.5). Le nombre élevé d’amplicons dans cette zone suggére un polymorphisme trés important dans la
région AZFc (Yen 2001).

Les délétions AZFc résultent d’une recombinaison homologue entre les amplicons b2 (au sein du
palindrome P3) et b4 (au sein du palindrome P1) de la région AZFc (Kuroda-Kawaguchi et al. 2001).

Onze familles de transcrits ont pu étre détect¢ dans AZFc, d’expression testiculaire exclusive ou quasi-
exclusive, mais la région porte au total 27 génes potentiellement fonctionnels. Présent en copies multiples
dans la partie euchromatique du chromosome Y, DAZ (appelé€ aussi SPGY) est un bon candidat de la région
AZFc qui porte les copies fonctionnelles du geéne. Il code pour une protéine de liaison a I’ARN spécifique
du testicule (Reijo et al. 1995). La protéine DAZ contient un motif RRM (RNA recognition motif) et
plusieurs copies d'une unit¢ DAZ de 24 acides aminés (Reijo et al. 1995; Saxena et al. 1996). La répétition

DAZ serait impliquée dans les interactions protéine-protéine (Tsui et al. 2000). Dans la région AZFc, le
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gene DAZ serait présent en 4 copies regroupées en deux groupes distincts au milieu de la région AZFc. Ces
deux clusters, distants de 1,47 Mb, seraient constitués d'une paire inversée de genes DAZ : le doublet
DAZ1/DAZ2 au sein du palindrome P2, et le doublet DAZ3/DAZ4 au sein du palindrome P1 (Fernandes et

al. 2002; Saxena et al. 2000).

3.3.24 Les délétions partielles en AZFc

Trois délétions supplémentaires affectant la région AZFc, appelées délétions AZFc partielles car elles ne
touchent qu’une partie de la région, ont été identifiées récemment (Figure I11.5 et tableau III.1) (Fernandes
et al. 2002; Fernandes et al. 2004; Repping et al. 2003; Repping et al. 2004):

1/ les délétions gr/gr, qui résultent d’une recombinaison entre les amplicons gl/r1/r2 et g2/r3/r4.
Elles enlévent 1,6 Mb de la région AZFc, soit la moitié des génes de cette région. Elles n’enlévent pas la
totalit¢ des copies de genes d’une méme famille de la région AZFc, mais entrainent la diminution du nombre
de copies de 5 familles de génes. Elles sont responsables en particulier de la perte de deux copies du gene
DAZ sur les quatre ;

ii/ les délétions b1/b3, qui résultent d’une recombinaison entre les amplicons bl et b3 de la région
AZFc. Leur taille est identique a celle des délétions gr/gr mais elles affectent une partie plus proximale de la
région AZFc et sont beaucoup moins fréquentes. Elles sont responsables de la suppression du géne PRY et
de la diminution du nombre de copies d’un certain nombre d’autres genes localisés dans cette zone ;

iii/ les délétions b2/b3 (appelées également u3-gr/gr ou gl/g3), qui ne résultent pas d’une

recombinaison homologue mais interviennent entre des variants inversés de la région AZFc.

3.3.3  Conséquences cliniques des microdélétions du chromosome Y
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Les microdélétions du chromosome Y constituent la cause moléculaire la plus fréquente des azoospermies et
des oligozoospermies séveres (moins de 5 millions de spermatozoides/ml) d’origine non-obstructive. Krausz
et Degl’Innocenti estiment qu’elles sont retrouvées dans 10 & 18% des cas dans ce contexte précis (Krausz
and Degl'Innocenti 2006b). Elles sont retrouvées plus fréquemment en cas d’azoospermie que
d’oligozoospermie sévere (15% versus 5-7%). Elles sont retrouvées presque exclusivement chez les patients
présentant une numération en spermatozoides inférieure a 1 million/ml, et beaucoup plus rarement chez des
patients avec une numération en spermatozoides comprise entre 1 et 5 millions/ml (Simoni et al. 2004). La
délétion la plus fréquemment retrouvée est la délétion de la région AZFc (environ 60% des cas), suivie des
délétions AZFb et AZFb+c ou AZFa+b+c (environ 35%). Les délétions AZFa sont les moins fréquentes

puisqu’elles sont identifiées dans environ 5% des cas (Krausz and Degl'Innocenti 2006b).

Le tableau III.1 résume 1’état actuel des connaissances concernant le retentissement clinique des délétions

de la région MSY et leur fréquence de survenue (Noordam and Repping 2006).

Tableau I11.1 : les délétions de la région MSY du chromosome Y
(d’apres Noordam and Repping, 2006)
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Type de Nb de génes Phénotype Fréquence
délétion toucheés Azoospermie Oligozoospermie
AZFa 2 Azoospermie (SCO) <1% 0%
P5/P1 proximal 23 Azoospermie (SCO ou arrét de 1% 0%
maturation)
P5/P1 distal 31 Azoospermie (SCO ou arrét de 1% 0%
maturation)
AZFc (b2/b4) 13 Azoospermie/oligozoospermie 6% 5%
sévere
gr/gr 6 Variable (facteur de risque 3% 3%
d’un trouble de la
spermatogenese)
b1/b3 7 inconnu / /
b2/b3 7 inconnu / /

Les délétions AZFa et P5/P1 entrainent une azoospermie avec une histologie testiculaire type SCO ou arrét
de maturation, le plus souvent en cours de méiose. Les délétions b2/b4 (délétions AZFc) entrainent un
phénotype tres variable, allant de 1’azoospermie avec un SCO a I’histologie testiculaire, a I’oligozoospermie
sévere. Cette disparité phénotypique pourrait s’expliquer par une altération progressive avec le temps de
I’épithélium séminifére, ou par I’influence de facteurs environnementaux ou génétiques (compensation par
le chromosome X ou des geénes autosomiques, présence ou non d’une mosaique 45, X) (Krausz and
Degl'Innocenti 2006b). Les délétions gr/gr sont retrouvées dans le cas d’azoospermie ou d’oligozoospermie
sévere, mais également dans une proportion moins importante chez des patients avec une numération
normale en spermatozoides. A 1’heure actuelle, I’hypothése généralement avancée est que les délétions gr/gr
constitueraient un facteur de risque d’une atteinte de la spermatogenése. La encore, des facteurs génétiques
et/ou environnementaux pourraient expliquer les variations phénotypiques constatées chez les patients
porteurs de ce type de délétion. Par ailleurs, les délétions gr/gr seraient associées a un risque augmenté de
cancer du testicule (Nathanson et al. 2005). En effet, le risque de développer une tumeur testiculaire serait
multiplié par deux chez les patients porteurs de la délétion gr/gr, et par trois en cas d’antécédent familial de

cancer testiculaire. L’implication des délétions bl1/b3 et b2/b3 dans les atteintes de la spermatogencse
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demeure controversée. Elles sont retrouvées presque exclusivement chez des patients porteurs d’un
chromosome Y de I’haplogroupe N, et qui présentent des parameétres de sperme normaux ou abaissés (Ferlin
et al. 2005; Hucklenbroich et al. 2005; Repping et al. 2004). Ces dé¢létions partielles pourraient étre

considérées comme des polymorphismes du chromosome Y.

3.34 Méthodes et indications de la recherche des microdélétions du chromosome Y chez les
hommes infertiles

L’amélioration des connaissances de la cartographie du chromosome Y a permis le développement de
nombreux marqueurs PCR sur ce chromosome. Grace a ces amorces, appelées marqueurs STS (sequence
tagged sites), la recherche des microdélétions du chromosome Y dans les régions AZF est aujourd’hui
facilement réalisée par des amplifications PCR en multiplex. En 1999, un programme Européen de détection
des microdélétions du chromosome Y a été mis en place par ’EAA (European Academy of Andrology) et
I’EMQN (European Molecular Genetics Quality Network) (Simoni 2001; Simoni et al. 1999). Grace a ce
programme, la technique de recherche des microdélétions du chromosome Y est maintenant fiable et les
résultats reproductibles entre les laboratoires qui appliquent les recommandations publiées (Simoni et al.
2004). Il est recommandé en premicre intention d’utiliser deux marqueurs STS au sein de chaque région
AZFa, AZFb et AZFc. Ce screening permet de détecter 95% des délétions du chromosome Y qui entrainent
un trouble de la spermatogenése (Simoni et al. 2004). Lorsqu’une délétion est détectée, 1’utilisation de
marqueurs STS supplémentaires permet de définir 1’étendue de la délétion. Cependant, cette technique ne

permet pas de détecter les délétions partielles.

La détection des microdélétions du chromosome Y est recommandée chez les patients porteurs d’une

infertilit¢ non-obstructive d’origine idiopathique, et qui présentent soit une azoospermie, soit une

oligozoospermie séveére de moins de 5 millions de spermatozoides par ml d’¢jaculat (Krausz and

62



Introduction
Degl'Innocenti 2006b; Simoni et al. 2004). Le dépistage couramment réalisé comporte la recherche des
délétions AZFa, P5/P1 proximal, P5/P1 distal et AZFc. Il présente plusieurs intéréts :

i/ diagnostique. La recherche des microdélétions du chromosome Y doit faire partie du bilan
génétique chez les hommes présentant une oligozoospermie ou une azoospermie d’origine non-obstructive,
et qui sont porteurs d’un caryotype normal;

Ii/ pronostique, chez des hommes présentant une azoospermie idiopathique et candidats a I’'ICSI avec
extraction de spermatozoides testiculaires. Le type de délétion AZF serait corrélé aux chances de recueil de
spermatozoides lors de 1’exploration chirurgicale testiculaire ;

iii/ dans le cadre du conseil genétique. La recherche de microdélétions du chromosome Y permet
d’apprécier le risque de transmission de I’anomalie a la descendance lors d’une prise en charge en ICSI. De
plus, le chromosome Y microdélété pourrait présenter un risque accru d’instabilit¢ mitotique lors des
premicres divisions embryonnaires, entrainant la formation d’une lignée cellulaire 45, X (Le Bourhis et al.
2000; Patsalis et al. 2005). Cette instabilité pourrait conduire a des enfants porteurs de mosaiques
constitutionnelles précoces 45, X / 46, XYdel, avec un phénotype pouvant varier depuis celui d’un gargon
porteur de la délétion du Y jusqu’a celui d’une fille porteuse d’un syndrome de Turner (45, X) en passant
par tous les stades d’ambiguité sexuelle (Patsalis et al. 2002);

iv/ préventif. Chez certains patients, il a été montré que la délétion pouvait entrainer une altération
progressive de la spermatogenése, avec évolution de 1’oligozoospermie sévere en azoospermie au cours des
années (pour revue, voir (Krausz et al. 2003)). Il serait donc trés intéressant de dépister ces hommes avant
une aggravation de leur infertilité¢, de manicre a réaliser une autoconservation préventive de sperme, et
éviter ainsi le recours ultérieur a une extraction chirurgicale de spermatozoides testiculaires (Krausz et al.

