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Choix du spermatozoide

Fragmentation et/ou décondensation
de I’ADN spermatique : quelles conséquences ?

Fragmentation and/or decondensation
of spermatic DNA: which consequences?
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Résumé L’absence.de fragmentation et/ou de décondensation de la chromatine est un critére
de qualité du spermatozoide ainsi qu’un facteur prédictif de la fertilité masculine et du succés
des techniques d’AMP. La fragmentation de ’ADN est favorisée par de nombreux facteurs qui
font encore l’objet de débats. Par ailleurs, de nombreux tests ont été développés pour évaluer
la fragmentation : sont-ils tous équivalents ? Une standardisation des différentes méthodes et
I’établissement de seuils discriminants fiables sont nécessaires.

© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract  Absence of DNA fragmentation and/or decondensation is a marker of sperm quality
and is related to outcome of assisted reproductive techniques: new tests have been set
up to determine fragmentation rate.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

TUNEL-PI
Introduction
ont été proposés : apoptose lors de la spermatogenése,
L’origine exacte de la fragmentation de l’ADN des sper- production de radicaux libres, altération du compactage de
matozoides n’est pas encore établie. Plusieurs mécanismes ’ADN [1].
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Les causes de la fragmentation de I’ADN

L’apoptose

L’altération de U’ADN spermatique peut s’expliquer de
différentes facons.

L’augmentation de la fragmentation de UADN peut
notamment faire intervenir le phénoméne d’apoptose.
C’est ainsi que de nombreuses études ont montré que ’on
retrouve dans les spermatozoides des marqueurs de ’apop-
tose, inhibiteurs de ’apoptose (bcl2) ou régulateurs (P53,
FAS, caspase) [2] ainsi que la présence de corps apoptiques
M540 dans le sperme humain [3].

Mais, ce phénoméne d’apoptose n’est cependant pas la
seule cause de la fragmentation de U’ADN. Des inconnues
demeurent en particulier, concernant la signification des
altérations apoptiques. En effet, différentes études mon-
trent qu’il existe une faible corrélation entre les signes
d’apoptose et la fragmentation de ADN [1], qu’il n’y a
pas de corrélation significative entre la fragmentation de
’ADN et les principales caractéristiques ultra-structurales
de ’apoptose [4].

De méme, entre ’activité caspase dans le sperme et
la fragmentation de ’ADN, la corrélation est faible [5].
Par ailleurs, la fragmentation de ’ADN peut également
se produire aprés |’éjaculation [6] ce qui montre bien
que le phénomeéne d’apoptose ne peut étre le seul méca-
nisme conduisant a une fragmentation de UADN. Enfin,
une étude utilisant le TUNEL a montré que U’altération de
I’ADN n’est pas en elle-méme, un signe d’apoptose dans
le sperme [7].

Le stress oxydatif

C’est ainsi que le role du stress oxydatif a été eévoqué.

Il existe en effet une corrélation” positive entre la
fragmentation de I’ADN et la production de radicaux libres
oxygénés [8].

Une récente étude a montré que la présence de
8-hydroxydesoxyguanosine (métabolite de la dégradation de
’ADN par le stress oxydatif) est.corrélée a la fragmentation
de ’ADN spermatique [9].

L’altération du compactage de I’ADN

D’autres données mettent en évidence une altération du
compactage de UADN. L’ADN spermatique fragmenté est
pauvre en protamine ou montre un ratio P1/P2 altéré [10]
et présente des signes d’immaturité [4].

A Uheure actuelle, [’hypothése d’une origine multiple
de la fragmentation de ’ADN est donc retenue.

Les techniques d’évaluation

Différentes techniques peuvent étre utilisées pour détecter
la fragmentation de I’ADN spermatique.
Des méthodes objectives sont présentées ci-dessous.

Le TUNEL

Il permet de quantifier ’incorporation d’UTP au niveau des
cassures de ’ADN. La quantification peut étre réalisée par
cytométrie de flux et en fluorescence.

Le COMET

Il s’agit d’une électrophorése des spermatozoides ayant été
préalablement lysés en milieu fortement alcalin. LADN est
révélé par un colorant fluorescent.

Le SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay)

Des méthodes subjectives : l’Acridine Orange Test, le SCD
test (Sperm Chromatin Dispersion) aurbleu d’aniline.

Une nouvelle méthode le TUNEL-PI

Cette méthode a été mise au point par ’équipe de ’Uni-
versité de Florence[11,12] afin d’éliminer les interférences
dues aux«corps M540. En effet, la présence de corps M540 (qui
présentent une taille et une densité semblables aux sperma-
tozoides) dans le sperme de sujets ayant des problémes de
fertilité représente un facteur de confusion dans les études
par cytométrie de flux. L’équipe de I’Université de Florence
a ainsi associé a la méthode TUNEL une coloration a l"iodure
de propidium qui permet de distinguer les corps M450 (qui ne
sont pas nucléés) des spermatozoides (nucléés).

La fragmentation de UADN a ainsi été évaluée chez
75 sujets a la fois par la méthode traditionnelle TUNEL et par
la nouvelle méthode TUNEL + coloration a l’iodure de propi-
dium (PI). Lutilisation de cette nouvelle méthode a permis
de mettre en évidence deux populations de spermatozoides
colorés avec le Pl selon Uintensité de la coloration : une
population a coloration intense et une autre a coloration
plus faible. La population a coloration faible entiérement
composée d’ADN fragmenté montre une corrélation néga-
tive significative entre le pourcentage de fragmentation et
la morphologie, la mobilité, la numération et la concentra-
tion des spermatozoides éjaculés. Dans ’autre population,
la fragmentation de I’ADN est indépendante de la qualité
du sperme.

Ainsi, il apparait que la fragmentation de UADN des
spermatozoides n’est pas nécessairement corrélée a des
parameétres péjoratifs de numération, de mobilité et méme
de morphologie. Ces données sont importantes en clinique
car elles permettent de bien distinguer les spermatozoides
qui auraient le moins de chance de féconder un ovocyte.

Conclusion

Ces différentes données montrent qu’il faut rester prudent
dans Uinterprétation des résultats. Il est utile de connaitre
les fourchettes normales des différentes techniques qui ne
sont pas équivalentes entre elles.
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D’aprés la communication d’E. Baldi

L’utilisation de ces tests doit passer par une standardi-
sation des protocoles.

D’autres études sont nécessaires pour mieux connaitre
les causes des altérations de ’ADN spermatique et pour
développer des méthodes de sélection des spermatozoides
indemnes d’altération afin de pouvoir les utiliser en AMP
dans certains cas (les couples ayant !’expérience de multi-
ples fausses couches, patient diabétique ou cancéreux).
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