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Résumé

Le surpoids et I’obésité, dont la prévalence augmente régulicrement depuis quelques
décennies, ont un impact négatif sur les fonctions de reproduction masculine. De plus, le
concept de DOHAD suggére que I’environnement trés précoce pourrait programmer a long
terme la fertilité¢ d’un individu.

L’objectif de cette these est d’évaluer, d’une part, la relation entre 1’obésité et les paramétres
spermatiques, d’autre part, I’influence de 1’environnement maternel et du développement
néonatal sur les fonctions de reproduction masculine.

Dans une étude incluant 300 hommes infertiles, nous avons observé un impact négatif de
I’obésité sur D’intégrit¢ de I’ADN spermatique. L’obésit¢ abdominale, évaluée par
impédancemétrie et mesure du tour de taille, semble également impacter sur la qualité
spermatique. Nous n’avons cependant pas observé d’influence du surpoids ou de I’obésité sur
la capacité des spermatozoides a se fixer a la zone pellucide.

Nous rapportons aussi I’histoire de 6 patients infertiles présentant une obésité¢ abdominale et
une augmentation de la fragmentation de I’ADN spermatique. Apres quelques mois de prise
en charge hygiéno-diététique, une diminution ciblée de 1’obésité abdominale et une
amélioration de I’intégrité de I’ADN spermatique et du bilan hormonal ont été observées. Les
6 couples ont par la suite obtenu une grossesse et la naissance d’un enfant en bonne santé.
Concernant 1’'impact de la croissance in utero sur les parametres spermatiques masculins,
nous avons observé une corrélation négative entre le poids de naissance et le nombre total de
spermatozoides, ainsi qu’une corrélation positive entre le poids de naissance et la
fragmentation de I’ADN spermatique.

Une étude chez le lapin nous a permis d’observer un impact négatif de ’hyperlipidémie-
hypercholestérolémie maternelle sur le poids des testicules et des épididymes des lapins
adultes et sur les concentrations en testostérone, montrant ainsi I’importance de I’alimentation
maternelle dans le développement des fonctions de reproduction masculine.

Ces résultats confirment 1’importance de la corpulence des hommes dans la prise en charge de
Iinfertilité. Les effets néfastes de 1’obésité, simplement définie par I'IMC, ou de I’obésité
abdominale, définie par une augmentation du tour de taille, pourraient étre réversibles avec
une prise en charge adaptée. L’alimentation de la mére pendant la grossesse semble également
étre un facteur important pour la programmation de la fertilité a long terme. Ce travail s’inclut
dans un large projet, qui prend en compte 1’origine multifactorielle de I’infertilité et nécessite

une prise en charge multidisciplinaire trés précoce du couple.
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Introduction

L’infertilité¢ est un probléme de santé publique qui concerne environ 15% des couples en age
de procréer dans les pays développés. Dans 50% des cas un facteur masculin est identifi¢. La
pandémie d’obésité observée depuis quelques décennies pourrait étre liée a une augmentation
de la prévalence de I’infertilit¢ masculine. De plus en plus de données suggerent un effet
défavorable de I’obésité et du syndrome métabolique sur la production et la qualité
spermatique.

Le concept de DOHAD admet qu’une altération de I’environnement nutritionnel maternel
pendant la grossesse prédispose 1’individu au développement de pathologies a long terme, tel
que le syndrome métabolique. La fertilité d’un individu pourrait donc étre programmée dés la
période périconceptionnelle, et I’alimentation maternelle pendant la grossesse pourrait avoir
un impact sur les fonctions de reproduction masculine futures.

Avant d’aborder ces deux thémes dans une revue de la littérature, un rappel concernant le
développement gonadique masculin, les fonctions testiculaires et I’infertilit¢ masculine sera

fait. Une partie sur I’obésité et le syndrome métabolique sera également développée.
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Etat des connaissances

Partie 1 : Corpulence et fonctions de reproduction masculine

I. Fonctions de reproduction masculine

A) Ontogénese et physiologie testiculaire

1- Embryologie et développement de I’appareil testiculaire chez I'homme

Le sexe génétique 46, XY est établi lors de la fécondation. Au cours du stade indifférencié,
des structures primitives identiques se développent dans les embryons males et femelles. Puis,
le génotype sexuel est responsable du controle du développement gonadique : les gonades bi
potentielles se différencient alors en testicules. Le développement de 1’appareil génital

masculin se fait en 3 étapes a partir du mésoblaste intermédiaire.

a. Gonades indifférenciées

Les cellules germinales primordiales naissent de I’épiblaste (22-24 jours) et sont dans un
premier temps localisées dans la paroi postérieure de la vésicule vitelline, dans la région extra
embryonnaire ou elles se multiplient par mitose. Elles migrent ensuite le long de la paroi de
I’intestin postérieur et du mésentére dorsal et colonisent les crétes génitales. Les crétes
génitales se forment dés la quatriéme semaine de développement a partir de la prolifération de
I’épithélium ccelomique et d’une condensation du mésenchyme sous-jacent. Au cours de la
6™ semaine, les cellules issues de I’épithélium coelomique forment des agrégats de cellules

somatiques de soutien qui entourent completement les cellules germinales et forment ainsi les

cordons sexuels primitifs : c’est le stade de gonades indifférenciées.

b. Différentiation gonadique
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éme

Au cours de la 77 semaine de développement, les gonades indifférenciées se différencient en
testicules sous I'influence du géne SRY (sex-determining region on the Y chromosome) porté
par le chromosome Y. Les cellules de Sertoli, premicres cellules différenciées a apparaitre,
s’organisent avec les cellules interstitielles pour former les cordons testiculaires qui
renferment en leur centre les cellules germinales. Ces cordons sont a 1’origine des tubes
géme

ou 10°™

séminiféres dans lesquels seront produits les spermatozoides. Au cours de la
semaine de développement, les cellules de Leydig se différencient a partir des cellules
mésenchymateuses mésonéphrotiques recrutées par les cellules pré sertoliennes et produisent
la testostérone. Ces cellules sont situées entre les cordons testiculaires et constituent en grande
partie le tissu interstitiel. Les testicules, initialement localisés dans la cavité abdominale

migrent dés la 8¢ semaine pour atteindre le scrotum vers la fin du 8¢ mois.

Cette partie est détaillée plus longuement dans la premiére partie du chapitre de livre, inséré

dans I’annexe 1 : Chapitre « Physiologie de la fonction testiculaire ».

c. Enfance et puberté

Les testicules subissent divers changements pendant I’enfance et I’adolescence. Chez
I’homme, entre la naissance et ’age de 6 mois, il existe une période d’activité hypothalamo-
hypophyso-testiculaire qui se caractérise par la sécrétion de FSH et de LH et se traduit par une
augmentation de la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig (Winters et al., 1975).
Sous I’influence de ce pic de testostérone, les cellules de Sertoli continuent de proliférer au
cours de la période néonatale (jusqu’a environ 6 mois). S’en suit une période de quiescence,
au cours de laquelle il y a un arrét de prolifération des cellules de Sertoli, associé a un arrét de
la sécrétion de testostérone. Juste avant la puberté, les cellules de Sertoli reprennent leur
prolifération et leur maturation, sous le contrdle de la FSH qui recommence a étre sécrétée
(Sharpe et al., 2003). Les stades embryonnaires et foetaux ainsi que les premiers mois apres la
naissance et I’adolescence sont donc des périodes critiques dont dépendra la fertilité¢ future

(Figure 1).

2- Histologie et physiologie testiculaire

a. Epithélium séminifere et tissu interstitiel

15



Les testicules sont composés de nombreux lobules dans lesquels se trouvent plusieurs tubes
séminiféres qui assurent la fonction exocrine du testicule, c¢’est a dire la production de
gametes matures : les spermatozoides. L’épithélium séminifére est constitué a la fois de
cellules somatiques, les cellules de Sertoli, et de cellules germinales disposées entre elles sur
toute la hauteur de I’épithélium. La position des cellules de Sertoli dans les tubes séminiferes
leur confére un réle fondamental pour le controle de la spermatogenése. Elles permettent,
entre autres, le développement des cellules germinales jusqu’au stade de spermatozoides et

leur progression depuis la lame basale vers la lumiére du tube séminifere.

Le tissu interstitiel comble les espaces entre les tubes séminiféres, il est constitué en grande
partie de cellules de Leydig dont la fonction principale est la syntheése de testostérone qui

confére aux testicules leur fonction endocrine.

b. Spermatogénése

La spermatogenése est un phénomeéne continu a partir de la puberté. Les cellules germinales
souches se multiplient et se différencient, aboutissant a la formation des spermatozoides. On
distingue trois phases : une phase de prolifération des spermatogonies (mitoses), les phases
méiotiques, permettant le brassage de I’information génétique, et la spermiogenése, au cours
de laquelle les spermatides subissent un certain nombre de remaniements cellulaires pour
aboutir aux spermatozoides. La durée totale de la spermatogenese est constante pour une
espece donnée: elle est de 74 jours chez I’homme et 48 jours chez le lapin. Les
spermatozoides ainsi formés sont libérés dans la lumiere du tube séminifére (spermiation). Ils
rejoignent les tubes droits, le rete testis, puis I’épididyme ou leur maturation se poursuit. Ils

sont stockés principalement dans la queue de I’épididyme jusqu’a leur émission.

c. Régulation de la spermatogénése

Le fonctionnement testiculaire est sous la dépendance d’hormones qui agissent de fagon

endocrine, autocrine et paracrine.

L’hypothalamus sécrétant la GnRH (Gonadotrophine Releasing Hormone) de fagon pulsatile
stimule la synthése de LH (Luteinizing Hormone) et de FSH (Follicle Stimulating Hormone).

16



Ces gonadotrophines sont sécrétées par les cellules gonadotropes de l’antéhypophyse et
interviennent dans la production d’hormones stéroides et de spermatozoides par le testicule.
Des récepteurs a la LH sont présents sur les cellules de Leydig. La LH va stimuler la synthése
et la sécrétion de testostérone par ces cellules. La testostérone est nécessaire a la
spermatogénése, mais elle va également servir de rétrocontrole négatif au niveau
hypothalamo-hypophysaire. La FSH, via des récepteurs présents sur les cellules de Sertoli, va
stimuler la synthése d’inhibine B qui exerce un rétrocontrole négatif sur I’hypothalamus et
I’hypophyse et qui stimule la spermatogénése.

La cellule de Sertoli présente des récepteurs pour la FSH et la testostérone, les principaux
régulateurs hormonaux de la spermatogénése. La FSH exerce son activité via un récepteur a
la FSH (FSHR) couplé a une protéine G, situ¢ sur la membrane des cellules de Sertoli. La
testostérone exerce son action en se liant a des récepteurs aux androgenes localisés dans les
cellules de Sertoli. Certaines voies de signalisation sont communes entre la FSH et la
testostérone, mais pas toutes. La FSH régulerait préférentiellement le développement des
spermatogonies alors que la testostérone régulerait la phase tardive de spermiogénese. La
FSH et la testostérone agiraient de fagcon concomitante pour controler le développement des

spermatocytes.

La spermatogeneése est également contrélée par de nombreux facteurs autocrines et paracrines
qui exercent leur action via le réseau de communications intercellulaires. Les cellules de
Sertoli produisent de nombreux facteurs (cytokines et facteurs de croissance) qui
interviennent dans la multiplication et la différenciation des cellules germinales. Parmi les
mieux décrits, les interleukines (IL-1 et IL-6) jouent un réle dans la réplication de I’ADN des

cellules germinales.

Cette partie est détaillée plus longuement dans le chapitre de livre inséré dans ’annexe 2 :

Chapitre «L’appareil génital masculiny.
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Figure 1. Périodes critiques du développement testiculaire conduisant a la production
spermatique. (CG : cellules germinales ; SD : semaines de développement)

B) La fécondation

1- Capacitation

Apres dépot dans le vagin, les spermatozoides sont confrontés a plusieurs étapes de
maturation. Au cours de leur progression dans les voies génitales féminines, ils subissent la
capacitation, phénomeéne réversible, qui est caractérisé par des remaniements membranaires et
des modifications intra-cellulaires (Austin, 1952).

Des facteurs « décapacitants », intégrés a la membrane spermatique pour prévenir leur
capacitation prématurée, sont majoritairement ¢éliminés lors de la traversée de la glaire
cervicale puis pendant le trajet dans les voies génitales. Parallelement, des facteurs de
capacitation présents dans le tractus féminin, induisent la capacitation.

Ces signaux entrainent une redistribution des phospholipides membranaires avec une
diminution du ratio cholestérol/phospholipides (Zaneveld et al., 1991) et donc I’augmentation
de la fluidité et de la perméabilité membranaire qui conduit a I’externalisation de récepteurs
nécessaires a I’interaction gamétique

Des modifications de [1activité de canaux ioniques (K+ et Na+t) entrainent une

hyperpolarisation de la membrane plasmique (-80mV) (Florman et al., 2008) et une entrée de
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Ca2+. On observe également une augmentation de 1’activité de 1’adenylate cyclase et une
diminution de celle des phosphodiestérases qui entrainent une augmentation de I’AMP
cyclique intracellulaire et donc une activation de la protéine kinase A, qui permet la
phosphorylation des tyrosines, en activant les tyrosines kinases et en inhibant les
phosphatases. Ces mécanismes permettent aux spermatozoides d’acquérir de nouvelles

caractéristiques de vélocité ; ils sont dits alors hyperactivés (Signorelli ez al., 2012).

2- Réaction acrosomique

Les spermatozoides hyperactivés qui arrivent au contact de 1’ovocyte pénétrent dans le
cumulus oophorus qui entoure I’ovocyte et se lient a la zone pellucide via leur membrane
plasmatique. Cette liaison est le facteur déclenchant de la réaction acrosomique, phénomene
d’exocytose irréversible indispensable a la fécondation, qui préceéde la fusion gamétique
(Patrat et al., 2000). La réaction acrosomique démarre avec la fusion entre la membrane
acrosomique externe et la membrane cytoplasmique du spermatozoide, entrainant une
vésiculisation de la membrane et une exposition de la membrane acrosomique interne. La
formation de ces vésicules d’exocytose permet la libération du contenu acrosomique constitué
d’enzymes hydrolytiques et protéolytiques que sont 1’acrosine, la hyaluronidase et la

phosphatase acide, ainsi que 1’activation des enzymes protéolytiques (Silva et Gadella, 2006).

3- Fusion gamétique

La libération de ces enzymes permet au spermatozoide de pénétrer la zone pellucide et
d’entrer dans 1’espace péri-vitellin.

La membrane plasmique du spermatozoide, qui, apres la réaction acrosomique, ne subsiste
que dans une portion appelée segment équatorial, se lie & une zone microvillaire de 1I’ovocyte.
Au niveau de la partie postérieure de la téte spermatique et du flagelle, les membranes
spermatiques fusionnent avec les membranes ovocytaires. La partie antérieure de la téte est
incorporée dans 1’ovocyte. La fusion gamétique fait intervenir un certain nombre de protéines
d’interaction (Rubinstein et al., 2006). Parmi les mieux décrites, on peut citer :

- Les protéines spermatiques ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease Interaction) qui
interagissent avec les intégrines ovocytaires a6B1. L’intégrine a6PB1 et son ligand, la fertiline
B, sont distribués a la fois sur la membrane ovocytaire et la membrane spermatique,

impliquant ainsi le transfert de fragments entre les deux gametes.
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- CD9, membre de la grande famille des tétraspanines, est une protéine ovocytaire impliquée
dans la fusion gamétique (Barraud-Lange et al., 2012).

- La protéine spermatique IZUMO est également indispensable a la fusion gamétique (Inoue
et al., 2005).

La pénétration du spermatozoide dans 1’ovocyte entraine le blocage de la polyspermie et

permet la formation du zygote puis le développement embryonnaire.

C) Marqueurs biologiques de la fertilité masculine

1- Spermogramme et spermocytogramme

Le spermogramme est ’examen de premiére intention réalisé chez ’homme infertile. Ce test,
réalisé a 1’¢état frais, est un reflet de la production et de la maturation des spermatozoides dans
les 3 mois précédant I’analyse. Il permet une évaluation quantitative et qualitative du sperme.
Le volume de I’¢jaculat et le pH sont mesurés. La mobilité est ensuite évaluée a 1’aide d’un
microscope (grossissement x200 et x400) a partir de 10ul de sperme déposé entre lame et
lamelle, un pourcentage des différentes catégories de mobilités est alors estimé a partir
d’approximativement 200 spermatozoides. Dans la nouvelle version du manuel de I’OMS
(WHO, 2010), seules 3 catégories sont comptabilisées : les spermatozoides ayant une mobilité
progressive (a+b), les spermatozoides ayant une mobilité non progressive (c) et les immobiles
(d). La différence entre les spermatozoides ayant une mobilité progressive rapide (a) et ceux
ayant une mobilité progressive lente (b) étant difficile a estimer sans biais, cette distinction a
¢été retirée de la nouvelle version du manuel. La concentration en spermatozoides est calculée
grace a un hémocytometre, 200 spermatozoides sont comptés. A partir du volume et de la
concentration, on peut calculer la numération, ou nombre total de spermatozoides (NTS)
présents dans 1’¢jaculat. La vitalité des spermatozoide est estimée sur 200 spermatozoides en
évaluant I’intégrité¢ des la membrane spermatique. Le test de coloration a 1’€osine-nigrosine
est utilisé, il conduit a une coloration rouge-rose des spermatozoides morts. Les nouvelles
valeurs de référence des principaux parameétres spermatiques ont été établies a partir des
données de 1953 hommes fertiles jeunes, dont le délai nécessaire a concevoir était inférieur a
12 mois. Les 5™ percentiles des valeurs ont été proposés comme valeurs de référence
inférieures de normalité (Cooper et al., 2010). Ces valeurs ont été publiées par I’OMS en juin

2010 (5™ édition) (WHO, 2010) (Tableau 1).
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Parametres Valeurs de références

(OMS 2010)
Volume de I’¢jaculat >1,5ml
Concentration spermatique >15x.10° /ml
Numération spermatique >39x .10° /éjaculat
Mobilité totale : progressive (a+b) + non progressive (c) >40%
Mobilité progressive (a+b) >32%
Vitalité > 58%
Morphologie (Criteres stricts de Kriiger) > 4%

Tableau 1. Normes et valeurs de référence pour les parameétres spermatiques selon le manuel
de I’OMS 2010.

Le spermocytogramme détermine le nombre de spermatozoides morphologiquement normaux
et décrit les différentes anomalies morphologiques des spermatozoides. Cet examen est réalisé
a partir d’un frottis coloré. Il existe plusieurs systémes de classification, la méthode stricte de
Kruger étant la plus utilisée dans le monde et la méthode de David modifiée étant celle
fréquemment choisie en France (Auger et al., 2001). Il a ét¢ démontré une association entre la
morphologie des spermatozoides et la probabilit¢ de concevoir. La méthode de David
modifiée permettrait une meilleure discrimination (Auger, 2010). Avec cette méthode, la

valeur seuil de spermatozoides ayant une morphologie normale a été établie a 23%.