2000).

63



Introduction

4. Génome germinal et spermatogenese

4.1  Les aneuploidies dans I’espéce humaine

L’aneuploidie est définie comme une anomalie de nombre des chromosomes d’une méme paire. Si un chromosome
d’une paire manque, on parle de monosomie. Si I’un des chromosomes d’une paire est présent en triple exemplaire, on
parle de trisomie. Ces anomalies numériques sont diies a un défaut de ségrégation (que 1’on appelle « non-
disjonction méiotique ») au cours de la méiose. Il s’agit d’une anomalie qui survient de novo pendant la

gamétogenese, chez 1I’un des parents du sujet porteur, dont le caryotype est parfaitement normal.

411 Généralités

Dans I’espéce humaine, les anomalies chromosomiques (de nombre ou de structure) sont trés fréquentes
puisqu’elles sont retrouvées dans environ 50% des avortements spontanés, 6 % des grossesses évolutives et 1%
des enfants nés (Jacobs 1992). Parmi ces anomalies chromosomiques, les anomalies de nombre des
chromosomes sont les plus nombreuses, puisqu’on estime leur incidence a 35% des avortements, 4% des mort-
nés et 0,3% des enfants nés (Hassold et al. 1996). Au total, elles toucheraient plus de 5% des conceptus (Hassold
and Hunt 2001). La plupart des aneuploidies sont létales, mais certaines peuvent étres viables, comme la trisomie
13, 18, et 21, et les anomalies de nombre des chromosomes sexuels (monosomie X ou syndrome de Turner 45,
X ; syndrome de Klinefelter 47, XXY). Elles constituent la cause la plus fréquente de retard mental dans 1’espéce
humaine. Les patients porteurs d’une aneuploidie autosomique viable sont souvent atteints d’un retard mental
et/ou physique. Les anomalies des chromosomes sexuels entrainent une infertilité, des troubles du comportement

et/ou un retard intellectuel.

4.1.2  Geneése des aneuploidies dans I’espéce humaine

Les non-disjonctions méiotiques peuvent résulter de différents mécanismes (figure IV.1).
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Figure V.1 : les mécanismes de non-disjonctions méiotiques
(0"apras Hassoid et Hunl 2001).

65



Introduction
En méiose I, trois profils différents de ségrégation anormale peuvent étre observés (Hassold and Hunt
2001):

i/ la non-disjonction vraie, dans laquelle il existe une anomalie de la résolution des chiasmas en
anaphase I. Les chromosomes homologues restent donc apparié€s et migrent ensemble vers le méme pole du
fuseau ;

i1/ la non-disjonction achiasmatique, dans laquelle il existe une absence de chiasmas entre une paire
de chromosomes homologues ou la résolution des chiasmas a lieu de manicre prématurée. Les chromosomes
homologues ne se sont donc pas appariés ou n’ont pas subi de recombinaisons, et migrent de manicre
indépendante vers le méme pole du fuseau ;

111/ la séparation prématurée des chromatides sceurs au cours de la méiose I, dans laquelle ce sont les

chromatides plutdt que les chromosomes homologues qui s’orientent chacune vers un pdle du fuseau.

Au cours de la deuxiéme division méiotique, les non-disjonctions résulteraient d’une absence de séparation

des chromatides sceurs qui migreraient vers le méme podle du fuseau méiotique.

Ces différents mécanismes de non-disjonctions s’observent a des fréquences différentes selon le type de
chromosome. Par exemple, les trisomies 21 et le syndrome de Klinefelter d’origine paternelle seraient

essentiellement dii & une non-disjonction achiasmatique (Hassold and Hunt 2001).

La contribution paternelle ou maternelle a la genése des aneuploidies a été étudiée par des études de
polymorphisme de I’ADN sur cellules somatiques, a partir de conceptus atteints de trisomie ou de
monosomie. Selon ces études, la plupart de ces aneuploidies serait d’origine maternelle, mais certaines
auraient une contribution paternelle importante. L’origine paternelle dépendrait du type d’anomalie
chromosomique observé. Elle est estimée entre 0 et 30% pour les trisomies mettant en jeu un autosome (2

I’exception de la trisomie 2 ou 1’origine paternelle est en cause dans un cas sur deux), 50 et100% pour les
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trisomies impliquant un gonosome, et 60% pour les triploidies (Hassold and Hunt 2001; Zaragoza et al.

2000).

L’analyse chromosomique des spermatozoides permet de connaitre avec précision le taux d’aneuploidie
pour un patient donné et donc d’approcher de fagon plus directe la contribution paternelle de ces anomalies.
Les premicres études étaient réalisées par fécondation hétéro-spécifique homme-hamster, technique lourde
qui ne permettait I’analyse que d’un faible nombre de spermatozoides. Depuis les années 1990, la technique
de FISH (hybridation in situ en fluorescence) sur noyaux spermatiques s’est considérablement développée.
Elle présente de nombreux avantages. Elle permet notamment de réaliser I’analyse de plusieurs milliers de
spermatozoides a la fois chez le méme patient. De plus la technique de FISH est la seule permettant
I’analyse cytogénétique des spermatozoides chez des patients oligozoospermiques. Cette approche constitue
désormais la technique de choix pour étudier la constitution chromosomique des spermatozoides chez

I’homme.

4.2 Aneuploidies spermatiques et infertilité masculine : revue de la littérature

De nombreuses ¢tudes par fécondation hétéro-spécifique homme-hamster, puis par FISH sur noyaux
spermatiques, ont été réalisées chez des patients fertiles afin d’étudier les taux d’aneuploidie dans 1’espece
humaine (pour revue, voir (Martin 2006; Shi and Martin 2001a; Templado et al. 2005)). Les anomalies de
nombre des chromosomes dans 1’espéce humaine seraient comprises entre 1 et 2%, et les anomalies
chromosomiques de structure oscilleraient entre 7 et 14%. Au total, un spermatozoide sur 10 serait donc
porteur d’'une anomalie chromosomique (Guttenbach et al. 1997a). D’autre part, il existerait des variations
interindividuelles importantes dans les taux d’aneuploidie spermatique chez les hommes fertiles. Ainsi,
certains d’entre eux présentent une augmentation importante des taux d’aneuploidie pour certains des

chromosomes analysés (Rubes et al. 2005).
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Dans I’espéce humaine, tous les chromosomes peuvent étre sujets & un phénomeéne de non-disjonction
méiotique, mais la fréquence moyenne varie selon le chromosome étudié. En effet, certains chromosomes
seraient plus sujets a des non-disjonctions au cours de la méiose. C’est le cas du chromosome 21 et des
chromosomes sexuels qui présentent les fréquences de disomie les plus €levées (Martin 2005; Templado et
al. 2005). Les phénomeénes de recombinaison méiotiques pourraient expliquer ces différences de
susceptibilité aux non-disjonctions observées entre les chromosomes (Martin 2005). Le chromosome 21 est
un petit chromosome dans lequel il n’existe qu’un seul chiasma au cours de la méiose, et les chromosomes
sexuels X et Y présentent des phénomenes de recombinaison au niveau des régions PAR1 et PAR2. Si la
fréquence de recombinaison est diminuée ou si ce chiasma unique est absent au niveau des chromosomes, ils
sont beaucoup plus sensibles a un défaut de ségrégation méiotique. Par exemple, les patients chez lesquels il
existe une diminution des phénoménes de recombinaison dans les régions PAR, présentent une
augmentation des taux de spermatozoides hyperhaploides 24, XY (Hassold et al. 1991). A I’heure actuelle, il
apparait probable que les erreurs de recombinaison méiotique (nombre ou position) contribuent a la genese

des aneuploidies spermatiques (Lamb et al. 2005).

La question d’une éventuelle augmentation des taux d’aneuploidies spermatiques chez les hommes
présentant une anomalie de la spermatogenése, et donc d’un risque génétique encouru par leur éventuelle
descendance, est fondamentale dans le cadre de leur prise en charge en AMP, en particulier en technique
d’ICSI. Les patients candidats a I’ICSI sont souvent porteurs d’une atteinte de la spermatogenese que 1’on
peut qualifier de globale (ou polymorphe), a ’opposée d’une atteinte spécifique, monomorphe, d’un
parametre spermatique. En effet, ’altération de la spermatogenése est caractérisée par une diminution sévere
de la numération des spermatozoides (oligozoospermie), associée a une diminution de leur mobilité
(asthénozoospermie) et/ou d’une augmentation du pourcentage de spermatozoides atypiques
(tératozoospermie). Lorsque ces trois anomalies sont associées, on parle d’oligoasthénotératozoospermie

(OAT). Certaines ¢études ont montré une augmentation des anomalies du caryotype chez les enfants nés par
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technique d’ICSI, en particulier des anomalies des chromosomes sexuels (Bonduelle et al. 1998; Bonduelle
et al. 2002; In't Veld et al. 1995; Liebaers et al. 1995; Van Steirteghem et al. 2002). Bonduelle et
collaborateurs ont réalis¢ un diagnostic pré-natal chez 1586 conceptus issus d’ICSI (Bonduelle et al. 2002).
Ils ont mis en évidence une augmentation des anomalies chromosomiques de novo, en particulier des
chromosomes sexuels, lorsque les numérations en spermatozoides étaient inférieures a 20 millions par ml
chez les peres des conceptus. Ces études posent donc la question du risque de transmission d’une anomalie
génétique via le spermatozoide micro-injecté a la descendance des patients infertiles ayant recours a I’ICSI,
méme s’ils sont porteurs d’un caryotype somatique normal. Ainsi, les altérations quantitatives de la
spermatogenese pourraient étre associés a des atteintes qualitatives, pouvant entrainer une non-disjonction
au cours de la méiose ou des anomalies de recombinaison méiotique, et donc résulter en la production d’une

certaine proportion de spermatozoides aneuploides (Egozcue et al. 2005).

Depuis I’étude novatrice de Miharu et collaborateurs en 1994 (Miharu et al. 1994), la technique de FISH sur
noyaux spermatiques a ¢été largement employée pour 1’analyse chromosomique des spermatozoides chez les
hommes infertiles (pour revue, voir (Miharu 2005; Sarrate et al. 2005; Shi and Martin 2001a; Sun et al.

2006; Tempest and Griffin 2004; Templado et al. 2005)).

La majorité de ces études montrent une augmentation significative de la moyenne des taux d’aneuploidies
spermatiques chez les hommes infertiles comparés a une population témoin, au moins pour certains des
chromosomes analysés (Aran et al. 1999; Bernardini et al. 1998; Bernardini et al. 2000; Bernardini et al.
1997; Calogero et al. 2001b; Calogero et al. 2001a; Finkelstein et al. 1998; Lahdetie et al. 1997; Martin et
al. 2003; Mclnnes et al. 1998; Moosani et al. 1995; Nishikawa et al. 2000; Ohashi et al. 2001; Pang et al.
1999; Pfeffer et al. 1999; Rives et al. 1999; Templado et al. 2002; Ushijima et al. 2000; Vegetti et al. 2000).
L’analyse des données de la littérature suggere que les patients présentant une atteinte sévere de la

spermatogencese et porteurs d’un caryotype normal présentent une augmentation des taux d’aneuploidies
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spermatiques inversement corrélée a la numération spermatique (Calogero et al. 2001a; Liu et al. 2004;

Martin et al. 2003; Ohashi et al. 2001; Rives et al. 1999; Tempest and Griffin 2004; Vegetti et al. 2000).