2- Examens complémentaires

a. Etude de I’intégrité du noyau des spermatozoides

Etiologie

Un certain nombre de facteurs environnementaux et de toxiques peuvent étre a I’origine d’une
augmentation de la fragmentation de I’ADN spermatique. Parmi les plus décrits, on trouve le
tabac (Sepaniak et al., 2006), la pollution (Evenson et Wixon, 2005), certains traitements
médicamenteux (Bujan et al., 2013). L’age (Wyrobek et al., 2006; Das et al., 2013) le
surpoids et I’obésité seraient également des facteurs de risque d’altération de I’ADN

spermatique.
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Pathogénie

L’intégrit¢ de I’ADN spermatique est essentielle a 1’obtention d’une grossesse et a la
naissance d’un enfant vivant et en bonne santé. Il existe une corrélation négative entre une
augmentation de la fragmentation de I’ADN et la fertilité (Shamsi e al., 2008). Dans la méta-
analyse réalisée par Evenson en 2006, il a été montré que les chances d’obtenir une grossesse
avec une naissance vivante seraient meilleures lorsque le noyau des spermatozoides n’est pas
fragmenté¢ (index de fragmentation de I’ADN <30%), que ce soit pour les grossesses
spontanées ou apres assistance médicale a la procréation (AMP) (Evenson et Wixon, 2006).
En effet, les altérations de I’ADN spermatique peuvent conduire a un défaut de fécondation
(Sakkas et Alvarez, 2010) et a des anomalies du développement embryonnaire et de la
formation des blastocystes (Seli et al., 2004; Aitken et al., 2009). 1l a aussi été observé une
diminution des taux d’implantation et une augmentation des fausse-couches spontanées
(Carrell et al., 2003; Frydman et al., 2008).

Le noyau des spermatozoides contient un génome haploide. Au cours de la spermatogeneése et
de la spermiogenese, un certain nombre d’évenements peuvent affecter I’intégrité de I’ADN
spermatique. On observe une perte de 1’organisation de ’ADN spermatique, caractérisée par
une décondensation et une fragmentation de I’ADN. La fragmentation de I’ADN spermatique
consiste en une cassure simple ou double brin de I’ADN (Muratori et al., 2008). Au moment
de la spermatogenese, des spermatozoides anormaux peuvent échapper au processus
d’apoptose, si les taux de protéines pro-apoptotiques sont déséquilibrés, et conduire a une
augmentation du nombre de spermatozoides présentant des dommages de I’ADN (Sakkas et
al., 2003). Au cours de la spermiogenese, le remplacement des histones par les protamines
peut étre déséquilibré et entrainer une décondensation de I’ADN spermatique ce qui favorise
I’altération de I’ADN spermatique. Le remodelage chromatinien requiert des cassures d’ADN
pour permettre le déroulement de I’ADN, cette étape est normalement suivie d’une réparation
de I’ADN par les complexes de réparation (topoisomérases) : dans certains cas, ce systeme
peut étre dépassé ou inefficace (Marcon et Boissonneault, 2004). Les caspases et les
endonucléases endogenes peuvent aussi induire une altération de I’ADN spermatique (Sailer
et al., 1997). Une fois formés, au cours de leur trajet dans 1’épididyme ou lorsqu’ils sont
stockés dans la queue de I’épididyme, les spermatozoides peuvent encore étre la cible

d’attaques par les espéces oxygénées réactives (EOR) (Sakkas et Alvarez, 2010) (Figure 2).
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Figure 2 : Principales causes et principaux mécanismes conduisant a la fragmentation de

I’ADN spermatique et leurs conséquences.
(EOR : espéces oxygénées réactives ; Sgonie : spermatogonie ; Spcyt : spermatocyte ; Stide : spermatide)

Les cassures simple brin sont souvent causées par un défaut de réappariement des brins
d’ADN au moment du remodelage chromatinien. Une augmentation du stress oxydatif peut
¢galement en étre a I’origine. La fragmentation de I’ADN simple brin est plus facile a réparer
et souvent de meilleur pronostic. Les cassures doubles brins résultent plutdt de 1’apoptose, de
I’hydrolyse par les caspases ou les endonucléases ou des attaques par les EOR. Ces cassures

sont considérées comme de moins bon pronostic (Sakkas et Alvarez, 2010).

Meéthodes d'analyse de l’intégrité de [’ADN spermatique (Tableau2)

Différents tests sont disponibles pour évaluer I'intégrit¢é de I’ADN spermatique. Certains

permettent I’étude de la fragmentation de I’ADN simple brin et/ou double brin :

- Terminal dUTP Nick End Labelling (TUNEL assay). Cette technique ne nécessite pas de
dénaturation préalable. Dans cette méthode, les points de fragmentation sont identifiés par
I'enzyme "terminal deoxynucleotidyl transférase" (TdT). La TdT catalyse l'incorporation de
nucléotides (dUTP) préalablement marqués, aux extrémités 3’-OH des fragments d’ADN.
Plus il y a de fragments d’ADN, plus il y a d’extrémités 3°-OH libres et donc plus le signal
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fluorescent est fort (Gorczyca et al., 1993). L’analyse peut se faire sur lame, a 1’aide d’un

microscope a fluorescence ou en cytométrie en flux.

- Comet assay (Single Cell Gel Electrophoresis assay). Les cellules incluses dans de 1’agarose
sont lysées, ce qui entraine la formation de boucles d’ADN superenroulées liées a la matrice
nucléaire. Une électrophorése en pH basique permet la formation de structures ayant un
aspect de cométe qu’on peut observer en microscopie a fluorescence. Les boucles d’ADN
superenroulées qui présentent des cassures se retrouvent libres et peuvent s’étendre.
L’intensit¢ de la queue de la comeéte est proportionnelle au nombre de cassures d’ADN

(Collins, 2004).

- SCD (sperm chromatin dispersion test) ou test du halo. Les spermatozoides sont inclus dans
un microgel d’agarose et déposés sur une lame. L’ADN est dénaturé ce qui permet la
libération des fragments d’ADN simple brin. Aprés coloration, les spermatozoides dont le
noyau n’est pas fragmenté présentent de grands halos de boucles d’ADN alors que ceux dont
le noyau est fragmenté ne présentent pas ou peu de petits halos. La lecture peut se faire en

microscopie a fluorescence ou en microscopie a champs lumineux (Fernandez et al., 2011).

- La technique in situ nick translation ne permet de détecter que les cassures d’ADN simple
brin. C’est une technique dérivée de la technique TUNEL qui consiste en 1’incorporation de
d-UTP marqué a Dlextrémité de fragment d’ADN simple brin grice a une réaction
enzymatique avec la DNA polymérase 1 (Shamsi et al., 2008). La lecture peut se faire en

cytométrie en flux.

- L’étude de I’ADN simple brin natif ou apres dénaturation peut étre faite a I’aide de la
technique a [’acridine orange : SCSA (sperm chromatin structure assay). Ce test mesure la
susceptibilité¢ de I'ADN a se dénaturer suite a un traitement en milieu acide. L’acridine orange
est le colorant utilisé. Il émet une fluorescence verte lorsqu’il se fixe a de I'ADN natif (double
brin) et une fluorescence rouge lorsqu’il se fixe a de ' ADN dénaturé (simple brin). La lecture

se fait en cytométrie en flux ou sur lame (Evenson et Jost, 2000).

- L’étude des défauts de condensation de I’ADN peut étre réalisée a I’aide de la technique au

bleu d’aniline. Cette technique permet de discriminer les histones riches en lysine qui
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prennent la coloration bleue, des protamines riches en cystéines. La présence d’histones est le

signe d’une condensation altérée de la chromatine (Agarwal et Said, 2004).

Méthode Principe Lecture Références
TUNEL TdT : l'incorporation MF (Gorczyca
Terminal dUTP dUTP* 3°-OH ADN CMF etal., 1993)
Nick End (simple et double brins)
Labelling
bleu : noyaux marqués au DAPI
vert : TUNEL (spz fragmentés)
Comet assay Electrophorése en pH MF (Collins,
Single Cell Gel basique. Boucles 2004)
Electrophoresis d’ADN se retrouvent
assay). libres = Aspect de
comet
(simple et double brin) Spz intacts Spz fragmentés
SCD Microgel d’agarose. MF (Fernandez ' ‘ . .
sperm chromatin Dénaturation ADN : MCL etal.,2011) 5 b b , d e
dispersion test libération des fragments
d’ADN: coloration, si nn!
noyau pas fragment¢ : = ° -
grands halos (boucles Spz intacts > Spz fragmentés
d’ADN) (simple brin)
In situ nick DNA polymérase 1 CMF (Shamsi et
translation l'incorporation dUTP* al., 2008)
3’-OH ADN
(simple brin) Spz intacts > Spz fragmentés
SCSA Mesure susceptibilit¢ de  MF (Evensonet [

sperm chromatin
structure assay

dénaturation de 'ADN
en milieu acide.
Acridine orange :

- fluo verte : fixation
ADN natif

- fluo rouge : fixation a
de I'ADN dénaturé
(DFI)

(simple brin)

CMF

Jost, 2000)

Green fluorescence

: L : L L " : — "
0 1023

Technique au bleu Etude de la

d’aniline

MCL
condensation de I’ADN
Coloration bleue :

histones riches en lysine

= signe d’une

condensation altérée de

la chromatine

(Agarwal et
Said, 2004)

Bleu : décondensation de I’ADN

Tableau 2. Méthodes d’analyses de I’intégrité de I’ADN spermatique.

MF : microscopie a fluorescence ; CMF : cytométrie en flux ; MCL : microscopie a champs lumineux ; spz :

spermatozoides)

Discussion des indications de ces examens

L’inconvénient des méthodes présentées ci-dessus est la grande hétérogénéité des résultats

liée aux différentes techniques et la difficulté d’établir des seuils de positivité. Ces méthodes
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n’ont d’ailleurs pas été inclues dans la derniére édition du manuel de ’OMS (WHO, 2010) car
leur validité et leur interprétation restent sujettes a controverse.

Il n’existe pas de consensus sur les indications de cet examen. L’étude de la fragmentation de
I’ADN des spermatozoides n’est a ce jour pas utilisée en routine en France, mais elle peut étre
prescrite dans certains cas : au cours du bilan d’infertilité idiopathique, en cas d’anomalies du
développement embryonnaire (Aitken ef al., 2009), d’échecs d’implantation embryonnaire ou
de fausses couches a répétition (> 3) (Carrell et al., 2003; Frydman et al., 2008), et de

tératozoospermie sévere (Brahem et al., 2011).

b. Test de fixation des spermatozoides a la zone pellucide (ZB test : zona binding test)

Le ZB test permet d’estimer la capacité de fixation des spermatozoides d’un patient a la zone
pellucide d’ovocytes (Liu et al., 2004). On compare le taux de fixation des spermatozoides du
patient a celui d’un témoin fertile. Ce test consiste a incuber les spermatozoides du patient et
les spermatozoides témoins marqués avec un fluorochrome (exemple : FITC) en présence
d'une zone pellucide enti¢re, dans les conditions identiques a celle de la fécondation in vitro
(FIV). Les zones pellucides utilisées proviennent d’ovocytes humains en métaphase 2 qui ont
présenté un échec de fécondation aprés micro-injection d’un spermatozoide. Les ovocytes
sont stockés dans une solution salée jusqu’au test. Il a été montré que ce test, associé a
I’évaluation de la mobilité progressive rapide, permet de prévenir les échecs de fécondation
en FIV conventionnelle (FIVc), en proposant directement une ICSI, chez les couples
présentant une infertilité idiopathique ou en cas d’altération modérée des parametres

spermatiques (Sifer et al., 2005).

c. la capacité des spermatozoides a se fixer a I’acide hyaluronique

Les spermatozoides présentent a leur surface des récepteurs a 1’acide hyaluronique. Le
pourcentage de spermatozoides mobiles capables de se fixer a 1’acide hyaluronique peut étre
déterminé en déposant les spermatozoides sur des lames sur lesquelles sont fixés des
molécules d’acide hyaluronique. Le seuil de fixation normale a été fixé a 80%. Ce test est un
reflet de la maturité spermatique et du potentiel de fécondation des spermatozoides (Huszar et

al., 2006; Wegner et al., 2010).
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D) Infertilit¢ masculine

1- Définition et épidémiologie

L’infertilité est une pathologie du systéme reproductif définie par I’absence de grossesse apres
au moins 12 mois de rapports sexuels réguliers, sans contraception (WHO, 2000; Zegers-
Hochschild et al., 2009). Cette définition est néanmoins controversée en ce qui concerne la
durée, qui peut étre rallongée a 24 mois (Brzakowski et al., 2009). 1l est relativement difficile
de donner des estimations fiables de 1’infertilité¢. Différentes approches existent pour mesurer
la prévalence de [Dinfertilit¢ dans une population, avec pour chacune des limites
méthodologiques et des biais (http://www.inserm.fr/thematiques/sante-publique/rapports-

publies) (INSERM et ABM, 2012).

Un des indicateurs utilisé est I’estimation du délai nécessaire a concevoir (DNC). Deux études
de grande envergure, avec des méthodologies différentes, ont été réalisées en France.
L’enquéte nationale périnatale de 2003, a analysé, rétrospectivement, le DNC de 14187
femmes venant d’accoucher : elle a estimé a 18% la fréquence d’infertilité aprés 12 mois de
rapports sans contraception et a 8% apreés 24 mois (Blondel et al., 2006). L’inconvénient
majeur de cette méthodologie est 1’exclusion des cas de stérilit¢ totale ou de tres faible
fertilité. L’observatoire épidémiologique de la fertilit¢ en France s’est affranchi de ce biais en
estimant prospectivement le DNC de 867 femmes ayant des rapports sexuels non protégeés,
sélectionnées a partir d’un échantillon aléatoire de 14187 femmes. Il a été estimé que la
prévalence d’infertilité est de 24% a 12 mois et de 11% a 24 mois (Slama et al., 2012a; Slama
et al., 2012b).

La cause de I’'infertilité est féminine dans 34% des cas, masculine dans 20% des cas, mixte

dans 38% des cas et indéterminée dans 8% des cas (Thonneau et al., 1991; de Kretser, 1997).

2- Causes de I’infertilité masculine

Les causes de [D’infertilit¢ masculine sont diverses. Les altérations peuvent concerner
différentes étapes de la production spermatique et/ou de la fécondation : la spermatogenése, la
spermiogenese, la maturation épididymaire ou post-¢jaculatoire des spermatozoides, la
réaction acrosomique et la fusion gamétique. Le gamete masculin est également impliqué

dans le développement embryonnaire.
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Les principales causes de I’infertilité masculine sont résumées dans le tableau 3.

Atteinte pré-testiculaire Atteinte testiculaire Atteinte post-testiculaire
Endocrine Génétique Obstructive
Hypogonadisme hypogonadotrope | Syndrome de Klinefelter Epididyme :
Micro délétions du chromosome Y | Congénitale
Dysfonctions érectiles et troubles | Dyskinésies flagellaires Infectieuse
de I’éjaculation
Neurologiques Congénitale Défeérents :
M¢édicamenteuses Cryptorchidie Mucoviscidose/ mutation CFTR
Psychologiques Vasectomie
Infectieuse
Orchite Chirurgies des glandes annexes
Vasculaire Infections des glandes annexes
Torsion testiculaire Epididymite
Varicocele Prostatite
Immunologique
Acquise
Chimiothérapie/radiothérapie
Traitements
Chaleur

Tableau 3. Principales causes d’infertilit¢ masculine. (Inspiré de (de Kretser, 1997))

Néanmoins, dans 50% des cas, aucune cause n’est retrouvée, l’infertilité est alors dite

idiopathique.

3- Déclin de la qualité spermatique ?

Le déclin de la qualité spermatique fait débat depuis de nombreuses années. Méme si les
données concernant la population générale restent limitées et contradictoires, des études ont
montré une diminution de la concentration ou de la numération spermatique depuis presque
un demi siecle (Carlsen et al., 1992; Auger et al., 1995; Swan et Elkin, 1999; Rolland et al.,
2013). Carlsen et al. ont observé une diminution de la concentration spermatique de presque
50% en 50 ans (Carlsen et al., 1992). Auger et al. et Rolland et al. ont observé une diminution
de la concentration de plus de 30% en une vingtaine d’années (Auger et al., 1995; Rolland et
al., 2013). A Tours, parmi une population de donneurs fertiles, il a été observé une altération
de tous les parameétres spermatiques (numération, mobilité, vitalité et morphologie) entre
1976 et 2009 (Splingart et al., 2012). Une des hypotheses principales expliquant ce

phénomeéne est 1’impact croissant de facteurs environnementaux tels que les perturbateurs
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endocriniens. Les habitudes de vie tels que I’alimentation, le tabac, le stress pourraient

¢galement étre responsables de ce phénoméne (Sharpe, 2010).

I1. Surpoids, obésité et syndrome métabolique

De nombreux facteurs concernant le mode de vie et I’environnement sont susceptibles d’agir
sur la production spermatique et la fertilité. Parmi eux, le comportement alimentaire, pouvant

conduire au surpoids et a I’obésité, est un élément essentiel a prendre en compte.

A) IMC, surpoids et obésité

1- Définitions

L’obésité est définie par une accumulation anormale et excessive de graisse dans les tissus
adipeux (WHO, 2000). L’indice de masse corporelle (IMC) est une mesure facilement
accessible et est trés utilisée en pratique clinique pour diagnostiquer le surpoids et I’obésité.
Cet indice nécessite la mesure du poids et de la taille des individus et se calcule en divisant le
poids (kg) par la taille au carré (m?). L’IMC donne une information sur la corpulence de
I’individu et est exprimé en kg.m™. L’OMS définit le surpoids lorsque I’'IMC est supérieur ou
égal a 25 kg.m™ et 1’obésité lorsque I’IMC est supérieur ou égal 4 30 kg.m™. Au dela de 40
kg.m™ on parle d’obésité morbide (WHO, 2000).

2- Epidémiologie

L’épidémie d’obésité a commencé aux Etats-Unis dés la fin des années soixante-dix. Une
étude récente a montré une augmentation de I'IMC de 0,4 kg.m™ par décade entre 1980 et
2008 partout dans le monde. En 2008, il a été estimé que 1,46 milliards des adultes avaient un
IMC supérieur a 25 kg.m™ et parmi eux, 205 millions d’hommes et 297 millions de femmes
¢taient obeses. Cette épidémie de surpoids et d’obésité concernerait toutes les régions du
globe (Finucane et al., 2011). En France, d’apres I’étude «ObEpi», 32,3 % des adultes
seraient en surpoids et 15 % seraient obéses (Diouf et al., 2010; ObEpi, 2012). En France,
depuis la fin des années 1990, la prévalence de 1’obésité augmentait de 5,9% par an

(Basdevant et Ciangura, 2009). Entre 2009 et 2012, la prévalence de 1’obésité continue
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d’augmenter, mais cette accélération tend a étre moins rapide que dans les années précédentes

(ObEpi, 2012).