Cependant, d’autres études ne montrent pas d’augmentation des taux d’aneuploidies chez les hommes

infertiles (Damri et al. 2000; Guttenbach et al. 1997b; Miharu et al. 1994; Schultz et al. 2000).

Ces discordances peuvent étre expliquées par I’hétérogénéité des populations de patients étudiés et des
techniques de FISH employées, ainsi que par la faible taille des populations. Ces études ont en effet porté
sur des populations d’hommes infertiles mal caractérisées d’un point de vue clinique et biologique. Par
exemple, ’augmentation des taux d’aneuploidie spermatique pourrait n’affecter que les infertilités d’origine
non-obstructive ou qu’une sous-population au sein des patients étudiés. A I’inverse, la présence d’une
anomalie chromosomique au niveau somatique, plus fréquente chez les hommes infertiles, pourrait entrainer
une augmentation des taux chez les patients étudiés.

Ainsi, il est indispensable de disposer de populations homogenes de patients parfaitement caractérisés sur le
plan clinique et biologique, et de taille suffisante. Cette caractérisation précise pourrait permettre
d’identifier des facteurs cliniques et/ou biologiques qui seraient corrélés a un risque d’aneuploidie

augmentée dans les spermatozoides.

L’intérét de I’étude du contenu chromosomique des spermatozoides par la technique de FISH dans

différentes situations d’infertilit¢ masculine est décrit dans la revue (Faure et al. 2005) présentée en annexe.
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5. Reéorganisation de [I'épigénome au cours de la
spermatogenese

Lors de la mitose est transmis un ensemble de génes identiques d’une cellule mére a ses deux cellules filles.
Cependant, deux cellules contenant la méme séquence d’ADN peuvent présenter des phénotypes différents, qui sont
transmis au cours de la division cellulaire. Ainsi, il existe une information stable, héréditaire et réversible qui n’est pas
codée par la séquence de I’ADN et qui participe au devenir cellulaire : cette information est qualifiée d’épigénétique.
L’épigénome correspond a I’ensemble des marques épigénétiques transmises au cours de la division cellulaire.

Dans la cellule somatique, il est maintenant établi que le support moléculaire de 1’information épigénétique implique
non seulement des modifications chimiques de la molécule d’ADN (plus précisément une méthylation des résidus
cytosines), mais aussi des modifications de la structure d’empaquetage du génome, que 1’on appelle la chromatine
(Geiman and Robertson 2002; Jaenisch and Bird 2003).

Au cours de la spermatogenese, la chromatine est globalement ré-organisée dans la cellule post-méiotique. Cette

restructuration est trés probablement impliquée dans 1’information épigénétique qui sera transmise a I’embryon.

5.1  Structure de I’épigénome dans la cellule somatique

Le génome humain est constitué de 6.10° paires de bases, ce qui représente environ un métre a 1’état déroulé. Le
diamétre du noyau ne dépassant pas quelques microns, ’ADN y est trés compacté en une structure appelée
chromatine.
La chromatine est constituée de différents éléments :

1/ une double hélice d’ADN;

ii/ les histones, protéines basiques de petites tailles divisées en cinq classes : H1, H2A, H2B, H3 et H4;

iii/ les protéines non histones, comme les HMG (High Mobility Group).
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Figure V.1 : structure de la chromatine dansla cellule somatique

a- représentation schématique d “un nucléosome. L ADN est enrmoulé 1,7 fois autour de laparticule ceeur
d’histones, constitufe d "un tétramére d histones H3-H4 et de deux diméres d’histones H2A et H2B.
Quatre extrémités N-terminales des histones sont représentées (d ‘aprés Lipinsid et al, 2000)

b- organisation schématique du nucléosome et de sa particule coeur (d ‘aprés Wolfe, 1995)

C- vue, de dessus et de profil ,de | *octamére d’histones entouré de la double hélice d ADN (@ aprés Luger
etal 1997)
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Son premier niveau de compaction correspond au nucléosome, structure discoide de 10 nm de diamétre. Un
nucléosome est constitu¢ d’'un ADN enroulé 1,7 fois autour d’une particule coeur sur une longueur de 146
paires de bases (figure V.1a). Les nucléosomes sont régulicrement espacés et reliés entre eux par de I’ADN,
appelé ADN de liaison. L’ADN de liaison est associé¢ a une histone dite « de liaison », I’histone H1, trés
riche en lysine, qui lie I’ADN entrant et sortant du nucléosome (figure V.1b). La répétition des nucléosomes
constitue une fibre de 30 nm de diametre, la fibre chromatinienne (Kornberg and Lorch 1999; Luger et al.
1997; Wolfte 1995).
La particule coeur du nucléosome est un octamére d’histones, constitué¢ d’un tétrameére H3-H4 riche en
arginine et situé¢ au centre de la structure, et de deux dimeres H2A-H2B, placés de part et d’autres du
tétramere (figure V.1c). Les histones de la particule coeur sont constituées d’un domaine N-terminal basique
et d’un domaine C-terminal globulaire. Le domaine C-terminal est impliqué dans I’interaction des histones
entre elles et dans I’enroulement de I’ADN autour du nucléosome. Les extrémités N-terminales des histones
de coeur, riches en résidus arginine et lysine, forment des bras flexibles a I’extérieur du nucléosome qui
interagissent avec les charges négatives de 1’ADN, ainsi qu’avec des facteurs pouvant étre impliqué dans
différentes fonctions de la chromatine (Hansen et al. 1998; Luger and Richmond 1998).
L’histone H1 est constituée de trois domaines : une partie centrale globulaire, et deux domaines basiques N-
et C-terminaux. Les acides aminés des deux domaines basiques peuvent étre phosphorylés ou ADP-

ribosylés.

Il existe deux types d’histones :
1/ Les histones canoniques, qui sont synthétisées et incorporées au cours de la réplication d’ADN ;

i1/ les variants d’histones, dont certains sont somatiques et d’autres spécifiques du testicule (Govin et

al. 2004; Wolffe 1995).
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5.2  Role de I’épigénome dans la cellule somatique

L’information épigénétique est impliquée dans la régulation de 1’expression des génes, mais également dans de

nombreux processus cellulaires, comme la différenciation et la prolifération (Khorasanizadeh 2004; Turner 2002).

Pendant longtemps, le seul support moléculaire connu de I’épigénome était la méthylation de I’ADN. Il s’agit d’une
modification chimique covalente qui aboutit a 1’addition d’un groupement méthyl sur un résidu cytosine de I’ADN.
Cette méthylation se produit essentiellement au niveau d’enchainements 5’CG3’, appelés ilots CpG, et fait intervenir
les DNA methyl-transférases (DNMT). Cette méthylation est principalement localisée au niveau des régions
génomiques répétées comme I’ADN satellite, et les éléments parasites comme les séquences virales et rétrovirales.
Chez les mammiféres, la méthylation de I’ADN réprime la transcription des génes en inhibant directement la liaison
de certains facteurs de transcription, ou indirectement via le recrutement de protéines qui se lient aux ilots CpG
méthylés. La méthylation de I’ADN est impliqué dans la régulation de nombreux processus fondamentaux, comme le
contrdle de la transcription des génes, le développement embryonnaire, I’empreinte génomique, ou I’inactivation du
chromosome X (Bird 2002).
On sait maintenant que la chromatine est également porteuse de nombreuses marques épigénétiques. La présence de
variants d’histones et les modifications post-traductionnelles des histones conditionnent la fonctionnalité de la
chromatine et interagissent avec de nombreux processus cellulaires. Les histones de cceur notamment peuvent étre
porteuses de modifications post-traductionnelles au niveau de différents résidus qui sont :

i/ pour les résidus lysine : 1’acétylation, la méthylation, I’ubiquitination, la sumoilation et la biotinylation ;

ii/ pour les résidus arginine : la méthylation ;

iii/ pour les résidus sérines et thréonines : la phosphorylation ;

iv/ pour les résidus acide glutamique : I’ADP ribosylation (Khorasanizadeh 2004).
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Figure V.2 : le processus d'acétylation des histones

a- Réaction d "acétylation des résidu s lysine des histones ceeur du nucléosome.

Les histones acétyl transférases (HAT) catalysent le transfert d 'un résidu acétyl sur le
résidu lysine

del 'histone, les histones déacétylases (HDAC) catalysentla réaction inverse.

b-Les différents sites d "acétylation (résidus lysine) des extrémités N-terminales des histones.
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Il a été proposé que les différentes combinaisons de ces modifications constituent un code épigénétique, le
« code histones », lu et interprété par une machinerie spécifique capable d’agir sur ces modifications (Strahl

and Allis 2000).

Parmi les modifications post-traductionnelles des histones, I’acétylation des résidus lysine a été trés étudiée.

5.3  Acétylation des histones dans la cellule somatique

L’acétylation est un processus réversible s’effectuant spécifiquement au niveau des résidus lysine des
extrémités N-terminales des histones. L histone H1 existe exclusivement sous forme non acétylée. L’histone
H2A ne présente qu’une forme monoacétylée au niveau de la lysine 5. Les histones H2B, H3 et H4 peuvent
étre mono-, di-, tri- ou tétra-acétylées au niveau des résidus lysine suivants (figure V.2b) :

1/'5,12, 15, et 20 pour H2B;

ii/ 9, 14, 18 et 23 pour H3;

111/ 5, 8, 12, et 16 pour H4 (Thorne et al. 1990).

L’¢état d’acétylation des histones dépend de deux types d’enzymes a activité antagoniste : les histones
acétyl-transférases (HATSs), qui transférent un groupement acétyl de I’acétyl coenzyme A sur les résidus
lysine des histones de coeur, et les histones déacétylases (HDACs) qui catalysent la déacétylation de ces
structures (figure V.2a). Les histones sont présentes sur toute la longueur du génome, mais I’acétylation et la
déacétylation sont ciblées par le recrutement de complexes enzymatiques a activit¢t HAT ou HDAC au
niveau de promoteurs particuliers associés aux nucléosomes cibles (Strahl and Allis 2000; Taddei and

Almouzni 1997).