3- Comorbidités dues au surpoids et a 1’obésité

Outre les problemes d’ordre sociodémographique et psychologique, le surpoids et 1’obésité
sont associés a de nombreuses comorbidités (National Taskforce on Obesity, 2005). Une
augmentation significative des maladies cardio-vasculaires, de I’hypertension artérielle, des
infarctus du myocarde, ainsi que des principaux facteurs du syndrome métabolique (diabéte et
dyslipidémies) est observée. Les individus en surpoids ou obéses sont plus sujets au syndrome
d’apnée du sommeil qui peut étre responsable d’une hypoxémie chronique entrainant une
hypertension artérielle et d’autres troubles cardio-vasculaires (Dixon, 2010). Le risque
d’athérosclérose et de stéatose hépatique est également augmenté en cas de surpoids et
d’obésité (Masuoka et Chalasani, 2013). Chez les hommes et les femmes, 'IMC est associé a
des risques plus ¢élevés de déces liés au cancer, les plus fréquents étant ceux de 1’cesophage,
du colon, du rectum, du foie, de la vessie, du pancréas et du rein (Calle et al., 2003; Dixon,

2010).

4- Etiologie

L’obésité est le plus souvent associée a un mode de vie sédentaire en synergie avec un régime
alimentaire déséquilibré (consommation énergétique excessive par rapport au niveau de
dépense). Les enfants nés de parents en surpoids semblent prédisposés a développer eux
méme un surpoids (Whitaker er al., 1997). Cette observation ne tient pas uniquement dans le
fait que les enfants partagent les habitudes hygiéno-diététiques de leurs parents. Des facteurs
génétiques peuvent également favoriser le surpoids et 1’obésité (Sabin et al., 2011). Quelques
mutations monogéniques ont été¢ identifiées comme étant responsables d'une obésité. Ces
mutations peuvent entrainer des modifications endocriniennes conduisant a une prise de poids
(Hinney et al., 2010). Le clonage du géne de la leptine en 1994 a permis de montrer pour la
premicere fois que la mutation d’un seul geéne peut étre responsable d'une obésité (Zhang et al.,
1994). Ce gene a été découvert chez les souris obéses ob/ob qui présentent une mutation
hétérozygote du gene de la leptine (Ob). Un traitement adapté dans certaines situations permet
d’améliorer le pronostic. Ainsi, Farooqi a décrit le cas d’une jeune fille de 9 ans qui présentait

une mutation homozygote du geéne de la leptine et des taux plasmatiques indétectables de cette
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hormone. Cette jeune fille a été traitée par des injections sous-cutanées de leptine
recombinante pendant plus d’un an, ce qui a permis une perte de poids et de graisse
significative (Farooqi et al., 1999). Rankinen et al., en établissant la « carte des geénes de
I’obésité », ont référencé plus de 600 genes ou loci associés a 1’obésité¢ (Rankinen et al.,
2006). Néanmoins, le plus souvent, la prédisposition génétique a 1’obésité est polygénique
(Hinney et al., 2010). Trente-deux loci ont été associés a des variations de I’IMC dont certains
jouent un rdle important dans la balance énergétique controlée par I’hypothalamus (ar MC4R,
POMC, SH2B1, BDNF) (Speliotes et al., 2010). Cependant, la part de 'obésité expliquée par
la génétique reste faible (Poston, 2012). Il est maintenant reconnu que des éveénements
survenant pendant la période périconceptionnelle, au cours du développement embryonnaire
et foetal, et dans la petite enfance influencent le développement a long terme et sont
responsables d’obésité (Gluckman et al., 2010). Ce constat s’inscrit dans le concept
«d’origine développementale des maladies de 1’adulte (DOHAD) » qui sera détaillé plus

longuement dans la seconde partie de la thése.

Le surpoids et ’obésité ont donc une étiologie multifactorielle, principalement liée au

mode de vie, au patrimoine génétique et a la programmation périconceptionnelle.

B) Obésité abdominale et syndrome métabolique

1- Parametres anthropométriques

La mesure de I'IMC qui est couramment utilisée comme indicateur de 1’obésité, ne permet
pas de différencier la masse maigre et la masse grasse et ne tient pas compte de la répartition
des graisses dans I’organisme (Akpinar et al., 2007). La répartition de la masse grasse est
cependant un critére important a prendre en compte dans 1’évaluation des comorbidités
associées a 1’obésité.

Le tissu adipeux est localis¢ dans différents compartiments du corps humain et sa
distribution dépend d’un certain nombre de facteurs tels que le sexe, 1’age, 1’ethnie, le
phénotype, I’alimentation et 1’activité physique de I’individu (Shuster et al., 2012). Le tissu
adipeux peut étre divisé en deux compartiments métaboliques : le tissu adipeux périphérique
ou sous-cutané et la graisse viscérale. L’obésit¢é abdominale est caractérisée par une

augmentation du tissu adipeux entourant les organes intra abdominaux (graisse viscérale) et se
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traduit par une augmentation du tour de taille. Le tour de taille (TT) et le rapport de la
circonférence de la taille sur la circonférence au niveau des hanches (TT/TH) sont de bons
indicateurs pour évaluer 1’obésité abdominale. Ils ont été corrélés aux risques de comorbidités
associés a 1’obésité¢ (Ashwell et al., 2012). Si le tissu adipeux se situe principalement au
niveau abdominal, la répartition des graisse est dite « androide » et elle est associée a un
risque plus important de maladies métaboliques que lorsque que la répartition est « gynoide »
(au niveau des hanches).

Dans une méta-analyse de 9 études de cohortes, incluant 82864 patients, il a ét€ montré que la
mesure de 1’obésit¢ abdominale évaluée par le TT ou le TT/TH était associée a une
augmentation du risque de déces d’origine cardio-vasculaire, alors que la mesure de I'IMC ne

I’était pas (Czernichow et al., 2011).

D’autres techniques que les mesures anthropométriques ont ét¢ développées pour évaluer

I’obésité abdominale (Shuster ez al., 2012).

La tomodensitométrie et I'IRM (imagerie par résonance magnétique) sont les méthodes de
référence pour I’évaluation quantitative de 1’obésité abdominale (Seidell ef al., 1990).

La tomodensitométrie, en mesurant 1’absorption des rayons X par les tissus, évalue
directement 1’accumulation de graisse viscérale. Elle est exprimée en unité Hounsfield (HU).
Le tissu adipeux est défini par des valeurs allant de -250 a -30 HU. Le volume du tissu
adipeux est mesuré en voxel et traduit en cm’. La mesure peut se faire sur une ou plusieurs
coupes. Si la coupe unique réduit les colits et I’exposition aux radiations, elle est moins
précise pour une analyse volumétrique.

L’IRM qui utilise les champs magnétiques est aussi une bonne méthode pour étudier I’obésité
abdominale. L’utilisation de plusieurs coupes est préférable.

Bien que ces deux techniques soient les méthodes de référence pour évaluer la composition
corporelle, leur utilisation est limitée par leur cofit et la nécessité d’un personnel qualifié.

Ces deux méthodes sont de plus inadaptées aux patients souffrant d’une obésité morbide car

le diametre des appareils est souvent trop étroit (Shuster et al., 2012).

L’absorptiométrie biphotonique a rayon X (Dual energy X-ray ou DXA) est une autre
méthode de référence dans I’étude de la composition corporelle (Hill er al., 2007). Elle
consiste a balayer I’ensemble du corps avec un faisceau de rayons X a deux niveaux

d’énergie. Le rapport des atténuations de ces deux rayonnements est fonction de la
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composition de la matiére traversée. Cette technique permet de séparer trois compartiments
(masse grasse, masse maigre et contenu minéral osseux) par un traitement informatique des
mesures physiques. Le balayage du corps entier et le traitement d’images permettent une
approche régionale des trois compartiments mesurés. Néanmoins, cette méthode ne permet
qu’une estimation de la graisse viscérale et ne différencie pas le tissu adipeux périphérique de
la graisse viscérale (Shuster et al., 2012). Elle nécessite également un appareillage couteux et
volumineux. Si le balayage de l'individu est relativement rapide (10 minutes maximum),

l'interprétation des images demande une certaine habitude.

L’impédancemeétrie bioélectrique est fondée sur une différence de résistance mesurée apres le
passage d’un courant électrique a travers les masses maigres et grasses de 1’organisme. C'est
une méthode simple (utilisation d'un appareil de type "balance"), rapide, sans danger et peu
onéreuse pour évaluer l'adiposité d'un individu. Cependant, les résultats manquent quelque
peu de spécificité et de précision car seule la masse maigre est quantifiée alors que la masse
grasse est calculée a partir de la quantit¢ de masse maigre. De plus, la mesure de la masse

maigre est influencée par I’hydratation de I’individu (Kyle et al., 2004).

L’échographie est une autre méthode valable pour estimer rapidement le tissu adipeux sous-
cutané et viscéral, mais la reproductibilité et la précision ne sont pas parfaites (Bellisari et al.,

1993). De plus, les résultats sont trés opérateurs dépendants.

2- Syndrome métabolique

L’obésité abdominale est une des caractéristiques principales du syndrome métabolique qui se
traduit par une anomalie de fonctionnement du tissu adipeux (Despres et Lemieux, 2006). Le
syndrome métabolique se défini par la combinaison de désordres qui, lorsqu’ils sont associés,
augmentent le risque de maladies cardiovasculaires, de diabéte de type 2 et entrainent une
mortalit¢ plus importante. Différentes définitions ont été proposées. « L’international
Diabetes Federation » tient compte des spécificités ethniques (Tableaux 4 a et b) (Alberti er
al., 2005).
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Syndrome métabolique

Critere principal Obésité abdominale : augmentation du tour de taille (définition varie selon les

obligatoire ethnies, voir tableau 4b).

Hypertriglycéridémie >150 mg/dl (1,7 mmol/l)

Diminution du cholestérol HDL : < 40 mg/dl (1,03 mmol/l) (hommes)

+ 2 critéres parmi les <50 mg/dl (1,29 mmol/1) (femmes)

criteres secondaires Hypertension artérielle > 130-85 mm Hg

Augmentation de la glycémie a jeun >100 mg/dl (5,6 mmol/l)

Si la glycémie a jeun est > 5-6 mmol/l ou >100 mg/dl : test de tolérance au glucose

recommandé

Tableau 4a. Définition du syndrome métabolique « Fédération internationale du diabéte ».
D’aprés (Alberti et al., 2005)

Les criteres proposés pour définir un syndrome métabolique sont un tour de taille augmenté
associé a au moins 2 des critéres suivants : une augmentation des triglycérides sériques (>150
mg/dl), une diminution du cholestérol HDL (<40 mg/dl pour les hommes, <50 mg/dl pour les
femmes), une augmentation de la pression artérielle sanguine (systolique >130 mm Hg,
diastolique >85 mm Hg), une augmentation de la glycémie a jeun (=100 mg/dl) ou un diabéte

de type 2 déja diagnostiqué (Despres et Lemieux, 2006; Castetbon et al., 2009).

Tour de taille limite selon les spécificités ethniques

Groupes ethniques Sexe Tour de taille
Européens Masculin >94 cm
Féminin >80 cm
Population d’Asie du sud Masculin >90 cm
Féminin >80 cm
Chinois Masculin >90 cm
Féminin >80 cm
Japonais Masculin >85cm
Féminin >90 cm
Population d’Amérique centrale et | Utilisation des valeurs définies pour 1’ Asie du sud tant que des
du sud recommandations plus spécifiques ne sont pas disponibles.
Africains sub-saharien Utilisation des valeurs définies pour I’Europe tant que des
recommandations plus spécifiques ne sont pas disponibles.
Populations arabes et du moyen Utilisation des valeurs définies pour I’Europe tant que des
orient recommandations plus spécifiques ne sont pas disponibles.

Tableau 4b. Définition du syndrome métabolique « Fédération internationale du diabéte ».
D’apres (Alberti et al., 2005)
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3- Le « syndrome de I’obésité a poids normal »

L’obésité abdominale, méme en cas d’IMC normal, est associée a une prévalence plus élevée
de syndrome métabolique (Goodpaster et al., 2005). Une ¢étude japonaise longitudinale a
récemment montré que 1’évaluation de I’obésité abdominale par tomodensitométrie est un bon
outil pronostic du risque individuel de développer un syndrome métabolique, méme chez les
individus ayant un IMC <25 kgm? (Nakao et al., 2012). Ainsi, les individus
“métaboliquement obeses mais de poids normal” sont susceptibles de développer des
comorbidités liées a 1’obésité telles qu'une résistance a 1’insuline, une hyperinsulinémie, des
dyslipidémies et éventuellement des maladies cardiovasculaires (Karelis er al., 2004). Un état
pro inflammatoire et une augmentation du stress oxydatif systémique pourraient étre
impliqués dans la genese de ces complications (De Lorenzo et al., 2007; Di Renzo et al.,

2010) .

I11. Relation entre parametres anthropométriques, métabolisme et fertilité

A) Introduction

Les effets déléteres du surpoids et de 1’obésité sur les fonctions de reproduction de la femme
sont bien documentés et ont été largement publiés avec une fréquence importante de
dysovulations et de cycles irréguliers (Rich-Edwards ef al., 1994; Zain et Norman, 2008). Des
études épidémiologiques ont aussi mis en évidence que les délais nécessaires a concevoir
étaient allongés chez les femmes présentant un IMC > 25 kg.m” (Balen et Anderson, 2007;
Zain et Norman, 2008). L’obésité abdominale contribue de facon importante aux désordres
observés.

Bien que ces données sur les fonctions de reproduction de la femme obeése, soient connues
depuis longtemps, ce n’est que récemment que 1’intérét s’est porté sur les conséquences d’un

IMC élevé sur la fertilité masculine.
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B) IMC et fonctions de reproduction masculine

1- IMC et fertilité

Des ¢études de cohortes de grande envergure ont établi un lien entre un IMC ¢élevé et un risque
accru d’infertilité masculine. L’étude réalisée sur 47835 couples inclus dans le registre danois
de la cohorte nationale des naissances entre 1996 et 2002, met en évidence qu’un couple a
plus de risque de rencontrer des problémes de fertilité si ses deux membres sont obéses
(Ramlau-Hansen et al., 2007b). Une étude rétrospective exploitant la base de données du
registre norvégien des naissances entre 1999 et 2005, montre qu’en cas d’IMC élevé (25-29,9
kg/m?) ou trés élevé (30-34,9 kg/m”) chez I’homme, le délai nécessaire & concevoir est plus
long et les couples ont plus de risque d’avoir recours a I’AMP (Nguyen et al., 2007). Aux
Etats Unis, grace a I’étude « Agricultural Health study », Sallmen et al ont fait la méme
constatation : ils ont mis en évidence un risque plus important d’infertilit¢é masculine quand

I’IMC est élevé (Sallmen et al., 2006).

Malgré certaines limites et de nombreux biais, ces études de cohortes ont attiré I’attention sur
un autre aspect des comorbidités associées au surpoids et a I’obésité. Des €quipes ont alors
étudi¢ I’'impact du surpoids et de I’obésité sur les parametres spermatiques, marqueurs

facilement accessibles de la fertilité masculine.

2- IMC et parametres spermatiques

La grande majorit¢ des études a ét€¢ publiée a partir de 2010 et est caractérisée par
I’hétérogénéité des populations étudiées et la diversité des effectifs. Méme si quelques études
n’ont pas réussi a établir de lien entre I’'IMC des hommes et les paramétres spermatiques
(Aggerholm et al., 2008; Li et al., 2009b; Duits et al., 2010; Relwani et al., 2011; Rybar et
al.,2011), la plupart ont mis en évidence une altération des paramétres spermatiques corrélée
a ’augmentation de ’IMC. Une diminution de la concentration ou de la numération totale en
spermatozoides est le plus souvent observée (Jensen et al., 2004; Hammoud et al., 2008;
Chavarro et al., 2010; Martini et al., 2010; Sekhavat et Moein, 2010; Tunc et al., 2011). Des
altérations de la mobilité (Martini et al., 2010; Sekhavat et Moein, 2010) et de la morphologie
des spermatozoides (Jensen et al., 2004; Kort et al., 2006; Shayeb et al., 2011) ont également
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¢été rapportées. La premiere méta-analyse parue en 2010, fondée sur seulement 5 publications,
n’a pas permis de conclure a une association entre I'IMC et les paramétres spermatiques
(MacDonald et al., 2010). Depuis, deux nouvelles méta-analyses, intégrant les résultats des
¢tudes publiées par la suite ont été réalisées. Dans un premier temps, les données de 14 études
et de 9779 hommes ont révélé que les hommes en surpoids ou obéses présentaient un risque
plus ¢élevé d’oligozoospermie ou d’azoospermie par rapport & ceux ayant un poids normal
(Sermondade et al., 2012a). La deuxiéme méta-analyse recensait 21 études correspondant a
13077 hommes. Une association suivant une courbe en J a été observée entre I'IMC des
hommes et le risque de présenter une oligozoospermie (numération spermatique inférieure a
40 million/ml) (Sermondade et al., 2013Db).

Nous disposons donc d’études épidémiologiques en faveur d’un impact du surpoids et de

I’obésité sur la production spermatique.

3- IMC et intégrité de I’ADN du noyau des spermatozoides

Le surpoids et I’obésité pourraient aussi avoir un impact négatif sur I’intégrit¢ de I’ADN du
noyau spermatique.

Le rapport entre 1’intégrité de I’ADN des spermatozoides et I’IMC des hommes a été étudié.
Les résultats publiés n’ont cependant pas permis d’établir un consensus. (Tableau 5). La
premiere étude menée par Kort et al. a partir de 520 hommes a rapporté une augmentation de
I’indice de fragmentation de I’ADN déterminé par la technique SCSA chez les patients en
surpoids et obeses (Kort e al., 2006). Avec la méthode COMET assay, Chavarro et al. et
Fariello et al. ont observé une altération de ’ADN des spermatozoides chez les hommes
obéses uniquement (Chavarro et al., 2010; Fariello et al., 2012). Avec la méthode TUNEL,
La Vignera a fait la méme constatation (La Vignera et al., 2012). Enfin, Tunc et al.,
Hammiche ef al. et Rybar et al., en utilisant respectivement la technique TUNEL et la
méthode SCSA, n’ont pas retrouvé d’association entre I'IMC et l'intégrit¢é de I’ADN
spermatique ; cependant leurs études ne concernaient que de faibles effectifs (Hammiche et
al., 2011; Rybar et al., 2011; Tunc et al., 2011). D’autres études sont donc indispensables
pour conclure ou non a I'impact du surpoids et de 1’obésité sur l'intégrit¢é de 1’ADN

spermatique.
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Référence Population étudiée n  Technique Résultat principal

Le taux de fragmentation est
significativement plus élevé chez

520 SCSA les hommes obéses ou en surpoids
par rapport a celui des hommes de
poids normal

(Kort et al., Hommes de couples
2006) infertiles

(Chavarro et Hommes de couples

al.,2010)  infertiles 483  COMET

Le taux de fragmentation est

305 COMET significativement plus élevé chez
les hommes obéses par rapport a
celui des hommes de poids normal

(Fariello et Hommes de couples
al.,2012) infertiles

(La Vignera et?ucﬁﬁzseiosonne 150 TUNEL
al., 2012) (CMF)

santé

Hommes de couples

(Hammiche ef pris en charge en 175 SCSA

al., 2011) FIV/ICSI (CMF)

(Rybar et al., Hommes de couples Pas d’assogiation entre I’'IMC et la
2011) infertiles 153 SCSA fragmentation

(Tunc et al., Hommes de couples ’1 TUNEL

2011) infertiles (MF)

Tableau 5. Principales publications évaluant I’'impact de I’'IMC masculin sur I’intégrité de
I’ADN spermatique

4- IMC et capacité fécondante des spermatozoides

Un nombre suffisant de spermatozoides, une mobilité adéquate ou un noyau intact sont
nécessaires mais non suffisants pour que la fécondation se fasse correctement. Comme décrit
précédemment, entre le moment ou les spermatozoides sont déposés dans le vagin et celui ou
ils fécondent 1’ovocyte, un certain nombre d’étapes, telles que la capacitation, la réaction
acrosomique, la liaison a la zone pellucide et la fusion gamétique se déroulent. Le surpoids et
I’obésité pourraient avoir un impact sur le bon déroulement de ces étapes mais également sur

le développement embryonnaire.