Dans la cellule somatique, les modifications du degré d’acétylation des histones sont impliquées dans
différents événements cellulaires, comme le remodelage et I’assemblage de la chromatine, et la régulation de

I’expression de genes. D’une manicre générale, 1’acétylation des histones semble étre associée a une
76



Introduction
chromatine active et décompactée, et la déacétylation a une chromatine compactée et inactive
(Khorasanizadeh 2004; Strahl and Allis 2000; Turner 2002). Chez les mammiféres par exemple, la
chromatine du chromosome X inactif féminin est hypoacétylée (Jeppesen and Turner 1993; Keohane et al.
1996). Chez la drosophile, 1I’hétérochromatine est constituée de I’histone H4 sous forme monoacétylée au
niveau de la lysine 12 (Turner et al. 1992).

Il est désormais connu que de nombreux co-activateurs transcriptionnels posseédent une activit¢ HAT
intrinséque ou associé¢e, comme par exemple le complexe p300/CBP (CREB binding protein) et P/CAF
(p300/CBP associated factor) (Grunstein 1997). Inversement, de nombreux co-répresseurs de transcription
ont une activit¢ HDAC. Les complexes régulateurs de transcription fonctionnent donc en modifiant le degré
d’acétylation des histones associées aux genes cibles. Les changements structuraux entrainés par ces
modifications d’acétylation pourraient moduler la transcription des génes selon plusieurs mécanismes, qui
restent encore a ¢lucider (Hansen et al. 1998; Kornberg and Lorch 1999; Kuo and Allis 1998; Luger and
Richmond 1998; Taddei and Almouzni 1997).

En neutralisant les charges positives des résidus lysine des histones, 1’acétylation pourrait diminuer leur
interaction avec I’ADN par déplacement des extrémités N-terminales, et/ou modifier les contacts histones-
histones et histones-protéines non histones de la chromatine. Ainsi, le processus d’acétylation pourrait
modifier la conformation des nucléosomes ou agir a un niveau supérieur en entrainant une décondensation
de la fibre chromatinienne, ce qui faciliterait I’accessibilité des genes cibles a la machinerie de transcription
(Hansen et al. 1998; Kornberg and Lorch 1999; Luger and Richmond 1998).

Par ailleurs, les extrémités N-terminales plus ou moins acétylées pourraient servir de signal pour recruter sur
les nucléosomes cibles des complexes régulateurs de transcription (Strahl and Allis 2000). Par exemple, les
protéines contenant un motif particulier, le bromodomaine, ont la capacité de lier la chromatine acétylée, et
pourraient alors participer au recrutement de la machinerie transcriptionnelle, induisant 1’activation de la
transcription (Dhalluin et al. 1999; Jacobson et al. 2000).

Ainsi, ’acétylation ciblée des histones nucléosomales par recrutement d’un co-activateur a activit¢ HAT

permettrait la transcription du géne en modifiant localement la conformation de la chromatine, et/ou en servant
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de signal pour d’autres complexes. Le recrutement d’un co-répresseur a activit¢ HDAC permettrait le retour a la
configuration initiale de la chromatine, ou le relargage des complexes recrutés, entrainant une inhibition de la
synthése d’ARNm (Wade et al. 1997). Par ailleurs, les HAT et HDAC pourraient avoir comme cible d’autres
protéines que les histones, comme des facteurs de transcription ou des protéines non histones de la chromatine
(Grunstein 1997; Luger and Richmond 1998; Taddei and Almouzni 1997).

L’accessibilité de la machinerie transcriptionnelle aux régions cibles est également modulée par des facteurs de
remodelage de la chromatine. Ces facteurs, qui présentent une activit¢ ATPasique, peuvent déplacer les
nucléosomes dans les régions des genes cibles, rendant ainsi I’ADN plus accessible. Ceux-ci agiraient en
collaboration avec le processus d’acétylation/déacétylation des histones (Kornberg and Lorch 1999; Luger and

Richmond 1998; Taddei et al. 2000).

Dans la cellule somatique, les processus d’acétylation/déacétylation des histones sont ¢galement impliqués dans
I’assemblage de la chromatine. Au cours de la phase S du cycle cellulaire, la réplication de I’ADN et
I’assemblage de novo des nucléosomes sur I’ADN naissant sont concomittants. Les histones nouvellement
synthétisées dans le cytoplasme cellulaire pénétrent dans le noyau et sont incorporées dans les brins d’ADN filles
en plusieurs étapes, a I’aide de facteurs d’assemblage. Ainsi, I’histone H4 naissant est acétylée par une HAT de
type B dans le cytoplasme cellulaire au niveau des lysines 5 et 12. Le tétramére d’histones H3-H4 s’associe a
I’ADN naissant dans un état acétylé, par I’intermédiaire d’un complexe multi-protéique appelé CAF-1
(chromatin assembly factor 1). Deux dimeres H2A-H2B sont ensuite ajoutés pour former la particule coeur du
nucléosome, avant une déacétylation rapide de la chromatine naissante (Adams and Kamakaka 1999; Sobel et al.

1995; Taddei et al. 2000).

L’acétylation des histones est aussi un événement caractérisant les €tapes initiales de la restructuration post-

méiotique du génome haploide.
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Figure V.3 : remodelage de Ia chromatine au cours de la spermatogenése humaine :
variations du contenm en nucléoproteines.
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5.4  Réorganisation de I’épigénome au cours de la spermiogenése

La spermatogenése est caractérisée par des modifications trés importantes de 1’épigénome des cellules
germinales, en particulier au cours de la maturation post-méiotique des spermatides en spermatozoides. En
effet, au cours de 1’¢longation et de la condensation du noyau des spermatides, la majorité des histones est
enlevée et remplacée par d’autres protéines basiques spécifiques du testicule, les protéines de transition (TP)
puis les protamines (figure V.3). Les protamines sont responsables de la compaction a I’extréme du génome
dans une structure trés spécifique au noyau spermatique. Ainsi, dans le noyau spermatique humain, 85% des
histones sont remplacées par les protamines (Tanphaichitr et al. 1978). Un remodelage chromatinien
différent peut étre observé chez d’autres especes. C’est le cas de la souris dont le noyau spermatique est
dépourvu d’histones car celles-ci sont complétement remplacées par les protamines, ou de la carpe dont les
histones ne sont pas remplacées et persistent dans le noyau du spermatozoide.

Parallelement a cette condensation chromatinienne se produit un arrét des processus de transcription
cellulaire au début de 1’¢élongation des spermatides (Kierszenbaum and Tres 1975, 1978). Le noyau du
spermatozoide est un noyau au repos, transcriptionnellement inactif (Ward 1994). Cette mise au repos du
génome est réversible. En effet, lors de la fécondation d’un ovocyte, le pro-noyau male subit une
décondensation chromatinienne, en méme temps qu’une reprise des activités transcriptionnelle et de

réplication.

Les mécanismes impliqués dans cette réorganisation majeure et globale de la chromatine sont encore tres
mal connus a I’heure actuelle. Parmi les facteurs pouvant intervenir dans ce processus, deux ¢léments
pourraient jouer un role fondamental : 1’incorporation massive de variants d’histones, incluant les variants
spécifiques du testicule (Govin et al. 2004), et ’hyperacétylation des histones dans les spermatides en

¢longation (Rousseaux et al. 2005). Ces deux modifications majeures de 1’épigénome germinal au cours de
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la spermiogenése pourraient permettre le recrutement secondaire de facteurs et/ou de complexes
responsables de 1’enlévement des histones et de leur remplacement.

Les modifications de I’épigénome germinal au cours de la spermatogencse, ainsi que la place de
I’acétylation des histones au cours de ces événements, sont décrites dans la revue (Rousseaux et al. 2005) et

I’article original (Hazzouri et al. 2000) présentés en annexe.

5.4.1  Incorporation des variants d’histones au cours de la spermatogenése

Des modifications importantes des histones somatiques ont lieu au cours de la spermatogenéese. Celles-ci
sont partiellement remplacées par des variants somatiques et/ou des variants spécifiques du testicule, ou
coexistent avec elles des le stade spermatogonie (figure V.3) (Govin et al. 2004; Rousseaux et al. 2005).
Plusieurs variants ont été décrits pour les histones de ceeur H2A, H2B, et H3, et pour I’histone de liaison
H1 . En revanche, aucun variant de 1’histone H4 n’a été identifié¢ jusqu’a présent. Ces variants ont été
classés en trois catégories selon leur distribution cellulaire (Tableau V.1) :

i/ les variants qui sont présents en quantité équivalente dans les cellules somatiques et germinales;

11/ les variants présents dans les cellules somatiques, mais en quantité beaucoup plus importante dans
les cellules germinales;

111/ les variants présents uniquement dans les cellules germinales (Meistrich 1989).

Tableau V.1 : classification des variants d’histones en fonction de leur distribution cellulaire chez les
mammiferes (adapté de Meistrich, 1989)

81



Introduction

Histones Variants somatiques Variants somatiques Variants spécifiques
abondants dans le testicule du testicule
HI H1.2, H1.3, H1.4, H1.5, HI® HI.1 H1t, HILS1, H1t2,
Hilsl

H2A H2A.1, H2A.2, H2A.Z H2A.X, macroH2A TH2A

H2B H2B.1, H2B.2, H2B.3 pas de variant TH2B
H3 H3.1, H3.2, H3.3, CENP-A H3.3, CENP-A TH3
H4 pas de variant pas de variant pas de variant

La plupart des variants d’histones sont incorporés au cours de la méiose, et ont probablement un réle au
cours de cette étape de la spermatogenése.

Parmi les variants de I’histone de liaison HI1, le variant prédominant incorporé au cours de Ia
spermatogenese est le variant spécifique du testicule H1t, qui apparait tardivement au cours de la méiose, et

qui a donc probablement une fonction post-méiotique.

5.4.2 Remplacement des histones par les protéines de transition et les protamines au cours de la
spermatogenése humaine
C’est pendant la spermiogenése que se déroule le remplacement des histones par les TP, puis par les
protamines (figure V.3).
Chez les mammiferes, les génes codant pour les TP et les protamines sont transcrits dans les spermatides
rondes et les spermatides en début d’¢longation : les ARNm sont maintenus dans un état de traduction

réprimé et ne seront traduits que dans les stades plus avancés (Kleene 1989; Steger et al. 2000).

Chez I’homme, les TP sont des molécules basiques, riches en résidus arginine et lysine, divisées en quatre

classes : HPI1(appelée aussi TP1), HPI2 (ou TP2), HPS1 et HPS2. Elles possédent un domaine C-terminal
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identique a celui des protamines P2. TP1, protéine intermédiaire de masse moléculaire la plus importante
puisqu’elle contient 101 résidus, serait le précurseur structural des trois autres protéines de transition, ainsi
que des protamines de la famille P2 (Alimi et al. 1993; Martinage et al. 1990; Sautiere et al. 1988).

La chronologie du remplacement des protéines de transition au cours de la spermatogen¢se humaine reste
controversée. D’aprés Steger, la protéine TP1 apparaitrait dans les spermatides en cours d’élongation
(étapes 3-4) et disparaitrait dans les spermatides 5, alors que la protéine TP2 serait présente des les
spermatides 1 et disparaitrait dans les spermatides 6 (Steger et al. 1998). Prigent montre la présence de TP1
et TP2 dés les spermatides 4-5, avec un signal trés fort dans les spermatides en condensation (étape 6) qui
décroit ensuite pour atteindre des valeurs faibles dans le noyau spermatique (Prigent et al. 1998). Cependant,

ces deux études ont utilisé des techniques de détection des nucléoprotéines différentes.

Les protamines sont de petites molécules basiques riches en arginine et cystéine qui apparaissent a la fin de
1I’¢longation des spermatides chez ’homme (étapes 4-5 de la spermiogenese) (Le Lannic et al. 1993; Lescoat
et al. 1993; Prigent et al. 1996).

Chez I’homme, elles sont divisées en deux familles de protamines, P1 et P2, qui difféerent par leur masse
moléculaire, leur composition en acides aminés et leurs séquences (Ammer et al. 1986; Gusse et al. 1986).
De plus, les protamines P1 sont synthétisées sous forme mature alors que les P2 dériveraient d’un produit
précurseur, la pro-protamine pHP2, qui serait en fait TP1 (Alimi et al. 1993; Martinage et al. 1990). Chez
I’homme, la famille P1 est représentée par HP1, protéine de 50 acides aminés qui possede une partie
centrale riche en arginine supposée étre responsable de la liaison a I’ADN (Ammer et al. 1986; Balhorn
1982). Les protamines HP2, HP3, et HP4, constituent la famille P2 et possédent respectivement 57, 54 et 58,
résidus d’acides aminés. Une association de 3-4 résidus arginine est régulicrement distribuée le long de ces
molécules, et la taille et la composition en acides aminés des parties N-terminales varient d’une protéine a

I’autre (Arkhis et al. 1991; McKay et al. 1986).
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5.4.3  Acétylation des histones au cours de la spermiogenése

L’acétylation des histones pourrait jouer un role clé dans le remodelage de I’épigénome germinal au cours
de la spermatogenese, en facilitant I’enlévement des histones et leur remplacement.

En effet, dans de nombreuses espéces animales, les histones sont globalement hyperacétylées juste avant
leur remplacement par les TP et les protamines. C’est le cas chez le rat (Grimes and Henderson 1984a,
1984b; Meistrich et al. 1992; Meistrich et al. 1994), la truite (Christensen and Dixon 1982; Christensen et al.
1984), ou le coq (Oliva and Mezquita 1982). Notre équipe a montré cette hyperacétylation chez la souris et
nos travaux de recherche sur cette thématique ont donné lieu a une publication originale (Hazzouri et al.
2000) et a plusieurs revues (Rousseaux et al. 2005; Rousseaux et al. 2003; Rousseaux et al. 2004;
Rousseaux et al. 2006; Rousseaux et al. 2002), auxquels j’ai participé. Au cours de la spermatogenese
murine, nous avons montré que les histones de cceur présentaient des vagues successives d’acétylation.
Ainsi, elles sont hyperacétylées dans les spermatogonies et les spermatocytes pré-leptoténe, dé-acétylées au
cours de la méiose et dans les spermatides rondes, pour étre ensuite ré-acétylées dans les spermatides en
¢longation et en condensation, juste avant leur enlévement et leur remplacement par les TP et les
protamines. De maniere plus détaillée, nous avons pu montrer par immunofluorescence avec un anticorps
dirigé contre 1’histone H4 acétylée que le niveau global d’H4 acétylée, faible dans les spermatides rondes,
augmente trés fortement au début de 1’¢longation. Cette modification intéresse initialement I’ensemble du
noyau, puis H4 acétylée se retrouve re-localisée dans un sous compartiment plus central lors de la

condensation des spermatides, avant de disparaitre dans les spermatides condensées (Govin et al. 2007).

Le role de I’acétylation des histones dans les spermatides en ¢élongation reste mal connu. L’acétylation des
histones pourrait servir de signal pour le recrutement de facteurs et/ou de complexes permettant la
réorganisation de la chromatine, I’enlévement des histones et leur remplacement. De bons candidats sont les

facteurs possédant un motif bromodomaine. L.’étude fonctionnelle de BRDT (Bromodomain testis specific),
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une protéine a double bromodomaine, abondante dans le testicule, a montré que celle-ci a la capacité¢ de
remodeler et compacter spécifiquement la chromatine acétylée (Pivot-Pajot et al. 2003),

Mon travail a consisté a explorer les variations d’acétylation des histones au cours de la spermatogenése
humaine normale et pathologique, ainsi que chez des patients porteurs de différents types de tumeurs

testiculaires.
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OBJECTIFS

L’objectif de mon travail de theése était d’explorer le génome et 1’épigénome somatique et

germinal chez des hommes présentant des anomalies sévéres de la spermatogenese.

L’exploration génétique a concerné d’une part le génome somatique, et d’autre part le génome
germinal.

Concernant le génome somatique, nous avons approfondi 1’étude des microdélétions du
chromosome Y et leur place dans les troubles de la spermatogenése. Afin de détecter la présence
¢ventuelle de mosaiques somatiques pour le chromosome Y microdélété chez des hommes
infertiles, une technique de FISH sur métaphases lymphocytaires a été mise au point avec des
sondes détectant les trois régions AZFa, b et ¢ du chromosome Y. Nous avons étudié 44 sujets
atteints d'une oligozoospermie sévére ou d’une azoospermie, et dont la recherche de
microdélétion du Y était négative par technique de biologie moléculaire. Nous avons également
caractérisé¢ le remaniement du chromosome Y chez 3 patients porteurs d’un ré-arrangement
complexe du chromosome Y associ¢ a une population cellulaire 45, X, en ciblant
particulierement notre analyse sur les régions AZF. Cette étude nous a permis non seulement de
préciser les points de cassure impliqués et d’affiner le caryotype de ces patients infertiles, mais
aussi de mieux définir I’implication de I’anomalie du Y dans le phénotype d’infertilité.

Le génome germinal a été étudié chez des patients présentant une oligozoospermie sévere
d'origine non-obstructive sans anomalie du caryotype somatique. Cette étude a été réalisée par
une technique de FISH multi-couleurs permettant de détecter les aneuploidies spermatiques.
Elle a révélé I’existence de facteurs de risque cliniques et biologiques contribuant a augmenter

les anomalies chromosomiques spermatiques chez ces hommes.
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Concernant I’exploration de I’épigénome germinal, les données initiales manquaient sur le profil
d’acétylation des histones au cours de la spermatogenése physiologique chez I’homme et nous
avons donc caractérisé ce profil par une technique d’immunohistochimie sur coupes de biopsies
testiculaires humaines. L’étude du profil d’acétylation des histones chez des hommes dont la
spermatogenese est profondément altérée, comme dans les SCO par exemple, a révélé que
I’acétylation des histones était probablement impliquée dans le dialogue entre cellules
germinales et cellules de Sertoli, et que sa dérégulation pourrait étre associée non seulement aux

SCO, mais aussi a la genése des cancers testiculaires.
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RESULTATS

1. Geénome et spermatogenese

Une premiére partie de mon travail de these s’inscrit dans le cadre de la collaboration de notre
équipe a un PHRC (protocole hospitalier de recherche clinique) national multicentrique qui
s’intitule : « Infertilité¢ et microdélétion du chromosome Y : Incidence, risque de transmission et
impact sur le conseil génétique, le suivi des patients et la pratique de I’'ICSI ». Le but de ce
PHRC ¢était d’étudier I’'impact en AMP de la recherche d’une microdélétion du chromosome Y
chez des hommes présentant une infertilité séveére non-obstructive d’origine idiopathique
(numération en spermatozoides inférieure a 5 millions par ml d’éjaculat). L’investigateur
principal de ce PHRC est le Dr Rachel Levy et le promoteur le CHU de Saint-Etienne. Plusieurs
centres hospitaliers universitaires d’Assistance Médicale a la Procréation ont collaboré a ce
projet : Dijon (Pr C. Jimenez), Lyon (Prs JF. Guérin et H. Lejeune), Hopital Cochin (Dr C.
Patrat), Clermont-Ferrand (Dr L. Janny), et Grenoble (Drs S. Rousseaux, S. Hennebicq et AK.
Faure). Trois cents patients ont été inclus dans le PHRC de 2001 a 2005 et le suivi des patients
est prévu jusqu’en 2008. J’ai activement participé a 1’inclusion des patients infertiles recrutés
sur Grenoble et je suis responsable au niveau local de la coordination du PHRC avec les autres
centres investigateurs. Nous disposons pour chacun des patients inclus d’une caractérisation
clinico-biologique la plus complete possible (cf fiche clinico-biologique en annexes). Mon
implication personnelle dans ce PHRC m’a permis de figurer parmi les co-auteurs d’une
publication parue en 2005 dans Fertility Sterility (Aknin-Seifer et al. 2005) (voir annexes), ainsi

que dans deux publications en cours de rédaction.
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Dans le cadre de ma thése, mon travail a consist¢ a approfondir 1’exploration du génome

somatique et germinal chez ces patients infertiles.

1.1  Exploration du génome somatique dans les troubles sévéres de la
spermatogenése (Publication n° 1)

Afin d’explorer la possibilité de DI’existence de mosaique somatique pour la délétion du
chromosome Y, nous avons développé des sondes permettant de détecter les trois régions AZF
par une technique de FISH sur métaphases lymphocytaires. Nous avons réalisé 1’analyse par
FISH des régions AZF chez 44 patients azoospermiques ou oligozoospermiques, dont le
caryotype était normal, et nous n’avons pas mis en évidence de mosaique somatique pour la
delétiondu Y.

En revanche, cette analyse a permis d’affiner I’exploration du chromosome Y chez trois patients
infertiles porteurs d’un caryotype en mosaique 45, X/46, XY avec un chromosome Y remanié.
Nous avons réalisé par PCR et par FISH sur métaphases lymphocytaires une caractérisation
précise du chromosome Y remanié¢ de ces hommes, en s’intéressant plus spécifiquement aux
régions AZFa, b et c. Notre travail a non seulement permis de préciser la nature de ces ré-
arrangements complexes et les points de cassure mis en jeu, mais a également contribué a mettre
en lumiére I’impact de ces ré-arrangements sur la fertilit¢ des hommes porteurs d’un
chromosome Y remanié.

Ce travail a été soumis en Novembre 2006 a European Journal of Human Genetics (Faure et al.

2006a). Il est présenté en annexe.

89



Résultats

1.2  Exploration du génome germinal dans les troubles sévéres de la
spermatogenése (Publication n°2)

Le génome des spermatozoides a été exploré dans une sous-population de patients recrutés dans le cadre
du PHRC, qui présentent une oligozoospermie sévere. Cette ¢tude a permis d’identifier des facteurs de
risque d’une augmentation des taux d’aneuploidie spermatique chez les patients atteints d’un trouble
sévere de la spermatogenese.