Quelques données chez I’animal montrent qu’un régime hyperlipidique ou obésogene

altérerait le pouvoir fécondant des spermatozoides. Chez des souris soumises & un régime
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hyperlipidique, il a été observé en plus des altérations des paramétres spermatiques (mobilité,
intégrit¢ du noyau), une diminution de la fixation des spermatozoides a la zone pellucide
associée a des taux de fécondation plus faible (Bakos et al., 2011b).

Chez le lapin, une hypercholestérolémie induite par 1’alimentation, a pour conséquence une
altération de certains paramétres spermatiques (volume, mobilité, morphologie) et une
altération de la composition en cholestérol de la membrane des spermatozoides. L’altération
de la membrane spermatique est probablement responsable de la diminution de la capacitation
et de la capacité des spermatozoides a réaliser leur réaction acrosomique (Saez Lancellotti et

al., 2010).

Peu d’¢tudes existent chez ’homme, mais il a été mis en évidence une association négative
entre I’IMC et la capacité des spermatozoides a se fixer a ’acide hyaluronique (Wegner et al.,
2010). Ce test permet une ¢valuation indirecte de la capacité des spermatozoides a se lier a la
zone pellucide, donc a féconder I’ovocyte.

Ces résultats constituent néanmoins un niveau de preuve insuffisant pour conclure a I’impact

de ’IMC sur la capacité fécondante des spermatozoides.

5- IMC et assistance médicale a la procréation

L’étude de I’impact de I’IMC masculin sur les taux de fécondation en FIVc pourrait permettre
de voir si le pouvoir fécondant des spermatozoides est modifié par le surpoids ou 1’obésité. En
effet, la pratique de la FIV permet d’avoir acces aux gametes féminins et masculins, puis aux
embryons jusqu’au 5eme jour. Il est donc possible d’analyser les capacités fécondantes de
spermatozoides et le développement embryonnaire en fonction de I’IMC masculin (Tableau

6).

Bakos et al., en analysant 305 cycles de FIV ou d’ICSI, n’ont pas observé d’impact de I’'IMC
masculin sur le développement embryonnaire précoce. Ils ont cependant observé une
décroissance linéaire du taux de formation de blastocystes (de 29% pour les hommes ayant un
IMC normal, a 19% chez les hommes présentant une obésité morbide (>35kg.m'2), associée a
une décroissance des taux de grossesse (de 46% a 15%) et de naissance vivante (de 41% a
12%) chez les couples dont I’homme avait un IMC élevé (Bakos et al., 2011a). Plus

récemment, une autre équipe a retrouvé un impact de I’'IMC de I’homme, indépendamment de
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I’IMC de leur conjointe, sur la qualité embryonnaire et les taux de grossesse apres FIVc ou
ICSI (Anifandis er al., 2013). D’aprés le registre national danois des naissances (12490
couples), 1’augmentation des IMC féminin et masculin indépendamment ou associés
influencerait les taux de naissance apres FIVc. L’impact ne serait pas aussi évident apres ICSI
(Petersen et al., 2013). De méme, Keltz et al. ont retrouvé un effet défavorable d’un IMC
masculin €levé sur les chances de grossesses en FIVc, mais pas en ICSI (Keltz et al., 2010).
En revanche, Colaci et al. ont observé un impact négatif de I’'IMC masculin sur les chances
d’avoir une naissance vivante apres ICSI, mais pas apres FIVc. Malgré des taux de
fécondation plus élevés observés chez les hommes obéses, cette équipe n’avait pas retrouvé
d’impact de I’IMC masculin sur la qualité embryonnaire au 3™ jour (Colaci ez al., 2012). En
ne s’intéressant qu’aux issues d’ICSI réalisées avec des spermatozoides prélevés
chirurgicalement (TESE) dans un contexte d’azoospermie non obstructive, Ramasamy et al.
ont mis en évidence une diminution des chances de grossesse si les patients étaient en

surpoids ou obéses (Ramasamy et al., 2013).

FIV ICSI

Auteurs cycles A 1IMC &

282 n=73 n=209
(Keltz et al., N grossesses cliniques Pas d’impact sur grossesses
2010) cliniques

305 - Pas d’impact de sur le développement embryonnaire précoce.
(Bakos et al., A formation blastocystes
2011a) A taux de grossesse

A naissances vivantes

172 - A taux de fécondation. - A naissances vivantes
(Colaci et al., - Pas d’impact sur le
2012) développement et la qualité

embryonnaire, ni sur les taux de
grossesse et d’accouchement

(Ramasamy et 250 TESE : N chances de

al.,2013) grossesse (azoospermie non
obstructive)

(Anifandis et 301 - Impact sur la qualité embryonnaire et les taux de grossesse

al.,2013)

(Petersen et al., 1906 - N naissances vivantes Tendance

2013)

Tableau 6. Principales publications évaluant I’impact de I’'IMC masculin sur les issues de
FIV-ICSIL
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La littérature concernant I’impact du poids des hommes partenaires de couples pris en

charge en FIV ou ICSI, ne permet pas d’établir de consensus sur les chances de succés

C- Obésité abdominale, syndrome métabolique et fertilité

Si il existe maintenant de nombreuses données sur la relation entre I’'IMC et les fonctions de
reproduction masculines, peu d’études ont évalué¢ I’impact de I’obésité abdominale sur les

parametres ou les fonctions spermatiques.

1- Obésité abdominale et parameétres spermatiques

Seules 2 études ont établi un lien entre les paramétres spermatiques conventionnels et
I’obésité abdominale évaluée par la mesure du tour de taille (Fejes et al., 2005; Hammiche et
al.,2012). Fejes et al. ont observé un impact négatif du tour de taille sur la concentration et la
mobilité spermatique (Fejes et al., 2005). Plus récemment, Hammiche et al. ont montré que
les patients ayant un tour de taille >102 cm avaient un risque accru d’altération de la
concentration spermatique et une diminution du nombre total de spermatozoides mobiles

(Hammiche et al., 2012).

2- Dyslipidémies, syndrome métabolique et parametres spermatiques

Une étude parue en 1989 a mis en évidence une altération des paramétres spermatiques chez
un faible effectif d’hommes (N=19) qui souffraient d’une hyperlipoprotéinémie. Il a
également €té observé que les déséquilibres lipidiques étaient plus fréquents chez les patients
azoospermiques et qu’ils présentaient des taux plus ¢élevés de lipides (Padron et al., 1989). De
plus une incidence de 65% de dyslipidémie (hypercholestérolémie et/ou hypertriglycéridémie
isolées) a été mise en évidence chez les hommes partenaires de couples infertiles (Ramirez-
Torres et al., 2000).

Il a récemment été observé que les patients présentant un syndrome métabolique avaient des
parametres spermatiques altérés. La concentration spermatique, la mobilité, la vitalité, le
potentiel de membrane mitochondrial et I’intégrité de I’ADN étaient concernés (Kasturi et al.,

2008; Leisegang et al., 2012).
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Dans une autre étude, il n’a pas été retrouvé d’association entre les triglycérides sériques et la
concentration et la mobilit¢ spermatique. En revanche, un impact négatif d’une

hypertriglycéridémie sur la morphologie spermatique a ét¢ montrée (Hagiuda et al., 2012).

D) Mécanismes

1- Déséquilibre hormonal

a. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Les hommes en surpoids et obéses présentent souvent un profil hormonal altéré. Une
diminution des concentrations sériques de testostérone (libre et totale)(Fejes er al., 2005;
Chavarro et al., 2010), de FSH, de LH associ¢ée a une augmentation de I’cestradiol est
généralement décrite (Teerds et al., 2011; Hammiche et al., 2012). Une diminution de
I’inhibine B (Jensen et al., 2004; Aggerholm et al., 2008; Chavarro et al., 2010) et de ’AMH
(Robeva et al., 2012) qui sont des marqueurs de la fonction sertolienne est également

observée (Figure 3).

- La pulsatilit¢ de la GnRH, indispensable a des fonctions de reproduction normales, dépend
d’une balance énergétique équilibrée. Une altération des sécrétions de FSH et de LH a un
impact sur les fonctions des cellules de Sertoli et de Leydig. La production de spermatozoides
et de stéroides est donc perturbée (Blank et al., 1994; Hammoud et al., 2008).

- La quantité de graisse viscérale est fortement corrélée au rapport testostérone/cestradiol
(Gautier et al., 2013). L’activité aromatase, augmentée en cas d’exces de tissu adipeux,
conduit en effet a la conversion accrue de la testostérone en cestradiol dans le tissu adipeux
(Bray, 1997), entrainant donc une diminution de la testostérone libre et une augmentation de
’oestradiolémie.

- L’hyperinsulinémie secondaire a 1’insulinorésistance observée en cas d’obésité conduit a
une diminution de la production de « Sex hormone binding globulin » (SHBG) par le foie
(Hautanen, 2000). La diminution de la SHBG entraine une augmentation de la testostérone
libre qui se trouve donc plus disponible pour une conversion en cestradiol. L’insuline aurait

également un réle plus direct sur les fonctions de reproduction. En effet, il a été observé que
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I’insulinorésistance est associée a une diminution de la synthése de testostérone par les

cellules de Leydig (Pitteloud er al., 2005).
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Figure 3 : Obésité et fonctions de reproduction masculine : axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique

b. Adipokines et ghréline

Le tissu adipeux est un organe endocrine actif qui est la source, entre autres, d’adipokines, de
cytokines proinflammatoires et de facteurs de croissances. Ces facteurs ont un role majeur
dans le développement des complications liées a I’obésité (Vazquez-Vela et al., 2008). Les
adipocytes sont la source principale de leptine et d’adiponectine alors que les macrophages
produisent la résistine (Gnacinska et al., 2009). La ghréline, synthétisée par I’estomac, agit en
réseau avec les adipokines. En plus de leur role dans la balance énergétique, ces hormones

sont impliquées dans les fonctions de reproduction masculine.
Leptine

La leptine est une cytokine, produit du géne Ob, principalement synthétisée et sécrétée par les

adipocytes. La concentration plasmatique en leptine refléte 1’état des réserves sous forme de
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tissu adipeux présentes dans 1'organisme ; cette hormone intervient dans la régulation de la
prise alimentaire et des dépenses énergétiques (Djiane et Attig, 2008). La leptine joue aussi un
role essentiel dans les fonctions de reproduction. Les souris ob/ob, chez qui le géne Ob a été
découvert et cloné pour la premiere fois (Zhang et al., 1994), présentent un développement de
I’arbre reproductif altéré avec des taux de gonadotrophines diminués ainsi qu’une absence de
maturation sexuelle (Donato ef al., 2011).

La leptine est indispensable a I’initiation de la puberté chez la fille et chez le gar¢on. Chez le
garcon, un pic de leptine précede la puberté et I’augmentation des concentration sériques de
testostérone libre totale (Mantzoros et al., 1997).

La leptine a un impact sur les fonctions de reproduction au niveau central et au niveau local
(Figure 4).

- Au niveau central, la leptine a une action stimulatrice de la sécrétion de GnRH par
I’hypothalamus : par conséquent elle stimule la sécrétion de LH et de FSH par 1’hypophyse.
La leptine n’a pas d’action directe sur les neurones a GnRH car ceux-ci ne présentent pas de
récepteurs a la leptine ; en revanche, la leptine régule des neurones du noyau arqué qui
émettent des projections vers les neurones a GnRH. Les neurones NPY (neuropeptide
Y)/AgRP (agouti-related protein) et les neurones POMC (proopiomélanocortine) sont
respectivement inhibés et stimulés par la leptine. La leptine régule aussi indirectement la
sécrétion de gonadotrophines en modulant la sécrétion de kisspeptine par les neurones Kiss 1,
¢galement présents dans le noyau arqué (Donato et al., 2011; Landry et al., 2013).

- La leptine est capable de traverser la barriere hémato-testiculaire et agit ainsi directement sur
les fonctions testiculaires : il existe des récepteurs membranaires a la leptine sur les cellules
de Leydig, les cellules de Sertoli, les cellules germinales et les spermatozoides matures.
(Tena-Sempere, 2007; Lampiao et du Plessis, 2008; Hofny et al., 2010). 1l a ét¢ montré in
vitro chez le rat que la leptine réduit significativement la sécrétion de testostérone par le
testicule (Tena-Sempere et al., 1999). De plus, la leptine est impliquée dans les phénomenes
d’apoptose. Les souris ob/ob chez qui la spermatogenese est altérée, présentent une
augmentation de 1’apoptose des cellules germinales et une surexpression de geénes pro-
apoptotiques au niveau testiculaire (Bhat et al., 2006). La leptine est retrouvée dans le plasma
séminal, mais son implication dans la mobilit¢ spermatique, la capacitation ou la réaction
acrosomique est cependant controversée (Lampiao et du Plessis, 2008; Li et al., 2009a).

Chez les hommes obéses (Figure 4), on retrouve une association entre les concentrations
sériques de leptine circulante et les fonctions testiculaires (Zorn et al., 2007). Les taux de

leptine sont inversement corrélés a la testostérone totale libre (méme apreés ajustement avec
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SHBG, LH et E2) (Isidori et al., 1999). 11 a, de plus, été trouvé que les concentrations sériques
de leptine sont plus élevées chez les hommes obéses infertiles que chez les hommes obéses

fertiles (Hofny er al., 2010).
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Figure 4 : Obésité et fonctions de reproduction masculine : réle de la leptine

La surproduction de leptine conduit a une résistance a la leptine au niveau hypothalamo-
hypophysaire qui contribue largement a 1’hypogonadisme-hypogonadotrope (Isidori et al.,
1999). Plusieurs mécanismes pourraient étre responsables de cette résistance : la saturation du
transport de la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique, une incapacité des récepteurs
a conduire le signal ou méme une dégradation des récepteurs.

La barriere hémato-testiculaire n’est, en revanche, pas concernée par la résistance a la
leptine : un exces de leptine va ainsi aggraver le déficit en testostérone en agissant localement

(Landry et al., 2013) et conduire a une altération de la spermatogénese.

Ghréline

La ghréline, purifiée pour la premicre fois en 1999 (Kojima et al., 1999), est un peptide

sécrété majoritairement par le fundus de I’estomac. C’est une hormone orexigeéne ayant une
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action hypothalamique : elle active les neurones NPY/AgRP du noyau arqué et inhibe
I’expression du géne Kiss-1 (Nakazato ez al., 2001).

Les taux de ghréline sont plus bas chez les patients obéses, mais il n’existe a priori pas de
résistance a cette hormone. Néanmoins, chez les hommes obéses, la diminution post prandiale
de ghréline est atténuée, n’entrainant donc pas de sensation de satiété (Cummings et al., 2002;

Druce et al., 2005).

Concernant les fonctions de reproduction, la ghréline a une action centrale et une action locale
gonadique (Figure 5).

- Au niveau hypothalamique, les récepteurs de la ghréline (GHS receptor : growth hormone
secretagogue receptor) sont fortement exprimés. La ghréline inhibe la sécrétion de GnRH, et
par conséquent celle de FSH, de LH. La ghréline a également un impact direct au niveau
hypophysaire, ou elle inhibe la sécrétion de LH induite par la GnRH (Tena-Sempere, 2007).

- Au niveau périphérique, la ghréline a un effet direct sur les gonades (Tena-Sempere, 2007).
I1 existe des récepteurs (GHS-R1a) sur les cellules de Leydig matures, les cellules de Sertoli
et les cellules germinales (Tena-Sempere, 2007). La ghréline a essentiellement une action

inhibitrice de la sécrétion de testostérone.
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Figure 5 : Obésité et fonctions de reproduction masculine : rle de la ghréline
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La leptine et la ghréline agissent en réseau avec des actions plutdt opposées. Dans les
conditions physiologiques, au niveau central, la leptine agirait plutét comme un stimulateur
de la sécrétion des gonadotrophines et serait un déclencheur de la puberté, alors que la
ghréline aurait plutot un effet inhibiteur en ce qui concerne la sécrétion de LH et le début de la
puberté. Au niveau gonadique, la leptine et la ghréline ont toutes les deux un effet inhibiteur

sur la sécrétion de testostérone.

Adiponectine et résistine

L’adiponectine et la résistine sont des adipokines sécrétées par le tissu adipeux blanc.
L’adiponectine intervient dans le métabolisme lipidique et glucidique. Cette hormone est
sensible a I’insuline : elle agit en diminuant la production de glucose hépatique et en
augmentant 1’action de I’insuline dans le foie. L’adiponectine est inversement corrélée au
risque de diabéte, indépendamment de I’IMC (Gil-Campos et al., 2004; Reverchon et al.,
2013). Bien qu’elle soit produite par le tissu adipeux, elle est inversement corrélée a la
quantité de graisse viscérale, probablement a cause d’un rétrocontrdle négatif (Psilopanagioti
et al., 2009).

La résistine, tend a induire un état d’insulinorésistance. Chez I’homme, elle semble étre
produite par les cellules de la moelle osseuse et les macrophages, puis €tre transportée ensuite
jusqu’au tissu adipeux (Kaser et al., 2003; Patel et al., 2003). Les mécanismes d’action et les

récepteurs impliqués sont a ce jour peu décrits.

L’adiponectine et la résistine ont un impact sur les fonctions de reproduction au niveau central

et au niveau local.

- Au niveau central, 1’adiponectine est retrouvée dans 1’hypothalamus et I’hypophyse. Elle se
fixe aux récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 principalement localisés au niveau musculaire et
hépatique, mais également au niveau hypothalamo-hypophysaire (Psilopanagioti et al., 2009;
Reverchon et al., 2013). Elle inhiberait la sécrétion de la GnRH, entre autres via 1’inhibition
du gene Kissl. Au niveau hypophysaire, 1’adiponectine inhiberait la sécrétion de la LH

(Reverchon et al., 2013).
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La résistine est exprimée au niveau hypothalamique et hypophysaire. Son role au niveau
central est encore mal connu, mais elle modifierait 1’expression des récepteurs a

I’adiponectine.

- L’adiponectine et la résistine sont également présentes au niveau testiculaire. Elles peuvent
étre produites localement ou provenir de la circulation générale. Il a été montré chez le rat que
I’adiponectine est essentiellement présente dans les cellules de Leydig et que les récepteurs
sont présents dans les tubes séminiferes (Caminos et al., 2008). Chez le rat, la résistine est
localisée dans les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli. Le jeline, les gonadotrophines et
la leptine régulent son expression (Nogueiras et al., 2004). Des études in vitro chez le rongeur
ont montré que I’adiponectine inhibe la production de testostérone, alors que la résistine aurait

tendance a en augmenter la production (Nogueiras et al., 2004; Caminos et al., 2008).

La leptine, la ghréline, ’adiponectine et la résistine qui sont impliquées dans le
métabolisme énergétique ont également une action sur les fonctions de reproduction
masculine par leur action au niveau hypothalamo-hypophysaire, ou directement au
niveau testiculaire. Les concentrations plasmatiques de ces hormones sont perturbées en
cas de surpoids et d’obésité. Elles jouent donc un role prépondérant dans I’altération

des fonctions de reproduction observées chez les hommes dont PIMC est augmenté.

2- Inflammation

a. Cytokines inflammatoires

L’obésité est associée a un état inflammatoire systémique chronique “de faible intensité” qui
joue un rdle important dans 1’étiologie du syndrome métabolique (Monteiro et Azevedo,
2010). La dérégulation du métabolisme lipidique entraine une hypertrophie des adipocytes qui
peuvent ensuite se rompre et conduire a une réaction inflammatoire. L’hyperplasie
adipocytaire entraine également une hypoxie qui provoque une nécrose cellulaire et un
relargage de composés qui recrutent des macrophages et déclenchent une réponse
inflammatoire. Il existe une forte corrélation entre les marqueurs de I’inflammation
systémique (TNF-o (tumor necrosis factor alpha), IL-6 (Interleukine 6), CRP (C-reactive

protein)) produits par les adipocytes et la gravité des comorbidités associées a 1’obésité.
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L’augmentation des concentrations d’IL-6 et de TNF-a est fortement impliquée dans
I’insulinorésistance et les dysfonctions endothéliales (Feve et al., 2006; Gnacinska et al.,
2009). L ¢lévation de ces marqueurs peut prédire la sévérité de 1’athérosclérose, du diabéte,
de I’apnée du sommeil et de la stéatose hépatique indépendamment de I'IMC (O'Rourke,
2009). La leptine et la résistine sont aussi impliquées dans la réponse inflammatoire

(Gnacinska et al., 2009). (Figure 6).
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Figure 6 : Obésité et réponse des adipocytes, role de I'inflammation. (Inspiré de C. Dray :
role des adipokines dans le métabolisme lipidique, nouvelles pistes et (Vazquez-Vela et al.,
2008)).

b. Inflammation et fonctions de reproduction masculine

Les cytokines inflammatoires (Il-la, 11-6, TNF-0, Activine a...) sont indispensables au
déroulement de la spermatogénése normale (O'Bryan et Hedger, 2008). Les cellules de Sertoli
vont produire de nombreux facteurs (cytokines et facteurs de croissance) qui vont intervenir
dans la multiplication et la différenciation des cellules germinales. Parmi les mieux décrits,
I’IL-1 et I’IL-6 jouent un rdéle dans la réplication de I’ADN des cellules germinales. L IGF-1
(Insulin Growth factor 1) et I’activine entrainent la prolifération des spermatogonies alors que
I’inhibine inhibe cette prolifération. Le TGFp (transforming growth factor béta) entraine la

division et la différenciation des cellules germinales. Les facteurs de croissance, EGF
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(Epidermal growth factor) et TGFa stimulent la phase méiotique de la spermatogenese (Jegou

et Pineau, 1995). (Annexe 1, p43)
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Figure 7 : Régulation paracrine de la spermatogénése, role de cytokines inflammatoires

En cas d’inflammation locale aigiie ou chronique, 1’équilibre de ces cytokines est rompu avec
un impact négatif sur les fonctions de reproduction.

L’inflammation chronique systémique liée a 1’obésité, peut altérer les fonctions testiculaires a
différents niveaux.

- En augmentant 1’insulinorésistance, les cytokines proinflammatoires perturbent les fonctions
de reproduction masculine.

- Les cytokines pro-inflammatoires altéreraient également la stéroidogenése.

- Enfin, L’inflammation aurait un effet direct sur I’épithélium séminifére, compromettant
ainsi la spermatogenése (Hedger, 2011).

De plus les cytokines IL-6 et TNF-a, stimulent la production d’EOR (Das, 2001) qui

impactent directement la spermatogénése.

3- Stress oxydant

a. Les especes oxygénées réactives (EOR)
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Les EOR sont des produits hautement réactifs du métabolisme cellulaire et jouent un rdle
dans I’homéostasie et la transduction des signaux cellulaires. La respiration mitochondriale
représente la principale source d’EOR. Les EOR ont un ou plusieurs €lectrons non appariés et
peuvent modifier les biomolécules qui les entourent. Parmi les EOR, on trouve : 1’anion
superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne et I’oxyde nitrique et ses dérivés. Le stress oxydatif
provient d’un déséquilibre entre les EOR et les antioxydants dans 1’organisme, entrainant des
1ésions cellulaires. Ce phénomeéne est impliqué dans de nombreuses affections telles que
I’athérosclérose, le cancer, le diabéte, des altérations hépatiques, des maladies du systéme
nerveux central et le vieillissement. Le stress oxydant entraine la détérioration des lipides, des
protéines, des acides nucléiques et entraine la mort cellulaire par apoptose (Ceriello et Motz,
2004).

Un systéme de défense est présent dans 1’organisme sous forme d’enzymes antioxydantes
(superoxyde dismutase (SOD2), catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx1), NADPH,
glutathion réductase, glutathion transférase) et de nutriments antioxydants non enzymatiques
(glutathion, acide ascorbique, a-tocophérol, caroténoides, polyphénols, flavonoides,

pyruvate).

Les origines du stress oxydatif sont diverses : iatrogenes, infectieuses, inflammatoires, auto-
immunes, environnementales. Concernant le mode de vie, le tabac, I’alcool et une
alimentation déséquilibrée entrainent une augmentation systémique du stress oxydant. En cas
d’obésite¢ et de dérégulation lipidique, le tissu adipeux relargue des cytokines pro-
inflammatoires (I1-6 et TNF-a) qui stimulent la production d’ERO par les leucocytes (Das,
2001; Singer et Granger, 2007). Il y a également une augmentation de [’activité des
mitochondries et de I'utilisation de la chaine de transport des électrons. Ces mécanismes
entrainent aussi une augmentation de la production d’EOR (Rudich et al., 2007; Monteiro et

Azevedo, 2010).

b. Stress oxydant et fonction de reproduction masculine

Chez I’homme, une faible quantit¢ d’EOR est nécessaire aux spermatozoides pour leur
permettre d’acquérir leur capacité fécondante (maturation spermatique, capacitation, réaction
acrosomique, fusion gamétique) (Tremellen, 2008). Les EOR sont produites par les
spermatozoides eux méme et mais également par les leucocytes présents dans le sperme. Des

antioxydants sont présents dans le liquide séminal et ont pour role le maintien d’un équilibre.
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Des quantités élevées d’ERO dans le sperme ont un impact négatif sur les fonctions
spermatiques par deux mécanismes principaux :

- D’une part, les EOR alteérent la membrane des spermatozoides composée en grande partie
d’acides gras insaturés ce qui les rend vulnérables aux peroxydations. Cette modification
membranaire entraine une diminution de la mobilité spermatique et de la capacité du
spermatozoide a fusionner avec 1’ovocyte (Tremellen, 2008).

- D’autre part, les EOR altérent directement I’ADN spermatique compromettant ainsi la
contribution génomique paternelle de I’embryon (Aitken et De Iuliis, 2007; Tremellen, 2008;
Lanzafame et al., 2009). Les EOR peuvent aussi altérer les protamines et donc entrainer des
anomalies de condensation de I’ADN spermatique ce qui rend les spermatozoides plus

vulnérables au risque de cassures de I’ADN (Sakkas et Alvarez, 2010).

Le surpoids et 1’obésité¢ sont associés a une augmentation du stress oxydatif au niveau
systémique (plasmatique et urinaire) (Furukawa er al., 2004). L’accumulation de tissu
adipeux a aussi pour conséquence une augmentation du stress oxydatif et de la peroxydation
lipidique du microenvironnement testiculaire (Vincent et al., 2007), et conduit a une
diminution de la spermatogenése et une augmentation des dommages spermatiques (Chughtai
etal., 2011).

I1 a d’ailleurs été observé, chez des souris rendues obeses par un régime hyperlipidique, une
augmentation des EOR dans les spermatozoides, associée a une augmentation de la
fragmentation de I’ADN des spermatozoides (Bakos et al., 2011b).

Chez I’homme, Tunc et son équipe ont rapporté une corrélation positive entre I’'IMC et la
production d’EOR dans le plasma séminal. Cette augmentation du stress oxydatif semble étre
liée a l’activation des macrophages présents dans le plasma séminal. Néanmoins, aucune
association entre une augmentation des EOR et I’intégrit¢ de I’ADN spermatique n’a été
constatée. Cette étude concernait cependant de faibles effectifs (8§81 hommes) (Tunc et al.,

2011).

4- Augmentation de la température scrotale

La production des spermatozoides est optimale lorsque la température est de 34°C (Mieusset
et Bujan, 1995). L’accumulation de tissu adipeux dans les régions inguinale et scrotale
augmente la température des testicules, ce qui est défavorable a une spermatogenése normale.

L’accumulation de tissu adipeux conduit localement a une augmentation du stress oxydatif, ce
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qui perturbe aussi la production spermatique et altére les membranes et le noyau spermatique

(Banks et al., 2005).

5- Dysfonctions érectiles

Les hommes obeses rapportent plus fréquemment des dysfonctions érectiles et des difficultés
d’ordre sexuel. Les mécanismes de la fonction érectile sont complexes. Une diminution des
concentrations de testostérone circulante (Diaz-Arjonilla et al., 2009) pourrait étre a 1’origine
de la baisse de la libido (Chughtai ef al., 2011). La diminution de la fréquence des rapports
sexuels, qui reste cependant controversée (Boyes et Latner, 2009), pourrait étre responsable
des délais nécessaires a concevoir plus longs observés chez les couples dont ’homme
présente un IMC élevé.

De plus, la présence de plaques athéromateuses au niveau des artéres péniennes aurait un

impact sur les fonctions érectiles (Montorsi et al., 2006).

E) Interventions thérapeutiques

La perte de poids est connue pour améliorer les comorbidités associées a 1’obésité, mais son

impact sur les fonctions de reproduction de ’homme a été peu évalué.

1- Données chez 1’animal

I1 existe quelques données chez I’animal montrant qu’il est possible d’intervenir et de reverser
les conséquences d’un régime déséquilibré sur les fonctions de reproduction.

L’altération des parametres spermatiques observée chez les souris rendues obeses par un
régime hypergras (Bakos et al., 2011b; Mitchell et al., 2011) est réversible grace a un régime
alimentaire et/ou des exercices physiques progressifs et réguliers (natation). Une amélioration
des parametres de mobilité et de morphologie, de la fragmentation de I’ADN et de la fixation
des spermatozoides a la zone pellucide a été¢ observée. Le régime alimentaire seul permet une
diminution de I’adiposité et du cholestérol total, ce qui n’est pas le cas de I’exercice physique
seul. L’association des 2 permet une amélioration de la tolérance au glucose. L’exercice
physique peut donc améliorer des fonctions de reproduction, et ce, sans une amélioration du

bilan métabolique associée (Palmer et al., 2012).
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2- Modifications hygiéno-diététiques (associant régime alimentaire et exercice

physique), chez ’homme

a. Mesures concernant I’hygiéne de vie et I’alimentation

La prise en charge de 1’obésité par des mesures hygiéno-diététiques permet de réduire les
comorbidités. Ainsi, une perte de poids de 5 a 10% permet :

- une amélioration du profil glucidique et lipidique ;

- une diminution du risque d’apparition du diabete de type 2 ;

- une réduction des complications liées a 1’arthrose ;

- une diminution de la pression artérielle ;

- une amélioration des capacités respiratoires des patients avec ou sans asthme (HAS, 2011).
En éditant en 2011 « La recommandation de bonne pratique : Surpoids et obésité de 1’adulte :
prise en charge médicale de premier recours », ’HAS (haute autorité de santé) a proposé des
conseils diététiques et des interventions visant a augmenter 1’activité physique (au moins 150
minutes par semaine avec des sessions d’au moins 10 minutes). Une approche psychologique
et cognitivo-comportementale est recommandée. L’objectif chez les patients obeses est

d’atteindre une perte de poids de 5 & 15% par rapport au poids initial (HAS, 2011).

b. Mesures hygiéno-diététiques et fonctions de reproduction masculine

Malgré quelques controverses (Hoffer et al., 1986; Kraemer et al., 1999), un certain nombre
d’¢études ont mis en évidence que la perte de poids permet d’améliorer le bilan hormonal et les
fonctions érectiles des patients obéses (Kaukua ef al., 2003; Esposito et al., 2004; Niskanen et
al., 2004; Hannan et al., 2009). Une normalisation de 1’hypogonadisme hypogonadotrope
avec une amélioration des taux de testostérone et de SHBG ont essentiellement été¢ décrites
(Kaukua et al., 2003; Hakonsen et al., 2011).

Seule une étude montre une amélioration des paramétres spermatiques chez 43 hommes
obeses apres perte de poids. La perte de poids médiane était de 15%. Elle était associée a une
augmentation de la numération spermatique (41 millions vs 232 a 193 millions) et une
augmentation du volume de 1’¢jaculat (1 ml vs 1,5 a 1,3 ml) pour une perte de poids allant de
12,2 a 17,1% et 17,2 a 25,4% respectivement. Aucune amélioration de I’intégrité¢ de I’ADN

spermatique n’a cependant été observée (Hakonsen et al.).
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Aucune donnée ne suggere une amélioration de la fertilité apres une perte de poids. Il n’existe
pas non plus d’étude ayant ciblé¢ les effets spécifiques d’une perte de graisse abdominale sur

la fertilité masculine.

La perte de poids grace a une prise en charge hygiéno-diététique pourrait avoir un effet
bénéfique sur les fonctions de reproduction masculine et permettre & des hommes obéses
d’obtenir une grossesse et une naissance. Cependant, le risque a long terme, est une reprise du

poids avec la réapparition des facteurs de risque (Bray, 1997).

3- Chirurgie bariatrique

a. Principe

La chirurgie bariatrique constitue une alternative pour permettre aux hommes obeses de
perdre du poids : elle est proposée en seconde intention. Elle doit étre envisagée apres échec
des mesures hygiéno-diététiques chez des patients ayant un IMC compris entre 35 et 40kg.m™
et qui présentent des comorbidités (comme le diabéte ou ’apnée du sommeil) ou chez les
patients dont 'IMC dépasse 40 kg.m™ (National Institute for clinical excellence, 2006; Neff
et le Roux, 2013). Elle nécessite une prise en charge multidisciplinaire. Différents types
d’interventions existent. Parmi les plus fréquentes, citons : ’anneau gastrique, la « sleeve
gastrectomy » ou gastrectomie longitudinale et le « by pass gastrique » ou court-circuit

gastrique avec Roux-en-Y.

b. Chirurgie bariatrique et fonctions de reproduction masculine

La perte de poids apres chirurgie bariatrique étant associée a I’amélioration de la plupart des
comorbidités, une amélioration de la fertilit¢ et des fonctions de reproduction masculine
pourrait étre attendue. De plus, la perte de poids et la diminution de I’obésité abdominale
apres chirurgie ont pour conséquence une diminution du stress oxydatif systémique (Uzun et
al., 2004; Melissas et al., 2006).

Effectivement, la perte de poids apreés chirurgie bariatrique permet une amélioration des

fonctions sexuelles (Mora et al., 2013) et du bilan hormonal : amélioration des concentrations
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de SHBG, de testostérone et de gonadotrophines (Pellitero ef al., 2012; Corona et al., 2013),
diminution des concentrations d’cestradiol (Corona et al., 2013).

Aucune étude prospective n’a a ce jour évalué¢ I’'impact de la chirurgie bariatrique sur les
parametres spermatiques. Quelques cas ont cependant été rapportés, trop peu nombreux ou
mal documentés pour pouvoir répondre clairement a la question. Trois équipes, chez 6
patients (di Frega et al., 2005), 3 patients (Sermondade et al., 2012b) et 2 patients (Lazaros et
al., 2012), ont rapporté une altération trés importante, voire une azoospermie secondaire a la

chirurgie bariatrique alors qu’une autre équipe n’a pas retrouvé de modifications majeures des

paramétres spermatiques 4 et 24 mois apres 1’intervention chez 10 patients (Reis et al., 2012)

(Tableau 7).

Références Population étudiée Type de chirurgie | Résultats principaux
(di Frega et al., | Hommes de couples | 6 | By-pass Azoospermie secondaire (blocage
2005) antérieurement méiotique a la biopsie testiculaire)
fertiles, devenus Absence de réversibilité a 3 ans
infertiles
(Sermondade Hommes de couples | 3 | By-pass (n=2) ou Altération majeure des parameétres
et al., 2012b) infertiles sleeve gastrectomy | spermatiques
(n=1) Réversibilité pour un cas aprés 2 ans,

tendance a la réversibilité pour un cas
apres 15 mois

(Lazaros et al., | Hommes de couples | 2 | By-pass Altération majeure des paramétres
2012) infertiles spermatiques
Absence de réversibilité a 12-18 mois

(Reis et al., Hommes de fertilit¢ | 10 | By-pass Pas de modification des paramétres
2012) inconnue spermatiques a 4 et 24 mois

Tableau 7. Synthese des publications rapportant I’impact de la chirurgie bariatrique sur les
parametres spermatiques. (D’apres N. Sermondade, these)

Des études prospectives, de plus grande envergure, €évaluant 1’impact de la chirurgie
bariatrique sur la fertilit¢ masculine, sont donc nécessaires pour répondre clairement a la
question et identifier les patients qui seraient a risque d’altération définitive de leur fonction
de reproduction. Considérant le principe de précaution, une autoconservation de

spermatozoides avant la chirurgie bariatrique peut étre proposée.
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IV. Conclusion

Malgré une susceptibilité individuelle, le poids a un impact important sur les fonctions de
reproduction masculine et la fertilité.