Trente et un patients présentant une atteinte sévere de la spermatogenese (numération des spermatozoides
inférieure a 5 millions par ml d'éjaculat) ont été inclus dans I'étude. Nous avons analysé le contenu
chromosomique des noyaux spermatiques de ces patients infertiles par une technique de FISH, avec des
sondes détectant les chromosomes X, Y, 18, 13 et 21. Les taux d’aneuploidies obtenus ont été comparés
a ceux de 13 témoins fertiles. La fréquence des taux d’aneuploidie a ensuite été comparée entre plusieurs
sous-groupes de patients.

Nous avons observé que pres de la moitié¢ des patients infertiles (15/31) présentent une augmentation
significative des taux d'aneuploidie spermatique pour au moins un des chromosomes analysés par rapport
aux témoins fertiles (moyenne + 1,96 SD). Dans prés d’un tiers des cas (9/31), il s’agit d’une
augmentation des taux de disomie 21, dans prés d’un tiers des cas (9/31), une augmentation des taux
d’hyperhaploidie XY, et dans 19% des cas (6/31), une augmentation des taux de disomie 13. Il existe
donc chez une proportion importante de ces patients un risque augmenté de trisomie 21, de syndrome de
Klinefelter ou de trisomie 13 dans la descendance éventuelle obtenue par ICSI. De plus, nous avons
identifi¢ plusieurs facteurs de risque associés a des taux d’aneuploidie augmentés : I’intoxication
tabagique, une FSH élevée, une numération en spermatozoides inférieure a 1 million/ml, ainsi qu’une
tératozoospermie supérieure a 95%.

Ce travail, présenté en annexe, est actuellement sous presse dans International Journal of Andrology

(Faure et al. 2006b).
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2. Exploration de I'épigénome au cours de la
spermatogenese (Publication n°3)

Dans de nombreuses especes animales, le remodelage de la chromatine observé au cours de la
spermiogenese est précédé par une hyperacétylation des histones dans les spermatides en cours
d’¢longation. La premiére partiec de mon travail de thése a consisté a étudier le profil
d’acétylation des histones au cours de la spermatogenése humaine normale, et dans un deuxieéme
temps au cours de la spermatogenése pathologique, lorsque les tubes séminiféres sont dépourvus

de cellules germinales (SCO) ou lorsqu’il existe un cancer testiculaire.

Ce travail a été réalis€¢ par immunohistochimie sur coupes paraffine de biopsies testiculaires,
avec un anticorps dirigé contre I’histone H4 acétylée. Quatre patients présentant une
spermatogenese normale ont été étudi€s, ainsi que 27 patients porteurs d’une atteinte sévere de
la spermatogenese de différentes étiologies, et 6 patients atteints d’une tumeur testiculaire.

Lors de la spermatogenése normale, nous avons observé un profil d’acétylation similaire a celui
d’autres especes animales. En effet, I’histone H4 a été détectée sous sa forme acétylée dans le
noyau des spermatides en ¢élongation, juste avant leur remplacement par les TP puis les
protamines.

Dans le cas des SCO ou lorsque les tubes séminiféres étaient dépourvus de spermatocytes et/ou
de spermatides, les cellules de Sertoli présentaient une hyperacétylation massive et globale de
leur noyau. Nous avons observé le méme profil d’acétylation dans le noyau des cellules de
Sertoli lorsque les tubes séminiféres étaient dépourvus de cellules germinales mais porteurs de

CIS.
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Ces résultats suggerent que 1’hyperacétylation observée dans les spermatides en ¢longation au
cours de la spermiogenese pourrait faire partie d’une voie de signalisation entre les cellules
germinales et les cellules de Sertoli. Nos données suggerent que cette voie pourrait étre
dérégulée lors d’une anomalie sévere de la spermatogenése. Cette dérégulation pourrait
participer a la cancérogenése des tumeurs germinales du testicule.

Ce travail a été publié en 2003 dans Molecular Human Reproduction (Faure et al. 2003). I est

présenté en annexe.
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DISCUSSION

Mes travaux ont permis d’approfondir I’exploration du génome et de 1’épigénome germinal des
hommes présentant un trouble sévere de la spermatogenese. Quel est I’apport de ce travail et

quelles en sont les implications en recherche et dans le domaine médical ?

1. Geénome et spermatogenese

1.1 Exploration du génome somatique dans les troubles sévéres de la
spermatogenése

Concernant 1’exploration des ré-arrangements somatiques du chromosome Y chez les hommes
infertiles, ma premiere hypothése était que certains patients, dont le caryotype somatique est
normal, pouvaient présenter un Y microdélété a I’état de mosaique somatique (et germinale),
non détectable par les techniques d’analyse moléculaire. Nous avons donc utilisé une approche
par FISH sur métaphases lymphocytaires chez 44 patients infertiles afin de détecter la présence
des trois régions AZFa, b et c avec des sondes spécifiques de ces trois régions. Cette é¢tude n’a
révélé aucune mosaique somatique pour la délétion du chromosome Y chez aucun des patients
infertiles étudiés. Ces résultats sont en accord avec ceux de Le Bourhis et collaborateurs (Le
Bourhis et al. 2000) qui ont étudi¢ par FISH 47 patients infertiles, et qui n’ont mis en évidence
aucune mosaique somatique pour le locus DAZ. Ce résultat suggeére que, si une mosaique
somatique pour la délétion du Y existe, sa fréquence n’est pas tres ¢élevée chez les hommes

infertiles, ou le nombre de cellules porteuses d’un Y délété est faible.
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Nous avons utilisé la méme approche pour affiner I’analyse du chromosome Y remanié¢ chez
trois patients présentant une anomalie structurale du chromosome Y détectée au niveau du
caryotype (Faure et al. 2006a).

Notre approche, associant les données du caryotype somatique a une étude moléculaire et une
analyse par FISH sur métaphases du chromosome Y, a permis la caractérisation précise du
remaniement du chromosome Y chez ces trois patients présentant une azoospermie ou une
cryptozoospermie d’origine non-obstructive. Dans tous les cas, nous avons montré que ces ré-
arrangements étaient associés a une mosaique somatique avec une deuxiéme population
cellulaire 45, X, et une microdélétion d’une ou plusieurs régions AZF. De plus, 1’identification
précise des points de cassure impliqués dans le remaniement nous a permis de discuter
I’implication des régions AZF dans I’apparition de ces remaniements et dans la fertilité des

hommes atteints.

Les données actuelles de la littérature montrent que la plupart des ré-arrangements du
chromosome Y, notamment idic(Y) et r(Y), sont associés a une mosaique 45, X (Alvarez-Nava
and Puerta 2006; Hsu 1994; Jaruzelska et al. 2001; Patsalis et al. 2005; Siffroi et al. 2000). Les
phénotypes des patients vont du phénotype masculin, au phénotype féminin, en passant par
différents stades d’ambiguités sexuelles (Abdelmoula and Amouri 2005; Hsu 1994; Tuck-
Muller et al. 1995). La corrélation entre le génotype et le phénotype est rendue difficile du fait
de la variabilité dans le degré de la mosaique, mais également de la diversité des points de
cassure impliqués dans les remaniements du chromosome Y. La plupart des patients porteurs
d’un idic(Y) sont de petite taille (Abdelmoula and Amouri 2005; Tuck-Muller et al. 1995). Chez
les individus de phénotype féminin, il peut exister des stigmates de syndrome de Turner. Des
cas de gonadoblastome ont également été rapportés. Les individus masculins sont souvent

porteurs d’un hypospade, et le plus souvent azoospermiques. Dans de rares cas, il a été décrit un

94



Discussion

retard mental et deux patients sont atteints de schizophrénie (Nanko et al. 1993; Yoshitsugu et
al. 2003). Parmi les patients de phénotype masculin porteurs d’un r(Y), différentes anomalies
phénotypiques peuvent Etre observées : petite taille, hypotrophie testiculaire, micro pénis,
hypospade, azoospermie.

La structure du chromosome Y remanié¢ pourrait influencer de maniere indirecte la proportion
de cellules 45, X. Par exemple, dans le cas des idic(Y), la position du point de cassure au niveau
du bras long du chromosome Y pourrait influencer la stabilit¢ mitotique du chromosome Y.
Stuppia et collaborateurs (Stuppia et al. 1996) suggérent que plus le point de cassure est situé
dans la partie proximale, plus le chromosome Y serait instable, entrainant une perte du
chromosome Y remani¢ au cours des divisions cellulaires, et donc une proportion plus
importante de cellules 45, X. Les microdélétions du chromosome Y entraineraient également
une instabilité mitotique accrue du chromosome Y, ce qui conduirait a la formation d’une
population cellulaire 45, X (Alvarez-Nava and Puerta 2006; Jaruzelska et al. 2001; Patsalis et al.
2005; Siffroi et al. 2000). Ainsi, le chromosome Y isodicentrique pourrait étre issu d’un
chromosome Y rendu instable par une délétion compléte de la région AZFc (Vogt 2004). Les
microdélétions du chromosome Y pourraient donc étre considéré comme des « pré-mutations »
responsables d’une perte ultérieure du chromosome Y. Ces données sont confortées par les
travaux de Patsalis et collaborateurs qui ont recherché une microdélétion du chromosome Y
chez 12 patients porteurs d’un caryotype somatique en mosaique 45, X/46, XY et présentant des
stigmates de syndrome de Turner et/ou une ambiguité sexuelle. IIs ont montré que, dans un tiers
des cas, il existait une microdélétion de la région AZFc du chromosome Y (Patsalis et al. 2002).
Nos résultats sont en accord avec ces données, puisque les trois patients sont tous porteurs d’une
microdélétion du chromosome Y en association avec un caryotype en mosaique 45, X/46, XY.
Concernant le chromosome Y en anneau, Lin et collaborateurs ont étudi¢ deux patients

présentant une azoospermie non obstructive dont le caryotype avait mis en évidence un r(Y)
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avec une délétion en Yq (Lin et al. 2004). Le premier patient présentait une mosaique somatique
avec 45% des cellules 45, X, et une délétion englobant la majeure partie du bras long du
chromosome Y, incluant les trois régions AZF. Le second patient présentait un caryotype
homogéne et une délétion des régions AZFb et c. Plus récemment, Bertini et collaborateurs
(Bertini et al. 2005) ont décrit deux patients présentant une azoospermie et un caryotype en
mosaique, avec un r(Y) similaire au patient que nous avons étudié. Le premier présentait une
délétion englobant la partie terminale de la région AZFDb et la totalit¢ de la région AZFc, le

deuxiéme présentait une délétion des trois régions AZF.