L’environnement pourrait aussi intervenir de maniere trés précoce dans la programmation de
la fertilit¢ a I’age adulte. De nombreux travaux mettant en évidence un phénomene
d’empreinte nutritionnelle maternelle ont été publiés. L’alimentation et le statut métabolique
maternels modifient le développement du conceptus et ont des conséquences sur la santé de
I’individu a long terme. Ce concept, appelé DOHAD (Developmental Origins of Health and
Diseases /origine développementale de la santé et des maladies de 1’adulte), implique que le
phénotype d’un individu a 1’age adulte est programmé dés la période périconceptionnelle et

périnatale.
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Partie 2 : DOHaD

I. DOHaD

A) Le concept DOHaD

1- Origine du concept de DOHaD

Dans les années 1990, les études épidémiologiques de Barker ont mis en évidence, chez les
individus de petit poids de naissance, une prédisposition au développement d’un syndrome
métabolique a I'dge adulte (Barker et al., 2002). Cette « hypothése de Barker » a été le point
de départ de nombreux travaux. La notion d’empreinte nutritionnelle maternelle a donc
émergé et a évolué vers le concept de DOHaD (Developmental Origins of Health and
Diseases /origine développementale de la santé et des maladies de 1’adulte)

(http://www.mrc.soton.ac.uk/dohad/) (Gluckman et Hanson, 2004). La « programmation

métabolique » ou « programmation feetale » a été particuliecrement bien étudiée en cas de
sous-nutrition maternelle pendant la grossesse lors de la famine hollandaise de I’hiver 1944-
1945 (Dutch Famine) (Roseboom et al., 2006). Une incidence plus ¢levée d’hypertension,
d’intolérance au glucose et de surpoids a ¢été¢ observée chez les individus nés de meres
soumises a la famine pendant leur grossesse (Lumey et Stein, 1997; Lumey, 1998). Ces effets
sont fortement corrélés a la période d’exposition. Ainsi, les individus nés de méres exposées a
la famine en début de grossesse n’étaient pas plus petits a la naissance, mais étaient plus
sujets a ’obésité a 1’age adulte. Ces individus avaient un risque 3 fois plus important de
développer des pathologies cardiovasculaires et avaient un profil lipidique prédisposant a
I’athérome. Les individus nés de meres exposées a la famine en milieu ou en fin de grossesse
¢taient plus petits a la naissance et avaient un risque augmenté de développer une intolérance
au glucose et une résistance a ’insuline (Painter et al., 2005). Il semblerait qu’une sous
nutrition pendant la période prénatale ait également un impact sur les préférences
alimentaires. Les individus exposés in utero a la famine ont tendance a consommer plus
d’aliments hypergras, ce qui contribue a long terme, a augmenter le risque de syndrome
métabolique associé¢ aux pathologies cardiovasculaires (Lussana et al., 2008). Des
observations similaires ont été faite lors d’études de populations exposées a la famine pendant

la guerre civile du Nigéria, entre 1967 et 1970, ou lors de la famine en Chine entre 1959 et

58


http://www.mrc.soton.ac.uk/dohad/

1961. Les adultes de 40 ans soumis a la famine in utero ou dans la petite enfance lors de la
guerre civile du Nigéria présentaient un risque plus ¢levé d’hypertension et d’intolérance au
glucose (Hult er al., 2010). En Chine, une augmentation du risque d’hypertension a été
observée chez les adultes d’une cinquantaine d’années exposées in utero ou immédiatement

aprés la naissance, a la famine (Wang et al., 2012).

2- Elargissement du concept de DOHaD

Initialement, la programmation feetale a été étudiée chez les enfants souffrant d’un retard de
croissance intra-utérin (RCIU) ou nés avec un petit poids de naissance. Il semble évident que
différents impacts environnementaux au cours du développement ont des conséquences a long
terme. Parmi eux, citons la nutrition dans sa globalité, les perturbateurs endocriniens, la
pollution, les agents chimiques industriels, le tabac, les infections, les microbiotes, les
médicaments... (Barouki e al., 2012; Schug et al., 2013). Une exposition précoce a ces
perturbations environnementales entraine une modification permanente de la structure des
organes, de la physiologie et du métabolisme, induisant & long terme, une prédisposition aux
pathologies.

Il est maintenant évident qu’un certains nombre de maladies telles que 1’obésité, le diabéte,
I’hypertension, les maladies cardiovasculaires, mais également I’asthme, des pathologies
auto-immunes, des maladies neuro-dégénératives, certains cancers, la dépression et la

schizophrénie ont une origine développementale (Barouki et al., 2012; Schug et al., 2013).

3- Surpoids et obésité maternelle pendant la grossesse

L’obésité maternelle augmente le risque de complications pendant la grossesse, telles que le
diabéte gestationnel, la pré-éclampsie et ’accouchement prématuré (Heslehurst ez al., 2010).
Les enfants nés de meres obeses présentent une résistance a I’insuline et une adiposité
augmentée qui se traduit par un risque plus élevé de surpoids et d’obésité. L’exposition in
utero au diabete maternel a aussi pour conséquence une augmentation de 1’indice pondéral
(poids/taille3) des enfants (Philipps er al., 2011). L’obésité maternelle a été associée a la
macrosomie a la naissance, mais €¢galement a 1’obésité dans la petite enfance (2 a 9 ans), au
moment de 1’adolescence (14 ans) et a I’age adulte (Rooney et Ozanne, 2011). Le risque

d’obésite est 2 a 5 fois supérieur si la mere est obese (Lee et al., 1997; Whitaker et al., 1997,
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Rooney et Ozanne, 2011). A long terme, ces individus ont un risque plus élevé de développer
un syndrome métabolique (Chu er al., 2007; Oken et al., 2007). Une étude épidémiologique
récente, incluant 37709 individus, a d’ailleurs mis en évidence que les adultes nés de meres
obeses présentent un risque augmenté d’hospitalisation pour des causes cardiovasculaires et

plus de décés prématurés (Reynolds ez al., 2013).

4- Plasticité développementale

La vie intra-utérine est une période critique au cours de laquelle les organes et systémes en
développement sont vulnérables face aux variations environnementales. Il existe une plasticité
développementale qui permet a 1’organisme de s’adapter. Les organes peuvent donc changer
de phénotype en réponse a un stress environnant (Gluckman et al., 2009).

Mais ce qui au départ pourrait étre considéré comme un avantage peut s’avérer délétere en cas
de changement brutal d’environnement. Aprés la naissance, les effets de la programmation
feetale peuvent étre détournés par I’environnement néonatal, comme cela a été suggéré par
I’hypothese de « Réponse prédictive adaptative ». Par exemple, in utero, si le feetus est
soumis a une restriction énergétique, il anticipe son environnement énergétique futur et ajuste
son métabolisme de fagon a assurer un apport en énergie suffisant pour les organes vitaux tels
que le cerveau, au détriment d’autres organes, comme le pancréas (Gluckman et al., 2009).
Mais apres la naissance, si I’apport énergétique est important, I’individu qui présente donc
«un phénotype économe » (« thrifty phenotype ») (Hales et Barker, 2001) va avoir une
croissance trop rapide, ce qui entrainera un risque de complications métaboliques a long
terme. Ce phénomene a été appelé « Catch up growth » (Cianfarani ez al., 1999). Le rebond
pondéral, qui correspond pendant I’enfance a I’age ou I’IMC est le plus bas, est prédictif du
poids a 1’age adulte. Il se situe normalement autour de I’dge de six ans, mais un rebond
d’adiposité précoce est un facteur de risque de surpoids a long terme (Cianfarani et al., 1999;
Ohlsson et al., 2012; Rolland-Cachera et Peneau, 2013). La période post natale est donc aussi

une période développementale critique.

B) Mécanismes

Les mécanismes impliqués dans la programmation feetale ne sont pas totalement €lucidés et

sont d’origine multifactorielle (Figure 11). Néanmoins, ils sont liés a une altération
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permanente de la structure et de la fonction des organes. Trois systémes clés sont
particulierement concernés (Martin-Gronert et Ozanne, 2012) :

- L’hypothalamus qui a un role essentiel dans le contréle de la balance énergétique, a un
développement qui démarre précocement pendant la grossesse et se poursuit apres la
naissance. Les périodes in utero et post natale sont donc des périodes critiques au cours
desquelles le développement hypothalamique et les projections neuronales peuvent étre
perturbés par I’environnement (Bouret, 2010).

- Le pancréas est particulierement sensible a I’environnement périnatal. Ainsi, un stress
environnemental subis au cours du développement entraine une altération de la structure du
pancréas, et notamment une diminution du nombre de cellules B de Langerhans (Remacle er
al.,2007). A long terme le risque de diabéte est donc augmenté.

- Le développement rénal feetal est également vulnérable a [’environnement. Un
environnement intra utérin défavorable conduit a une diminution du nombre final de néphrons
ayant pour conséquence une augmentation du risque d’hypertension et de pathologies rénales

(Vehaskari, 2010).

1- Hormones et nutriments

Certains nutriments et certaines hormones maternelles endogenes dont la sécrétion ou la
synthése peuvent étre affectées par 1’alimentation, sont essentiels au développement du foetus
et ont un impact sur le développement des organes. L’obésit¢é maternelle est d’ailleurs
associée a la concentration en leptine dans le sang de cordon, elle méme associée a une
augmentation du poids a la naissance (Karakosta et al., 2013). L’hyperinsulinémie maternelle
conduit également a augmentation du risque de macrosomie (Dorner et Plagemann, 1994).

Les adipokines et I’insuline ont un role important dans la croissance fcetale et ont une action
plus ou moins directe sur le développement du tissu adipeux, des muscles et du foie (Briana et
Malamitsi-Puchner, 2010). De plus, la leptine et 1’insuline ont toutes les deux un role
important dans le développement cérébral et hypothalamique, elles ont une action

neurotrophique (Bouret, 2010).

2- Stress oxydant
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Le stress oxydant, accru en cas d’obésité ou de malnutrition, joue un role majeur dans la
programmation feetale. Les EOR controlent de nombreuses voies métaboliques en adaptant
les signaux intracellulaires, dont les voies de 1’apoptose. Un excés d’EOR chez la meére
entraine des altérations de ’ADN qui peuvent étre transmises a la génération suivante et
affecter son développement (Luo ef al., 2006). Une augmentation du stress oxydant (évalué au
niveau du sang de cordon) a d’ailleurs été observée chez les enfants nés avec un petit poids de
naissance et chez ceux nés prématurément (Gupta et al., 2004). Des études chez I’animal ont
montré que les cellules B - donc les voies de I’insuline - pouvaient étre altérées par le stress
oxydant (Wang et al., 2004). Des rats soumis in utero a une sous-nutrition, présentaient une
hypertension. Chez ces rats, une diminution 1’activité de la superoxyde dismutase et une
augmentation de 1’anion superoxyde ont été observées (Franco Mdo et al., 2002). Ces
données montrent que le stress oxydant contribue a la programmation feetale du syndrome

métabolique et des maladies cardiovasculaires a I’age adulte.

3- Epigénétique

Le terme « épigénétique » a été introduit par Conrad Waddington en 1942 (Waddington,
2012). Les modifications épigénétiques sont des marques permanentes qui affectent le
phénotype d’une cellule ou d’un individu et de sa descendance, sans modifier son génotype.
Ce processus traduit les changements transmissibles de I’expression des génes sans altération
de leur séquence. L’épigénome sert d’interface entre 1’environnement et le génome, il
constitue la mémoire de la cellule (Attig ef al., 2010). Les trois processus les plus décrits sont
la méthylation de I’ADN, la modification des histones et les ARN non codants (microARNS).
Les mécanismes d’épigénétique sont responsables de la régulation de I’expression des genes
au cours de la différenciation cellulaire pendant le développement et tout au long de la vie de

I’individu (Jammes et al., 2011).

a. Marques épigénétiques

Meéthylation de I’ADN

La méthylation de I’ADN est I’un des mécanismes épigénétiques les plus étudiés. La

méthylation de I’ADN joue un role dans ’information génétique en controlant I’expression

génique (Jammes et al., 2011) par deux mécanismes : la structure de ’ADN peut étre
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modifiée ou 1’accés des facteurs de transcription peut étre limité par la présence des
groupements méthyles (Bergman et Cedar, 2013). Le groupement méthyle est attaché au
carbone 5 de la cytosine ; chez les mammiféres, la méthylation est restreinte aux ilots CpG
(dinucléotides cytosine-guanine). Trois enzymes (DNA méthyltransferases : DNMT) sont
indispensables a la mise en place et au maintien de la méthylation (DNMT3a, DNMT3b :
méthylation de novo ; DNMTI1 : maintient de I’empreinte) (Smith et Meissner, 2013). La
méthylation de ’ADN est tissu spécifique (Schneider et al., 2010), et est impliquée dans un
certain nombre de processus physiologiques clés tels que les phénoménes d’empreinte
(Bachmann et Bergmann, 2012), I’inactivation du chromosome X (Okamoto et al., 2004) et la
répression de génes spécifiques des cellules germinales ou de séquences répétitives (Hackett

et Surani, 2013).

Le développement des cellules germinales et des embryons préimplantatoires sont des étapes
critiques pour les événements épigénétiques, en particulier la méthylation et la mise en place
de I’empreinte. Les geénes soumis a empreinte ont une expression monoallelique selon
I’origine maternelle ou paternelle de I’all¢le. Ils ont un role majeur dans le développement
feetal et placentaire (Jammes ef al., 2011). Au cours du développement embryonnaire, les
cellules germinales primordiales subissent une déméthylation globale ; I’empreinte parentale
serait ainsi effacée. Puis, au cours de la gamétogénese, une reméthylation de novo, sexe-
spécifique, se produit dans les cellules germinales primordiales. Aprés la fécondation, la
déméthylation du génome entraine ’activation des geénes du développement et permet la
pluripotence, bien que les geénes a empreinte parentale soient protéges de cette déméthylation.
Vient ensuite la reprogrammation épigénétique, qui permet [’expression de genes
développementaux spécifiques et 1’établissement des différentes lignées dans ’embryon
(Figure 9), la programmation de la réapposition des marques épigénétiques et de 1’activation
du génome embryonnaire est espece-spécifique (Attig et al., 2010; Cantone et Fisher, 2013;
Hackett et Surani, 2013). La méthylation de I’ADN fait intervenir des liaisons covalentes ce
qui permet une stabilité a long terme. Cette méthylation peut étre affectée par I’alimentation

des la période périconceptionnelle.
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Figure 9. Déméthylation des cellules germinales primordiales et reméthylation sexe
spécifique chez la souris (CGP : cellules germinales primordiales)

Modification des histones

Le génome s’organise en nucléosomes, constitués de I’ADN qui entoure un complexe
protéique formé de huit protéines d’histones (2 copies des histones H2A, H2B, H3 et H4).
L’histone HI1 établit le lien entre les nucléosomes (Ray-Gallet et al., 2005). La queue des
histones est un site privilégi¢ de modifications épigénétiques.

Plus de 100 modifications d’histones ont ¢été décrites (Kouzarides, 2007), telles que
I’acétylation et 1’ubiquitinilation des résidus lysine, la phosphorylation des résidus sérines, la
méthylation des lysines ou arginines. L’acétylation qui est la premiére a avoir été décrite
(Phillips, 1963), neutralise les charges positives des résidus de lysines, ce qui affaiblit les
interactions charges dépendantes entre I’ADN et les histones. L’accessibilité de ’ADN aux
complexes de transcription est donc facilitée, ce qui permet la transcription, et donc
I’expression génique. La méthylation des histones va avoir un impact moins important sur la
compaction de I’ADN, mais la méthylation des lysines ou arginines des histones est associée
indirectement a une activation ou une répression de la transcription selon leur localisation. Un
certain nombre d’enzymes sont impliquées dans les modifications d’histone : les histone-
acétyltransferases (HATs) et les histone-méthyltransferases (HMTs) interviennent dans la
mise en place respective des groupements méthyles et acétyles. Les histones déméthylases
(HDMs) et les histones déacétylases (HDACs) interviennent dans la suppression respective

des groupements méthyles et acétyles (McKay et Mathers, 2011).
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Les petits ARN non codants
Les microARNs (miARN) sont une grande famille de petits ARN (=22 nucléotides) non
codants. Ces miRNA régulent la transcription d’environ un tiers des geénes codants pour des

protéines. En se liant a des séquences spécifiques de I’ARN, ils ciblent la région 3’ non

transcrite de I’ARNm (Esquela-Kerscher et Slack, 2006).

La modification des histones combinée a la méthylation de ’ADN module un processus
dynamique qui affecte le nucléosome et donc la transcription des génes, en fonction de la

présence de miRNA spécifiques (McKay et Mathers, 2011; Zentner et Henikoff, 2013).
b. Alimentation et modifications épigénétiques

L’alimentation est un facteur majeur responsable de modifications épigénétiques du feetus. De
nombreuses études évaluant le statut nutritionnel maternel et la programmation feetale ont

¢établi un lien avec les mécanismes d’épigénétique.
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Figure 10 : Principales voies impliquées dans le métabolisme de la méthionine.
En rouge : Nutriments et composés alimentaires pouvant moduler les marques épigénétiques
en modifiant la disponibilité de la S-adénosylméthionine (SAM) (McKay et Mathers, 2011)

L’influence des nutriments sur le cycle de la méthionine a été bien étudiée. Ce cycle fait
intervenir de nombreuses vitamines, enzymes et nutriments et a un rdle central dans la

syntheése d’ADN, la biosynthese de protéines et d’histones et la méthylation de molécules, en
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particulier celle de I’ADN et des histones. Ces nutriments ou enzymes sont soit directement
impliqués dans le cycle de la méthionine (Folates, sélénium...), soit agissent comme
cofacteur enzymatique (Vitamine B12, vitamine B6, choline...). Un défaut ou un exces de ces
composés peut moduler les marques épigénétiques en modifiant la disponibilité¢ de la S-
adénosylméthionine (SAM) qui est le donneur méthyle dans 1’étape finale de la méthylation

(McKay et Mathers, 2011; Steegers-Theunissen et al., 2013).

Modification des enzymes impliquées dans les marques épigénétiques

L’activit¢ des enzymes impliquées dans les phénoménes épigénétiques (méthylation et
acétylation : DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, HATs, HMTs, HDACs, HDMs) peut également
étre altérée par certains nutriments tels que le sélénium, qui réduisent soit leur expression, soit

leur liaison a I’ADN et donc leur action (Handel et al., 1995; Xiang et al., 2008).

IGF2

IGF?2 (Insulin-Like Growth factor 2) est un des génes soumis a empreinte maternelle qui est le
mieux caractérisé. Son expression monoallélique paternelle est opposée a celle du gene H19
qui est exprimé par l’allele maternel. /GF2 est souvent pris en compte dans 1’étude des
mécanismes de la programmation feetale. C’est un important promoteur de la croissance
feetale et du développement chez I’humain. La méthylation se fait au niveau de son centre
d’empreinte (DMR (differentially methylated region) ou ICR (imprinting control regions).
Une hypométhylation de ce centre d’empreinte conduit a une expression biallélique d’IGF2,

donc a une expression augmentée de la protéine (Smith et al., 2006).

Environnement prénatal et modification de [’expression d’IgF?2

Il a été observé que les adultes qui avaient été exposés in utero a la famine hollandaise au
cours de I’hiver 1945, présentaient une diminution de la méthylation du gene IGF2 de leur
ADN sanguin (Heijmans et al., 2008). Par ailleurs, une diminution de la méthylation du
centre d’empreinte d’/GF2 associée a une augmentation des concentrations plasmatiques
d’IGF2 ont été observées dans le sang de cordon d’enfants nés de meres obeses (Hoyo et al.,
2012). 1l avait d’ailleurs déja été observé en 1998 que I’expression d’/GF2 était augmentée
dans les placentas d’enfants nés avec un RCIU (Abu-Amero et al., 1998). Ces résultats ne
font cependant pas ’unanimité car aucune différence d’expression du gene IGF2 n’a été
retrouvée dans une étude réalisée sur les placentas d’enfants nés avec un retard de croissance

(Apostolidou et al., 2007). 1l n’a pas non plus ét€¢ mis en évidence d’association entre le poids
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de naissance et la méthylation du centre d’empreinte ICR1 du géne /GF2 dans le sang de
cordon (Burris er al., 2013). Dans une étude plus récente, il a méme été observé une
diminution de I’expression d’/GF2 dans des placenta d’enfant nés avec un RCIU, mais les
effectifs de cette étude étaient relativement faibles (16 vs 9) (Koukoura et al., 2011).