Mon travail confirme non seulement les données de la littérature concernant ’instabilité du
chromosome Y lors des ré-arrangement structuraux, mais explore également I’intérét d’une
analyse précise de la structure du chromosome Y remanié, en particulier concernant la présence
ou I’absence des régions AZF. Dans ce cadre, I’analyse moléculaire des régions AZF par
technique PCR constitue une technique sensible qui permet la localisation précise des points de
cassure. Cependant, elle ne permet pas de visualiser une éventuelle mosaique pour la délétion du
Y. L’analyse par FISH sur métaphases lymphocytaires avec des sondes spécifiques des trois
régions AZF est une technique originale qui permet la visualisation des régions AZF dans les
métaphases des patients. Cette approche constitue un outil trés intéressant d’analyse des régions
AZF, puisqu’il permet de détecter une éventuelle mosaique pour la délétion du Y. Ainsi, la mise
en évidence d’une mosaique pour la délétion en AZFb chez I’un des patients infertiles porteur
d’un r(Y) suggére que la taille de la région délétée pourrait s’aggraver lors des divisions

cellulaires, et entrainer la transmission d’une délétion plus importante a la descendance.

1.2  Exploration du génome germinal dans les troubles sévéres de la
spermatogenése
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Une autre hypothése de mon travail de thése est qu’une perturbation quantitative sévere de la
spermatogenese pourrait étre associée a une plus grande fréquence de non-disjonctions
méiotiques, et donc a la production d’une plus grande proportion de spermatozoides porteurs
d’anomalies chromosomiques.

Nous avons en effet montré que les taux d’aneuploidies spermatiques sont augmentés dans pres
de la moiti¢ des cas chez des hommes porteurs d’une oligozoospermie sévere d’origine non-
obstructive. Ainsi, ces patients risquent de transmettre une trisomie 21, un syndrome de
Klinefelter ou une trisomie 13 a I’éventuelle descendance obtenu en ICSI. Ces résultats
confirment des données déja publiées (Egozcue et al. 2005; Miharu 2005; Sarrate et al. 2005), et
sont concordants avec 1’augmentation des anomalies chromosomiques de nNovo observée chez
les enfants nés par ICSI (Bonduelle et al. 2002; In't Veld et al. 1995; Liebaers et al. 1995).

De plus, nos résultats montrent que seule une partie des patients oligozoospermiques est affectée
par une augmentation des taux d’aneuploidies spermatiques, et que cette augmentation
n’implique que certains des chromosomes analysés. Nous avons donc tenté¢ d’identifier des
facteurs cliniques et/ou biologiques qui seraient associés a une augmentation des taux
d’aneuploidies spermatiques au sein de cette population d’hommes infertiles. Nous avons
identifi¢ plusieurs facteurs associés de manicre significative & une augmentation des taux de
disomies spermatiques de certains chromosomes : I’intoxication tabagique, une FSH ¢élevée, une
oligozoospermie séveére de moins de 1 million de spermatozoides par ml d’¢jaculat, et une
tératozoospermie supérieure a 95%. Bien que cette notion ait déja été mise en évidence dans la
littérature, cette analyse conjointe de I’association des taux d’aneuploidies avec plusieurs
facteurs clinico-biologiques dans le contexte d’une oligozoospermie sévere non-obstructive est
originale.

Dans la littérature, il a ét¢ montré une augmentation des taux d’aneuploidie spermatique chez

les patients présentant une numération basse en spermatozoides (Martin et al. 2003; Shi and

97



Discussion

Martin 2001a). Par exemple, Vendrell et collaborateurs ont montré qu’une numération en
spermatozoides inférieure a 1 M/ml dans 1’éjaculat, et/ou une FSH supérieure a 10 UI/I, étaient
prédictives d’anomalies méiotiques (Vendrell et al. 1999). De plus, I’analyse des taux
d’aneuploidies spermatiques, réalisée chez des hommes ayant eu une exploration chirurgicale, a
mis en évidence des taux d’aneuploidies spermatiques plus ¢élevés dans les spermatozoides
¢pididymaires et testiculaires comparés aux spermatozoides ¢éjaculés (Burrello et al. 2005).
Ainsi, il apparait probable que plus ’atteinte de la spermatogeneése est sévere, plus le risque de
mal-ségrégation méiotique est élevé. En revanche, d’autres études n’ont pas retrouvé de
corrélation entre les taux d’aneuploidie et les numérations spermatiques (Damri et al. 2000;
Miharu et al. 1994; Schultz et al. 2000).

En ce qui concerne le lien entre taux d’aneuploidie et morphologie spermatique, les données de
la littérature sont contradictoires (pour revue, voir (Shi and Martin 2001a; Sun et al. 2006).
Certaines anomalies morphologiques, affectant la téte et/ou 1’acrosome des spermatozoides,
pourraient étre associé a une augmentation des taux de disomie (Machev et al. 2005; Sun et al.
2006). La seule situation ou il existe un lien direct entre tératozoospermie et aneuploidies
spermatiques concerne les patients porteurs de spermatozoides macrocéphales poly-flagelles,
puisqu’il a été mis en évidence que ces spermatozoides anormaux étaient tous polyploides ou
aneuploides (Devillard et al. 2002).

Plusieurs autres facteurs de risque d’une augmentation des taux d’aneuploidies spermatiques ont
¢été identifiés, comme 1’age avancé (Sloter et al. 2004), ou certains modes de vie, comme le
tabac ou I’alcool (Robbins et al. 2005). Ainsi, Rubes et collaborateurs (Rubes et al. 1998) ont
montré une augmentation des taux de disomie X, Y et 8 chez des fumeurs dont le statut de
fertilité n’était pas connu. De méme, Shi et collaborateurs ont montré une augmentation des

taux de disomie 13 chez les fumeurs comparés a une population de non-fumeurs. Aucune
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différence significative n’a en revanche été constatée pour les taux de disomie 21 et les
hyperhaploidies XY (Shi et al. 2001b).

Peu d’études se sont intéressées a I’impact des pesticides sur les taux d’aneuploidie
spermatique, et leurs résultats sont contradictoires (pour revue voir (Harkonen 2005; Martin
2006)). Certaines €tudes n’ont pas rapporté¢ d’augmentation des taux d’aneuploidie pour les
chromosomes analysés. D’autres ont mis en évidence au contraire une augmentation

significative. Il semblerait qu’un effet dose puisse expliquer ces discordances.

Ainsi, nos résultats, combinés aux données de la littérature, montrent qu’une analyse
chromosomique par FISH des spermatozoides est pertinente chez les patients porteurs d’une
oligozoospermie sévere d’origine non-obstructive avant prise en charge en technique d’ICSI.
Cependant, il parait difficile en pratique de réaliser une analyse par FISH des spermatozoides
chez tous ces patients dans le cadre du bilan pré-ICSI. L’identification de facteurs de risque
permet de cibler les patients pour lesquels il serait souhaitable de réaliser cette analyse. Elle
pourrait également permettre dans certaines situations de conseiller les patients concernés, afin
de diminuer les taux de disomie spermatique avant une prise en charge en ICSI, comme 1’arrét
d’une exposition au tabac ou a un toxique. D’autres facteurs favorisant la diminution des taux
d’aneuploidie spermatique pourraient également étre identifiés dans un futur proche. Par
exemple, une ¢étude a rapporté une diminution des taux d’aneuploidie spermatique chez des

patients ayant bénéfici¢ de médecine Chinoise (Tempest et al. 2005).
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2. Exploration de I'épigénome au cours de la
spermatogenese

En ce qui concerne 1’é¢tude de I’épigénome germinal, mes travaux ont montré que chez
I’homme, comme dans d’autres especes, une acétylation globale des histones préceéde leur
enlévement et leur remplacement au cours de la spermiogenese. Une hyperacétylation massive
de 1 ’histone H4 a en effet lieu dans les spermatides depuis le début de leur élongation jusqu’a
leur condensation, moment ou les histones sont enlevées. De maniere surprenante, lorsque la
spermatogenese est absente (SCO) ou tres sévérement altérée, nous observons une perturbation
importante du profil d’acétylation des histones dans les cellules de Sertoli. En effet, le noyau
des cellules de Sertoli est peu ou pas acétylé au cours de la spermatogenese physiologique. En
revanche, nous observons que le noyau des cellules de Sertoli présente une hyperacétylation
globale et massive en 1’absence de cellules méiotiques et post-méiotiques. Cette observation est
faite chez tous les patients analysés, et donc dans des contextes pathologiques différents. Ceci
suggere que I’hyperacétylation globale des histones pourrait faire partie d’une voie de
signalisation importante dans le dialogue entre cellules de Sertoli et cellules germinales, qui
serait dérégulée lorsque la spermatogenése est trés séverement altérée. De plus, la méme
hyperacétylation globale du noyau affecte les cellules de Sertoli présentes au sein de tubes
séminiféres dépourvus de cellules germinales, mais porteurs de cellules CIS, précurseurs
supposés des cancers testiculaires. Une hypothése serait que I’hyperacétylation anormale des
cellules de Sertoli ait un effet dérégulateur global des signaux envoyés aux cellules germinales,
favorisant ainsi la tumorigenése. Nos travaux nous conduisent a émettre 1’hypothése d’un lien

moléculaire entre les anomalies de la spermatogenése (et plus particulierement les SCO), et les
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cancers du testicule, qui impliquerait le processus d’acétylation des histones. Or ces deux entités
ne sont associées actuellement que d’un point de vue clinique et épidémiologique, dans le cadre

du TDS.

Afin d’explorer le lien entre I’absence de cellules germinales au sein des tubes séminiféres et
I’hyperacétylation massive et globale observée dans le noyau des cellules de Sertoli, nous avons
¢tudié chez la souris différentes situations associant une déplétion en cellules germinales : des
souris pré-puberes, des souris traitées par un agent alkylant, le busulfan, et enfin des souris
génétiquement modifiées qui ne produisent pas de cellules germinales males (souris X, O Sry +,
en collaboration avec Paul Burgoyne, Mill Hill, UK). L’acétylation de I’histone H4 a été
analysée en immunohistochimie sur des coupes testiculaires de souris prépuberes au 6eme,
9¢me, et 16eme jour aprés la naissance. A aucun de ces stades les cellules de Sertoli ne
montraient une hyperacétylation. Des souris adultes traitées au Busulfan, dont les cellules
germinales avaient totalement disparu des tubes séminiféres, n’ont pas montré d’augmentation
du niveau d’acétylation d’H4 dans les cellules de Sertoli. Enfin, chez des souris males
génétiquement incapables de produire des cellules germinales et présentant des testicules de
type SCO, nous n’avons pas non plus observé d’hyperacétylation d’H4 dans les cellules de
Sertoli. Ainsi, la seule absence des cellules germinales n’est pas suffisante pour induire
I’hyperacétylation globale des cellules de Sertoli. Celle-ci n’est pas observée non plus au sein
des cellules de Sertoli en divisions mitotiques actives, comme par exemple lors de la période
pré-pubertaire. Il est cependant probable qu’aucun des trois « mode¢les » murins étudiés ne
correspond a la situation des SCO observée chez les patients.

Ces résultats amenent plusieurs informations fondamentales concernant I’hyperacétylation que
nous avons observée au cours de la spermatogenese pathologique chez I’homme. Premi¢rement,

cette hyperacétylation n’est pas une voie de signalisation impliquée dans le développement
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testiculaire normal chez la souris. Deuxieémement, la seule absence des cellules méiotiques et
post-méiotiques au sein des tubes séminifeéres n’est pas suffisante pour induire le phénotype
d’hyperacétylation. Troisiémement, ce phénotype est probablement corrélé a une déplétion
secondaire et a long terme des cellules germinales au sein des tubes séminiferes.

Notre hypothése est que cette voie pourrait étre spécifiquement reliée a une anomalie de la
différenciation testiculaire aux stades précoces du développement embryonnaire, au moment de
la mise en place du dialogue entre cellules germinales et cellules de Sertoli au sein du testicule
en formation. Nos résultats, associés a la mise en évidence du réle de certains produits toxiques,
comme les perturbateurs endocriniens, confortent I’hypothése de Skakkebaeck et collaborateurs
sur la mise en place du TDS. L’organisation cellulaire au sein des tubes séminiféeres en
formation dans le testicule foetal parait essentielle dans la genése du TDS (Sharpe 2006; Sharpe
et al. 2003a). Ainsi, ce syndrome pourrait étre la résultante d’une dérégulation in utero d’une
seule et méme voie de signalisation moléculaire. C’est cette dérégulation qui serait impliquée
dans les troubles de la différenciation testiculaire, les atteintes de la spermatogenése et la

carcinogengse.

Dans la cellule somatique, 1’acétylation des histones est connue pour étre impliquée dans la
régulation de I’expression des geénes, et d’autres processus importants de régulation cellulaire
(Khorasanizadeh 2004; Turner 2002). Une augmentation globale de I’acétylation des histones,
telle que celle observée dans les cellules de Sertoli dans le contexte d’une perturbation sévere de
la spermatogenese, pourrait donc perturber la signalisation locale et entrainer, des les étapes de
différenciation in utero dans la gonade en formation, soit 1’apoptose des PGC, entrainant la
formation de tubes SCO, soit une anomalie de la différenciation des PGC, lesquelles
évolueraient plus tard en cellules CIS, précurseurs présumés des cancers testiculaires. Cette

hypothése reste cependant a confirmer.
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Afin de mieux comprendre les causes et conséquences de I’hyperacétylation des histones
observée dans les cellules de Sertoli des patients présentant un SCO, plusieurs approches sont
envisagées.

L’une d’elle consiste a étudier un modele murin de SCO plus proche de la physiopathologie des
SCO observés chez les patients. Par exemple, des souris cryptorchides ou traitées in utero avec
des perturbateurs endocriniens pourraient étre un bon modele d’étude.

L’autre consiste a explorer les autres éléments connus de la voie de signalisation par
I’acétylation des histones, comme par exemple les HDACs et les HATs dont 1’équilibre définit
le niveau d’acétylation global dans les cellules. Nous avons montré chez la souris que le niveau
d’expression de plusieurs HADCs diminuait de maniére trés significative dans les spermatides
en cours d’¢longation, au moment méme ou nous observons 1’hyperacétylation des histones
dans ces cellules (Hazzouri et al. 2000; Rousseaux et al. 2003; Rousseaux et al. 2002). De plus,
alors que les histones sont normalement hypoacétylées dans les spermatides rondes, un
traitement par un inhibiteur des HDACs entraine une augmentation globale de leur acétylation,
suggérant que les HDACs sont importantes pour le maintien d’un faible niveau d’acétylation
dans ces cellules. Ainsi, une hypothése est qu’une dérégulation de la balance HATs/HDACs
pourrait intervenir dans I’hyperacétylation des cellules de Sertoli observée chez les patients

présentant un SCO.
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CONCLUSION GENERALE

Mon travail de thése avait pour but d’approfondir I’exploration du génome et de 1’épigénome
somatique et germinal chez les patients atteints d’un trouble sévere de la spermatogenese. Nos
résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour la prise en charge des patients infertiles,

notamment dans le cadre de I’'ICSI.

Concernant I’exploration du génome somatique, nos travaux montrent que, si elles existent, les
mosaiques somatiques pour la délétion du chromosome Y constituent un événement rare. Elles
ne peuvent par conséquent pas expliquer des infertilités masculines chez des patients dont la
recherche d’une microdélétion s’est révélée négative par technique de biologie moléculaire. Par
ailleurs, la caractérisation précise des ré-arrangements du chromosome Y chez les hommes
infertiles porteur d’un Y remanié a montré tout son intérét pour affiner le caryotype de ces
patients, qui peut étre initialement erroné ou incomplet. De plus, la recherche des régions AZF
apporte des arguments pouvant orienter la décision lorsqu’une indication de biopsie testiculaire

est discutée.

Concernant le génome germinal, nos travaux montrent que les taux d'aneuploidies spermatiques
sont fréquemment ¢levés chez les hommes présentant une atteinte sévere de la spermatogencse,
en particulier dans certaines circonstances cliniques et/ou biologiques que nous avons
identifiées. Ces données nous ameénent a recommander la réalisation d’une analyse
chromosomique des spermatozoides par FISH avant toute prise en charge en ICSI de ces

patients, lorsqu’un ou des facteurs de risque sont identifiés. Cette analyse contribuera a
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améliorer le conseil génétique que doivent recevoir ces couples en attente d’ICSI, afin de mieux

apprécier le risque d’aneuploidie encouru par leur éventuelle descendance.

Concernant 1’exploration de I’épigénome germinal au cours de la spermiogenese, nos résultats
ouvrent de nombreuses perspectives de travail. Parmi elles, la recherche d’anomalies génétiques
dans les génes codant pour des facteurs de réorganisation post-méiotique de la chromatine
pourrait permettre d’expliquer certains cas d’infertilit¢ masculine.

Parmi eux, BRDT est un bon candidat puisqu’il a la capacité de compacter la chromatine
acétylée, ce qui suggere qu’il pourrait jouer un role clef dans 1’enlévement et le remplacement
des histones au cours de la spermiogenése (Pivot-Pajot et al. 2003). Nous avons entrepris de
détecter d’éventuelles mutations dans le géene BRDT chez des patients porteurs d’une atteinte
sévere de la spermatogenese. Cette approche pourra étre étendue a 1’étude d’autres génes

candidats jouant un role dans le remodelage de 1’épigénome germinal.
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FICHE CLINICO-BIOLOGIQUE - BILAN AVANT MICRO-INJECTION

NOM — Prénom du patient :
Taille (cm) :

Origine (pays) du pére et Grand-pére paternel :

Nom du médecin urologue/andrologue :
Nom du médecin gynécologue :
Nom du biologiste :

e  Antécédents urologiques ? Oul [

Date de naissance :

NON [

Infectieux:
Chirurgicaux :

e  Traitements médicaux pouvant altérer la spermatogenése (cf liste) :

. Exposition accidentelle ou réguliere (professionnelle par exemple) a des substances toxiques (cf liste) (indiquer la durée de

I'exposition et la date de fin d'exposition) :
. Pathologies familiales (notamment ORL, digestives, pulmonaires...)
cig. /j pendant

. Consommation de tabac

. Spermogrammes et spermocytogrammes (au moins 2 spermogrammes a 10 semaines d'intervalle)

DATES (délai d'abstinence en jours)

Volume (ml)

pH

Numeération (Millions/ml)

Mobilité progressive (Yo aetb)

Vitalité (% spermatozoides vivants)

Anomalies morphologigues (% anormaux+ IAM)

. Spermoculture (date et résultat, incluant recherche de Chlamydiae et Mycoplasmes)
e  Sérologie Chlamydiae et Mycoplasmes (dates)
e  Anticorps anti-spermatozoides : MAR test ou ACAS (dans le plasma séminal)

. Examen clinigue UROLOGIQUE (date :

. Volume testiculaire - a D : <5ml [1/5-10ml [1/ 10 15ml 1/ >15ml [J

-aG:<5mlJ/5-10ml 1/ 10-15ml [1/>15ml [

e  Cryptorchidie & l'age adulte ou testicule rétractile

NON [];sioui,gradeaD___ ,aG__
Opéré: OUI [] (date :

. Palpation des déférents et des épididymes (présence, anomalies) :

. Varicocéle oul ]

e  Echographie scrotale :

Technique utilisée

) NON [

e  Echographie endorectale :

. Bilan hormonal plasmatique :

Dates (lieu, dosage et normes)

FSH (UI/])

LH (UI/l)

Testostérone (biodisponible ou totale)

Inhibine B (pg/ml)

Autre :

. Margueurs dans le liquide séminal :

Dates

o -Glucosidase par éjaculat

Fructose

Autre:

. Caryotype lymphocytaire (date et lieu)

Si cet examen n'a pas encore été réalisé, il est alors préférable que la prescription soit faite lors de la premiéere

consultation en Biologie de la Reproduction par le médecin biologiste.
. Exploration scrotale — ponction - biopsie testiculaire (date) :

Présence de spermatozoides épididymaires :

Hypospermatogenése en foyer [
Dilacération des BT :

Présence de spermatozoides : NON [ OUI [

NON [ OUI [

Hypospermatogenése homogeéne [

congélation [1NON [ OUI [J
Anapath : SCOS [ Blocage de la spermatogenése homogéne dans tous les tubes [

congélation [1NON [ OUI ]
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CONSENTEMENT POUR UNE ETUDE GENETIQUE
CHEZ UNE PERSONNE MAJEURE

Consentement établi en deux exemplaires dont un a été remis a 1’intéressé (e)

Je soussigné(e)

demeurant a

demande au Docteur

que soit effectué chez moi un prélévement de sang afin de faire réaliser par analyse moléculaire, une
étude génétique qui peut aider au diagnostic ou a la prévention de la maladie dont je souffre

ou que présente(nt) un (ou plusieurs) membre(s) de ma

famille.
Je déclare avoir été pleinement informé(e) de la nature des études qui seront effectuées sur mon sang et
des conséquences éventuelles des résultats qui peuvent m’€tre donnés. J’ai bien noté que les résultats de
cette étude ne seraient transmis qu’a moi seul(e) et ne pourront étre communiqués sans mon autorisation
expresse.
Il m’a été précisé que
- cette étude peut s’étendre sur plusieurs années ; le prélévement de sang peut donc étre conservé
le temps nécéssaire dans une banque d’ADN ; & tout moment, je peux demander que le sang
prélevé ou les produits de celui-ci (notamment I’ ADN extrait) me soit restitués.

- Seul le Docteur ou les personnes mandatées par lui

pourront faire procéder aux examens dont il m’a parlé dans le seul objectif auquel j’ai souscrit
- A tout moment, je peux demander que 1’étude entreprise soit interrompue chez moi ou que les
résultats ne me soient pas communiqués.

Fait a Grenoble, le

Signature du Docteur Signature de I’intéressé(e)
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