IGF2 semble néanmoins étre un geéne clé impliqué dans la programmation feetale. Son
expression peut étre altérée par 1’environnement in utero qui module la méthylation de son
centre d’empreinte et modifie ainsi, de fagon durable, son expression. Le phénomene de
DOHaD est cependant beaucoup plus complexe et de nombreux autres genes soumis a
empreinte sont impliqués dans la programmation feetale. 11 a ét¢é mis en évidence des
différences de méthylation de génes impliqués dans la croissance et les maladies métaboliques
(INSIGF, GNASAS, MEG3, IL10, LEP, ABCAI) chez les adultes exposés in utero a la famine
hollandaise. Ces changements de méthylation étaient liés a la période d’exposition et au sexe

de I’individu (Tobi et al., 2009).

C) Périodes de I’exposition

Les facteurs environnementaux ont un impact important pendant la période de plasticité
développementale, au cours de laquelle les marques épigénétiques subissent des modifications
critiques.

Quand un tissu ou un systéme est compleétement développé, bien qu’encore modulable, il est
moins sensible au stress environnemental. La fenétre de sensibilité est tissu dépendante et
débute des la période pré-conceptionnelle pour s’étendre jusqu’a I’enfance et méme la puberté
pour certains organes comme le cerveau ou 1’appareil reproducteur (Barouki et al., 2012).

(Figure 11)

1. Période pré-conceptionnelle

Le stock d’ovocytes est complet et définitif avant la naissance. Les follicules primordiaux
quittent leur état de quiescence et commencent leur croissance 26 semaines avant la
conception. Quatorze semaines avant la conception, la folliculogenese s’accélere (Steegers-
Theunissen et al., 2013). Ces étapes sont donc des étapes critiques du développement
ovocytaire au cours desquelles I’environnement maternel peut affecter la maturation

ovocytaire, et entrainer des modifications définitives, notamment des altérations de la
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méthylation de ’ADN. L’obésité est associée a des modifications du liquide folliculaire
(augmentation en androgeénes et en CRP) qui peuvent influencer la maturation et les
compétences développementales des ovocytes (Robker et al., 2009; Fleming et al., 2012).
Chez la souris obe¢se, les ovocytes présentent une altération du potentiel de membrane
mitochondrial, avec une altération de I’ADN, et une augmentation du stress oxydant
conduisant a une altération des compétences développementales (Igosheva et al., 2010). 1l a
de plus été observé chez les descendants de souris soumises a un régime pauvre en protéines
pendant un cycle précédant la saillie, des anomalies cardiovasculaires telles qu’une
augmentation de la pression sanguine chez les males et les femelles et une altération du

développement rénal chez les femelles (Watkins ef al., 2008).

2. Période préimplantatoire

Les embryons préimplantatoires sont également sensibles aux conditions environnementales.
Les nutriments et les hormones présents dans les trompes et 1’utérus sont influencés par
I’alimentation maternelle (Leese et al., 2008) et peuvent modifier la prolifération
embryonnaire, [’apoptose ou 1’évolution jusqu’au stade blastocyste (Fleming et al., 2004;
Fleming et al., 2012).

Chez le rat, un déficit en protéines pendant la période préimplantatoire perturbe le
développement embryonnaire (clivage cellulaire plus lent) conduisant a des blastocystes ayant
moins de cellules (Kwong et al., 2000). Des anomalies phénotypiques (hypertension) et
épigeénétiques ont été observées chez les rats adultes qui en sont issus (Kwong et al., 2006). 11
a ¢ét¢ montré chez le lapin, qu’un régime maternel hyperlipidique-hypercholestérolémique,
altérait I’expression des génes embryonnaires des le stade 8-16 cellules, entrainant un RCIU
et un surpoids a 1’age adulte (Picone et al., 2011). De plus, la période préimplantatoire est une

étape clé pour I’établissement des marques €pigénétiques.

3. Période foctale

Le développement et la croissance feetale dépendent du placenta qui forme I’interface entre la
meére et le foetus. La croissance et la fonctionnalité¢ du placenta sont soumises, entre autre, au
statut nutritionnel de la mere (Lager et Powell, 2012). Une grande variété de nutriments,

hormones, cytokines et facteurs de croissance sont échangés entre la mere et son feetus et
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régulent le développement intra—utérin en réponse aux variations environnementales
(Sandovici et al., 2012). Une insuffisance placentaire entraine un défaut de transport des
nutriments et des hormones de la mére vers le feetus, et altére son développement.

La régulation épigénétique joue un rdle important dans la réponse adaptative aux facteurs
environnementaux, notamment par la méthylation de I’ADN de certains loci (Novakovic et

al., 2011).

4. Période néonatale

Chez I’animal, des études ont montré qu’une surnutrition pendant la période néonatale
augmente le risque de développer un syndrome métabolique a 1’age adulte. Le risque est
d’autant plus important si les animaux sont nés avec un retard de croissance intra utérin. Des
altérations de méthylation de I’ADN, acquises en post-natal, au niveau de genes impliqués
dans la balance énergétique, pourraient avoir un rdle central (Plagemann ez al., 2012).

Chez I’homme, comme déja décrit ci dessus, une croissance post natale trop rapide apres une
croissance feetale altérée augmente le risque de complications métaboliques a long terme
(Cianfarani et al., 1999).

Des ¢études épidémiologiques ont également montré que 1'allaitement maternel exerce un role
préventif de 1’obésité infantile (Singhal et Lanigan, 2007) et la leptine contenue dans le lait
pourrait étre partiellement responsable de ces effets protecteurs (Uysal et al., 2002).

Les premiers mois apres la naissance sont donc une fenétre critique au cours de laquelle la

santé a long terme peut ¢galement étre programmee.

D. Conclusion et perspectives

Le statut nutritionnel maternel en période périconceptionnelle, pendant toute la grossesse et
au cours de I’allaitement influence la santé a long terme. Un certain nombre de facteurs de
stress, tels que la sous-nutrition, la surnutrition, mais également les phénoménes conduisant a
un retard de croissance intra-utérin, ont des conséquences négatives sur le développement de
I’individu. Les mécanismes ne sont pas totalement ¢lucidés et 1’origine de la programmation

est multifactorielle.
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Période Période préimplantatoire Organogéneése et placentation Petite enfance Long terme
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I1. Environnement maternel et fonctions de reproduction de la descendance

Des études épidémiologiques chez ’homme et des données expérimentales chez I’animal ont
permis de mettre en évidence qu’une malnutrition maternelle, pendant la période
périconceptionnelle et la croissance feetale, pouvait également altérer les fonctions de
reproduction des descendants males ou femelles.

Dans l'article ci-aprés (Dupont et al., 2012), nous avons fait une revue de la littérature afin de
recenser les effets déja observés chez 1'homme ou I'animal de la nutrition maternelle ou du
petit poids de naissance sur la fertilité¢ dans les deux sexes (résumé rapide des conclusions ci-

dessous).

A) Données épidémiologiques

Les ¢études épidémiologiques sont peu nombreuses. Elles sont essentiellement fondées sur les
conséquences a long terme d’un retard de croissance intra utérin. Une altération du
développement gonadique a été observée deés le stade feetal ou au moment de la naissance,
aussi bien chez les garcons (cryptorchydie) que chez les filles (de Bruin ef al., 1998). Au
moment de la puberté, le bilan hormonal est altéré (Cicognani et al., 2002; Ibanez et de
Zegher, 2006) et peut étre responsable d’hypofertilit¢ a 1’age adulte (Francois et al., 1997,
Nohr et al., 2009; Vanbillemont et al., 2010).

D’autres ¢tudes s’intéressent au poids de la mere avant la conception ou au gain de poids
pendant la grossesse : elles ont montré I’impact de I’environnement nutritionnel maternel sur
la programmation des fonctions de reproduction des descendants. On note en particulier une
puberté plus précoce chez les filles (Keim et al., 2009) et une altération des parametres
spermatiques associée a une diminution de la concentration plasmatique en inhibine B chez
les hommes (Ramlau-Hansen er al., 2007a), dont les méres avaient un IMC ¢élevé avant la

grossesse.

B) Données chez 1’animal

L’impact de la nutrition maternelle a essentiellement été étudié chez le mouton.
Chez les males et les femelles, une sous-nutrition maternelle pendant la gestation affecte la
réponse hypophysaire a la GnRH, le développement et les fonctions gonadiques, (Rae et al.,

2001; Rae et al., 2002; Kotsampasi et al., 2009). Dans un modele de brebis sur-nourries, un
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retard du développement ovarien et une diminution du nombre de follicules primordiaux dans
l'ovaire feetal ont été observés (Da Silva et al., 2002). Chez le male, la surnutrition maternelle
entraine un retard du début de la puberté, et une diminution des concentrations plasmatiques

en testostérone et du volume testiculaire (Da Silva et al., 2001).

Ces modeles de brebis sous-nourries ou sur-nourries ont donc permis de souligner
I’importance de la nutrition maternelle pendant la gestation pour le développement des
fonctions de reproduction des descendants. Les effets observés dépendent cependant de la
période d’exposition et de I’importance du stress appliqué. A 1'heure actuelle, il n'existe pas

d'étude publiée sur les conséquences sur la fertilité.

C) Mécanismes

Les mécanismes impliqués dans ces phénoménes demeurent mal connus, mais doivent faire
intervenir des processus similaires a ceux décrits précédemment, tels que le statut hormonal
maternel au moment de la conception (O'Shaughnessy et Fowler, 2011), les mécanismes de

stress oxydatif, ainsi que la transmission de marques épigénétiques.

Le développement des gonades méales se met en place in utero et les cellules de Sertoli jouent
un role central dans le développement et les fonctions du testicule. Leur nombre et leur
structure sont corrélés au volume du testicule et a la production spermatique (Sharpe et al.,
2003). Ces cellules proliferent de la vie feetale jusqu’a la puberté. Un défaut dans leur
développement aura aussi un impact sur les autres cellules testiculaires telles que les cellules
de Leydig et les cellules germinales entrainant des dysfonctions a 1’age adulte (Sharpe et al.,

2003).

D) Conclusion

En conclusion, il existe encore peu de données sur les effets d'un environnement maternel
altéré sur la fonction de reproduction et la fertilité. Des études sont nécessaires, d'autant qu'il a
été observé une augmentation du risque d’infertilité chez les hommes nés avec un RCIU. Ces
données justifient aussi 1'étude de l'impact de la nutrition maternelle sur la fonction de
reproduction male en utilisant le modele de lapin dyslipidémique déja validé dans notre

laboratoire.
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Abstract

Fetal programming of metabolic diseases is now a well established concept. The scope of the Developmental Origins of Health
and Disease has, however, widened and led to the identification of new targets of fetal programming, notably effects on
reproductive function. Epidemiologic studies about maternal nutrition and effects on offspring’s fertility are rare, but a link
between impaired fetal growth, possibly caused by maternal malnutrition, and reproductive function, has been established. The
methodologic limitations inherent to human epidemiologic studies can be complemented through the use of animal models, which
enable experimental studies on maternal environment and its effect on reproductive functions of the offspring. Altogether, an
interaction between inappropriate maternal nutrition (excess or reduced nutritional intake, micronutrient unbalance, or alcohol
intake) and reproductive maturation of the offspring has been shown in a majority of experiments as summarized in this review.
The exact processes through which maternal nutrition or maternal environment affect reproductive function in the offspring remain
unclear but epigenetic modifications are a clear link. Further studies are needed to better understand the mechanisms involved,
identify the crucial critical periods, and prevent or treat the adverse effects.
© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

In the 90s, the epidemiologic studies of Barker and
coworkers underlined an increased risk of noncommu-
nicable metabolic diseases in people born small for
gestational age (SGA) [1,2]. It is now generally admit-
ted that obesity, type 2 diabetes, and hypertension may
take root during early development, throughout gesta-
tion and lactation, as stated in the Developmental Ori-
gins of Health and Disease hypothesis (http:/www.
mrc.soton.ac.uk/dohad/). Indeed, many studies have
shown that an individual’s nutritional and hormonal
status during fetal development and early life plays an
important role for long-term control of energy metab-
olism [3.4]. Epidemiologic and experimental reports
suggest that epigenetic mechanisms are the link be-
tween early life events and health later in life, with
epigenetic marks being considered as long-lasting en-
vironmental cues [5,6]. Many organs are affected by
this process, including gonads. Because gametogenesis
takes place during pregnancy, the maternal nutritional
status may also affect the offspring fertility and the
quality and epigenetic markings on his/her gametes,
thus creating a transgenerational effect [7,8].

This review addresses the influence of maternal nu-
trition on offspring reproductive function in humans
and animals. Consequences on gonadal differentiation,
sexual organs, onset of puberty, gamete quality, hor-
monal status, and fertility have been observed. The
critical spatiotemporal periods when gonads and/or
gametes may be affected are described, and putative
mechanisms presented.

2. Critical spatiotemporal periods and
mechanisms that may affect gonadal development
and function

2.1. Gonadal development

It is important to know the timing of gonadal differen-
tiation and gamete production in order to understand and
interpret data from human and animal studies.

In females of large mammalian species (e.g., human,
sheep, goat, cow, and pig), the pool of oocytes is complete
and definitive before birth, based on the resting reserve of
primordial follicles established during fetal life, which
represent the lifespan supply for the female’s fertiliz-
able oocytes, but this is not the case in all species (Fig.
1), hence rendering interspecies comparison somewhat
difficult. For example, although meiosis begins during
pregnancy in humans, sheep, and mice, gonial mitotic
division is only completed in humans and sheep during
this period, whereas it continues after birth in mice
[9,10]. Subsequently, folliculogenesis and the accom-
panying steroidogenesis take place during fetal life in
humans and sheep, but only shortly after birth in mice.
In rabbits, both events take place in the postnatal period
[10,11].

In males, the continuous production of spermatozoa
requires the proliferation of spermatogonia that begin to
proliferate as well as the maintenance of a pool of
spermatogonia. This is a continuous process throughout
postpubertal life. Sertoli cells play a central role in the
development of a functional testis and their numbers
are highly correlated with both adult testicular size and
sperm production [12]. These cells proliferate during
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Fig. 1. Schematic representation of the timing of ovarian differentiation in three different mammals (mouse, sheep, and human), showing that
although meiosis occurs before birth in all three species, folliculogenesis begins after birth in mouse, in contrast to sheep and human.

pre- and postnatal development, coordinating testicular
development [10]. Alterations of Sertoli cell develop-
ment affect other testicular components, such as Leydig
and fetal germ cells, leading to disorders in adulthood
[12]. Sertoli cell proliferation may be disturbed through
alterations of the development of the hypothalamic—
pituitary—gonadal axis during fetal life, linked to the
concentration of key hormones, such as FSH, T3, T4,
GH, and estrogens. Testicular descent, which is a hor-
mone-dependent process during fetal development,
normally occurs at or shortly after birth in most species.
Hormonal defects in males lead to incomplete descent
of one or both testes (cryptorchidism) and is associated
with lower sperm counts in adulthood [13].

2.2. Mechanisms that may affect gonadal
development and function

Lasting morbidity, including infertility in offspring
can be induced through a wide range of mechanisms,
such as oxidative stress and epigenetic changes [14].
Furthermore, maternal nutrition can affect the synthesis
of endogenous maternal hormones, which are essential
during fetal development [7].

Epigenetic marks are candidates for bearing the
memory of early life exposure to inadequate nutritional
environments by long-term alterations of gene expres-
sion programming, with the epigenome acting as an
interface between the environment and the genome
[15,16]. Epigenetic mechanisms that may be involved
in fetal programming have been reviewed [5,6,17,18].
Briefly, germ cells during development and the preim-
plantation embryo are subjected to intense epigenetic
modifications. In germ cells, DNA methylation is
erased and new DNA methylation is acquired during
the multiplication of spermatogonia (i.e., during fetal
life, before meiosis takes place) in the males, whereas
in females, it takes place during oocyte growth and mat-
uration (i.e., long after birth and prior to each ovulation)
[19] indicating that critical times for disturbance of epi-
genetic marks are different between males and females,
with the males being probably more sensitive than fe-
males during fetal life. In contrast, female gametes may be
more susceptible to epigenetic perturbation during follic-
ular maturation (i.e., at the time when superovulation
treatments, both in humans and animals, or nutritional
interventions, such as flushing in animals, or weight loss
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in infertile obese women) may be taking place. The im-
portance of this timing has been demonstrated through the
use of animal models, such as the mouse knockout for
Dnmt3L (DNA methyltransferase 3L, Dnmt3L, a member
of the Dnmt3 family, which has been reported to be
necessary for gametic methylation and parental imprint-
ing) [19]. In this model, Dnmt3L """ males are infertile
with azoospermia and hypogonadism, whereas females
are fertile but fetal death occurs at midgestation because of
placental dysfunction.

3. Epidemiologic studies

Epidemiologic studies about maternal nutrition and
its effects on offspring fertility are rare, and the existing
reports have generally focused on the long-term effects
of low birth weight. Birth weight is, however, a poor
surrogate for nutritional status during gestation [20].
Furthermore, environmental disturbances during preg-
nancy, especially during the periconceptional period,
are not necessarily associated with altered growth and
low birth weight, although they have been shown in
animal models to induce long-term physiologic effects
in offspring [3,21].

3.1. Intrauterine growth retardation

In humans, if a birth weight below 2500 g is used as
a threshold for defining intrauterine growth retardation
(IUGR), the incidence of IUGR is below 7% in devel-
oped countries, but can reach 16.5% to 18% of new-
borns in developing countries [22]. Impaired gonadal
development has been observed in [UGR fetuses or
stillborn infants. Abnormal ovarian development, char-
acterized by a decreased volume of primordial follicles
in the ovarian cortical tissue, was observed in ITUGR
individuals after placental insufficiency [23]. More-
over, cryptorchidism is common in boys born with
IUGR and has been associated with low sperm count in
adulthood [13].

Later on in development, the onset of puberty and
the age at menarche have been shown to be advanced
by approximately 5 to 10 mo in SGA girls compared
with those born with an appropriate weight for gesta-
tional age (AGA). These girls also have higher FSH
concentrations and smaller ovaries and uterus com-
pared with AGA girls [24]. At puberty, the prevalence
of anovulation appears higher among SGA compared
with AGA girls, with reduced ovulation rates in the
relatively small fraction of ovulating SGA girls [25]. It
was suggested that insulin resistance could be the
mechanism explaining early menarche in SGA girls and

that insulin sensitization may be an approach to reverse
these adverse effects [26-28]. In adults, a link between
prenatal environment and the onset of polycystic ovary
syndrome in adolescence has often been tested, but to
date, results remain contradictory [29]. Nevertheless, it
was shown that prenatal growth restriction coupled
with spontaneous catch-up growth during infancy in-
duces increased insulin resistance and visceral adipos-
ity, associated with elevated plasma dehydroepiandro-
sterone sulfate and reduced plasma concentrations of
sex hormone binding globulin in 8-yr-old girls, which
may subsequently predispose these girls to polycystic
ovary syndrome [29-31]. Similarly, SGA boys have an
increased risk for high plasma FSH and low inhibin B
concentrations, with reduced testicular volume in ado-
lescence [30,32]. Further fertility, however, is not doc-
umented.

Indeed, so far, relatively few studies linking birth
weight and fertility in adulthood are available. Neverthe-
less, in women, high (> 4500 g) or low (<< 2500 g) birth
weight is associated with prolonged time to conceive [33].
In a cohort of 347 men, semen quality or hormonal status
did not appear to be affected by birth weight [34]. How-
ever, in a recent study, it was established that adult males
born SGA have lower plasma testosterone concentrations
compared with AGA controls, independent of age,
weight, and height [35]. Furthermore, it was observed in
male partners of subfertile couples that men with idio-
pathic subfertility had lower birth weight compared with
men with subfertility of known etiology or men with
normal semen analyses [36].

3.2. Maternal undernutrition

How maternal undernutrition may affect offspring
fertility remains unclear. Maternal exposure to nutri-
tional deprivation, specifically during early gestation,
as experienced during the late period of the Dutch
Hunger Winter of 1944-1945 where the population of
Amsterdam was submitted to a severe and well circum-
scribed famine [37], increased the risk of early onset
cardiovascular disease, hypertension, increased body
mass index (BMI), and glucose intolerance in the off-
spring [38]. The fertility of male offspring was not
reduced and it appeared to be improved in females, as
women born to mothers who were subjected to the
famine during pregnancy had children earlier and had
more children and more twins than those who were
born to contemporary, normally fed mothers [38—40].
Nevertheless, the criteria used to assess fertility in these
studies were number of children per woman, maternal
age at the first child, twin rate, and percentage of
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childless women, which may be influenced by many
other factors independent of fertility. Hormonal status,
ovarian reserve, time to conceive, or miscarriage ante-
cedents were not considered.

3.3. Maternal weight before pregnancy

Maternal BMI before conception and maternal
weight gain during pregnancy may be indicators of the
maternal nutritional status and are also used as indica-
tors of fetal nutrition [9]. In terms of reproduction,
premature onset of puberty was observed in girls born
from mothers with high BMI (>25 kg.m~?) [41]. Fur-
thermore, an epidemiologic study conducted on 328
men from the Danish pregnancy cohort has shown a
detrimental influence of high maternal BMI on the
sons’ semen quality and plasma concentration of in-
hibin B [42], indicative of decreased Sertoli cell func-
tion [43].

3.4. Summary of epidemiologic studies

The human epidemiologic studies summarized above
indicate small but significant effects of maternal nutrition
on gonadal development. Because IUGR, however, is
known to predispose to excess weight gain and meta-
bolic disorders in adulthood [44,45], the observed ef-
fects on reproduction in both males and females may
also be the direct consequences of adult metabolic syn-
drome and overweight. In any case, age at puberty,
gonadotropins, and inhibin B plasma concentrations
appear to be affected.

4. Experimental data from animals

Despite their obvious limitations (placentation vary-
ing according to species, and gonadal development
taking place at different times, as shown in Fig. 1),
animal models are a very important tool to decipher in
utero mechanisms leading to altered gonadal function
in the adult offspring.

4.1. Maternal undernutrition

4.1.1. Effect on gonads

In sheep, where normal gestation lasts approxi-
mately 145 days, the effects of maternal undernutrition
during critical stages of ovarian development (day
50—just before the onset of meiosis; day 65—just
before primordial follicle formation; day 110—just be-
fore the onset of tertiary follicle formation) (Fig. 1)
were assessed in sheep fetuses by measuring the gran-
ulosa cell layer development. A delay in ovarian fol-
licular development was observed at Day 110 when

undernutrition was applied from mating to Day 50 of
gestation [46]. In cattle, heifers were fed a low pro-
tein diet during the first or second trimester of preg-
nancy. The largest prepubertal follicle was smaller in
their female offspring compared with controls. More-
over, the female offspring had reduced densities of
primordial and primary follicles and healthy antral
follicles [47].

In male fetuses, maternal undernutrition in early
gestation (Day 0 to Day 50) led to an increased expres-
sion of steroidogenic acute regulatory protein (StAR), a
protein involved in the transport of cholesterol to the
mitochondria for steroidogenesis, in the testis [48].
Nevertheless, testicular weight was not affected [49].
Another study demonstrated that testes tended to be
lighter in newborn lambs whose dams were underfed
from 70 days of pregnancy until parturition, compared
with overnourished lambs [50]. Postnatally, there was
no effect of maternal global nutritional restriction in
sheep from 31 to 100 days of gestation on the time of
the onset of puberty, neither in female [S0] nor in male
offspring [51]. In young bulls whose dams were fed a
low protein diet during the first or the second trimester
of pregnancy, however, prepubertal plasma FSH con-
centrations and testicular weight were increased [52].

Finally, recent data obtained in sheep did not show
evidence of any effect of periconceptional undernutri-
tion (—15 days to +30 days after conception) on the
testicular development of male offspring at the time of
puberty [53,54].

4.1.2. Effects on the hypothalamo-pituitary-gonadal
axis

An increased response to GnRH challenge (increased
plasma FSH concentrations) was observed in female off-
spring of sheep undernourished during the first month of
gestation [51], whereas no changes in gonadotropin pro-
files or pituitary responsiveness were observed in the adult
female sheep submitted in utero to maternal undemutri-
tion from conception to Day 95 [54]. Similarly, altered
hypothalamo-pituitary responsiveness to GnRH challenge
was also observed in male sheep submitted to maternal
food restriction from 31 to 100 days of gestation [51] but
this was not observed when food restriction was imposed
from mating to Day 95 [54].

4.1.3. Effects on fertility and gamete quality in
adulthood

Maternal food deprivation in mice induced a small,
but significant, effect on the reproductive success of
their daughters, whose mean litter size was reduced
during their second pregnancy [55]. In female sheep,
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reduced ovulation rates were observed in females sub-
mitted to fetal undernutrition from conception to Day
95 of gestation [49]. Nutritional restriction during the
first month of gestation led to an increased number of
small follicles in 10-mo-old ewe offspring. In con-
trast, nutritional restriction during the second and
third months of gestation led to a reduction in the
number of large corpora lutea (> 8 mm), indicating
a decreased number of ovulations [50]. Furthermore,
it has recently been shown in rats that maternal under-
nutrition throughout gestation significantly reduces pri-
mordial, secondary, and antral follicle numbers in adult
offspring. This decrease is associated with decreased
mRNA levels of genes known as critical for follicle
maturation and ovulation (Gdf9, Erb) and with in-
creased oxidative stress in the ovary (as evidenced by
the ovarian protein carbonyl content and Peroxiredoxin
3 mRNA levels) [56].

In adult male sheep, nutritional restriction in the
second part of gestation (Day 31 to Day 100) leads to
a significant decrease in Sertoli cell numbers and to a
reduction of the diameter of seminiferous tubules com-
pared with controls [51]. Furthermore, it was reported
in rats that undernutrition from the fetal period to pu-
berty was associated with lower testicular weight and
lower Sertoli cell numbers in adult life, showing that
nutrition during fetal to early postnatal life may be
critical to male reproductive life in adulthood [57].
Altogether, these results indicate that Sertoli cells may
be particularly vulnerable to maternal undernutrition
during pregnancy.

4.1.4. Summary of effects of maternal undernutrition
In conclusion, there is clear evidence, both in males
and females, that maternal undernutrition during preg-
nancy affects pituitary response to GnRH and gonadal
development and function, depending on the timing and
magnitude of the undernutrition. More studies are
needed to explore specifically the effect of maternal
undernutrition before the migration of the primordial
germ cells to the gonadal ridge in the fetus. Moreover,
direct effects on fertility have not been fully explored,
although available data suggest that these effects may
not result in a dramatic decrease in fertility in otherwise
healthy animals. Further investigation is needed in both
human and animal models to answer to these concerns.

4.2. Maternal overnutrition

4.2.1. Effects on gonads and hypothalamo-pituitary-
gonadal axis

Data on gonadal development and offspring fertility
are so far also very limited in rodents. In rats, maternal

exposure to a high fat diet leads to early pubertal onset
[58]. Recent data from our laboratory showed that ma-
ternal high fat diet induces global hypomethylation of
testicular genes in the first, but not the second genera-
tion offspring (Attig et al., submitted).

4.2.2. Effects on fertility and gamete quality in
adulthood

To our knowledge, the fertility of animals born from
obese or overnourished dams has not been reported so
far, precluding any hasty conclusion on the reproduc-
tive function in adult offspring.

4.2.3. Excess nutrition during adolescence

In the particular case of the adolescent obese ovine
model developed by J. Wallace, in which embryos are
transferred to the uterus of adolescent ewes induced to
ovulate, maternal overnutrition during pregnancy in-
duces fetal IUGR because there is a competition be-
tween allocation of energy for maternal growth and
fetal development [59]. Effects on gonadal function of
the offspring have been well characterized. In the fe-
male fetuses, Da Silva et al. observed a delay in ovarian
development [60] and a reduction in the number of
primordial follicles in the fetal ovary [61]. The pituitary
expression of LHB mRNA in the last days of gestation
was also higher in growth-restricted fetuses from the
dams offered a high nutrient intake [61]. In contrast, the
structure and weight of the testicles and pituitary go-
nadotropin expression were not altered in male fetuses
[62]. The onset of puberty in the adolescent female
offspring was similar to controls and no abnormal ovu-
lations were observed [60]. In contrast, prenatal growth
restriction in the male lambs born to dams in the same
experiment delayed the onset of puberty [60]. More-
over, these adolescent males had lower plasma testos-
terone concentrations and a reduced testicular volume
from birth until 28 to 35 wk of age compared with
controls [60], which may be associated with reduced
fertility in adulthood.

5. Other nutritional compounds

Micronutrient unbalance has detrimental effects on
fertility, conception, implantation, fetal organogenesis,
and placentation [14]. Most of the micronutrients are
supplied by food but requirements increase throughout
pregnancy. Moreover, bariatric surgery, which is used
to induce weight loss in cases of morbid obesity, in-
duces chronic malabsorption and vitamin deficiency
despite oral vitamin complementation [63].
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5.1. Folate and vitamin BI2

B vitamins are essential during the periconceptional
period. Folate (vitamin B9) is a cofactor involved in
purine and thymidine nucleotide synthesis and folate
unbalance leads to reduced cell division caused by a
decrease in DNA synthesis [14]. Folate and B12 vita-
min also play a critical role in DNA and histone meth-
ylation. Methionine is converted in S-adenosyl methi-
onine, which is a methyl donor. Defects in one-carbon
pathways result in homocysteine accumulation leading
to DNA hypomethylation [64]. Consequently, altera-
tions in the maternal intake of these micronutrients may
directly induce long-term effects in the offspring
through epigenetic modifications, as evidenced by stud-
ies using the variable yellow agouti mice [65] and
vitamin B12 and folate restriction during the pericon-
ceptional period in sheep [66]. In terms of reproductive
organs, vitamin B12 deficiency throughout gestation in
rats has been shown to inhibit the development of semi-
niferous tubules, with a reduction of the number of sper-
matogenic cells, and to induce the apoptosis of spermato-
cytes in male offspring [67]. Importantly, these effects are
reversible with vitamin B12 supplementation after wean-
ing. Authors hypothesize that mechanisms may involve
the inhibition of meiosis and aplasia of the epithelium
of seminiferous tubules.

Conversely, very little is known about B12 vitamin
and folic acid excess maternal supplementation; mater-
nal folic acid induces a significantly earlier onset of
mammary adenocarcinoma [68]. In humans, pericon-
ceptional folic acid intake by mothers is also associated
with epigenetic changes in insulin-like growth factor 2
(IGF-2) expression in their children [69]. Long-term
effects on offspring development and fertility are not
yet described. Selenium is a constituent of selenopro-
teins, such as glutathione peroxidase and is involved in
the prevention of oxidative stress [70]. This micronu-
trient plays an important role in reproduction because it
is essential for sperm production and testosterone syn-
thesis [70]. In goats, maternal supplementation with
selenium during gestation and lactation impacts on the
oxidative status and the expression of apoptotic genes
in the testes of offspring [2,71]. Supplementation with
moderate doses of selenium leads to a decrease in
apoptotic gene expression and testicular DNA fragmen-
tation. Nevertheless, excess supplementation does not
induce advantageous effects [2], although deleterious
effects were not documented.

Excessive supplementation with micronutrients may
be detrimental for fetal development and programming.
The administration of high levels of antioxidant vita-

mins C and E affects both maternal endothelial and
placental functions [72] and could explain the observed
fetal growth restriction in humans [73]. In rats, excess
N-3 fatty acid consumption during pregnancy and lac-
tation leads to reduced body weight in adult offspring
and a shorter lifespan associated with sensory/neuro-
logical abnormalities (presbycousis) [74].

5.2. Alcohol

It is long established that in utero exposure to alco-
hol affects fetal development and leads to long-term
cognitive, neuropsychological, and behavioral issues
[75,76]. Prenatal alcohol exposure may also lead to
consequences on reproductive functions as maternal
alcohol consumption during pregnancy alters Sertoli
cell development and is associated with a reduction in
the semen quality of the sons [77]. Furthermore, an
increased risk of cryptorchidism has been observed in
young boys submitted to alcohol prenatally [78], lead-
ing to higher risks of subfertility in adulthood [13]. In
a recent study conducted in mice, it was demonstrated
that in utero exposure to alcohol leads to a decrease in
the methylation of the CpG islands of the H19 gene in
spermatozoa [79]. These results suggest that epigenetic
mechanisms may be involved in long-term conse-
quences of prenatal exposure to alcohol. Furthermore,
imprinting defects may be transmitted to offspring as a
decrease in the methylation of the CpG islands of the
H19 gene was observed in the offspring of males sub-
mitted in utero to alcohol (second generation) [79].

6. Conclusions

Adult lifestyle and environmental conditions are an
important factor affecting the fertility of men and
women as well as animals. It is now well established
that it also impacts health of their offspring. Both epi-
demiologic and experimental data summarized in this
review suggest that maternal nutrition may also impact
offspring reproductive maturation resulting in impaired
fertility, but studies aiming specifically at analyzing
offspring fertility are lacking.

The very important differences in the kinetics of
gonadal development and in the establishment of the
epigenetic marks between males and females as well as
between species certainly play an important role in the
different susceptibility of both males and females to the
maternal environment and between species. Systematic
evaluation is therefore needed to understand these ef-
fects, which may in return shed light on the multigen-
erational effects of fetal programming [80].
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Objectifs

L’infertilité est un probléme de santé publique qui concerne 15% des couples en age de
procréer, un facteur masculin étant impliqué dans 50% des cas. L’inquiétude quant a
I’altération des paramétres spermatiques observée depuis quelques décennies a amené
certaines équipes a en rechercher les causes possibles. Un intérét croissant est porté¢ aux
origines environnementales et plus particulierement a la nutrition, au surpoids et a I’obésité.
De plus, I’environnement trés précoce, pourrait programmer a long terme la fertilit¢ d’un

individu.

L’objectif de cette thése est donc d’apporter, a 1’aide d’études chez I’homme et de données
chez I’animal, des éléments de réponse aux questions suivantes :

- De quelle maniére le surpoids et I’obésité contribuent-ils a I’infertilité masculine?

- Existe t-il un moyen de prévenir et/ou de réverser ces effets?

- Est ce que la croissance in utero et 1’environnement maternel peuvent influencer les

fonctions de reproduction masculine a I’age adulte?

Partie 1 : Nutrition et fonctions de reproduction masculine

Question 1: De quelle manicere le surpoids et l’obésité contribuent-ils a D’infertilité

masculine ?

Article 1 :

Obesity leads to higher risk of sperm DNA damage, in infertile patients

C. Dupont, C. Faure, N. Sermondade, M. Boubaya, F. Eustache, P. Clément, P. Briot, I.
Berthaut, V. Levy, 1. Cedrin-Durnerin, B. Benzacken, P. Chavatte-Palmer, R. Levy (2013

Asian Journal of Andrologie)

Article 2 :

Association between male anthropometric data, metabolic status and semen parameters
C. Dupont, C. Faure, N. Sermondade, B. Gautier, I. Cedrin-Durnerin, S. Czernichow, B.
Benzacken, S. Czernichow, P. Chavatte-Palmer, R. Lévy and the ALIFERT collaborative

group (En cours)
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Article 3 :

Body mass index is not associated with sperm-zona pellucida binding ability in subfertile
males.

N. Sermondade, C. Dupont, C. Faure, M. Boubaya, 1. Cédrin-Durnerin, P. Chavatte-Palmer,
C. Sifer, R. Lévy (2013 Asian Journal of Andrologie)

Question 2 : Existe t-il un moyen de prévenir et/ou de réverser ces effets ?

Article 4 :

In subfertile men, abdominal fat loss is associated with improvement of sperm quality
and pregnancy: a case series

C. Faure, C. Dupont, N. Sermondade, I. Cedrin-Durnerin, J-P. Wolf, R. Lévy (Révision
majeure dans PLOS ONE)

Partie 2: DOHAD et fonctions de reproduction masculine

Question 3 : Est ce que la croissance in utero et I’environnement maternel peuvent influencer

les fonctions de reproduction masculine a 1’age adulte ?

Article 5 :
Are semen parameters related to birthweight ?

C. Faure, C. Dupont, B. Gautier, R. Lévy and the ALIFERT collaborative group (Soumis)

Article 6 :

Impact of maternal hyperlipidic hypercholesterolemic diet on male reproductive organs
in rabbits.

C. Dupont, D. Ralliard-Rousseau, A. Tarrade, C. Faure, M. Dahirel, B. Sion, F. Brugnon, R.

Levy, P. Chavatte-Palmer (soumis).

84



Présentation des travaux

Partie 1 : Nutrition et fonctions de reproduction masculine

I. Relation entre le statut nutritionnel et les parametres spermatiques

A) IMC et noyaux spermatiques

1- IMC et intégrité de ’ADN spermatique

Introduction

Si I’impact négatif du surpoids et de I’obésité sur les parametres spermatiques conventionnels
semble reconnu, il persiste une controverse concernant les dommages qu’un IMC élevé
pourrait provoquer sur 1’intégrité du noyau des spermatozoides. L’objectif de 1’étude suivante
¢tait donc d’apporter de nouvelles données sur le sujet qui permettraient d’aboutir a un

consensus.

Matériel et méthodes

Une étude multicentrique a été réalisée dans 4 centres d’assistance médicale a la procréation.
Trois cent trente hommes, partenaires de couple infertile, ont été inclus. Leur taille et leur
poids ont été recueillis le jour de I’examen de sperme et 'IMC calculé. Les patients étaient
interrogés sur leurs antécédents médicaux et leur consommation de tabac.

Le recueil de sperme était réalisé par masturbation dans un réceptacle stérile. Apres 30
minutes de liquéfaction a température ambiante, les parametres spermatiques conventionnels
(volume, concentration, mobilité et vitalité) ont évalués selon les recommandations de I’OMS.
La fragmentation de ’ADN des spermatozoides a ét¢ mesurée par la technique TUNEL
(Terminal Uridine Nick End Labeling). La lecture s’est faite sur lame grace a un microscope

a fluorescence. Deux cents spermatozoides ont été évalués par deux opérateurs.
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Analyses statistiques

La médiane et les premier et troisiéme quartiles ont été calculés pour les données continues.
Les patients ont été classés en différents groupes selon leur IMC : poids normal (IMC 18,5-
29.9 kg.m?), surpoids (IMC 25,0-29,9 kg.m™) ou obéses (IMC >30 kg.m™). L’association
entre les parameétres spermatiques et I’IMC a ét¢ analysée a I’aide d’une régression linéaire.
Dans un deuxiéme temps, les résultats de fragmentation de I’ADN des spermatozoides ont été
classés selon le taux de fragmentation de I’ADN des spermatozoides : normal (<14%),
intermédiaire (14-29%) et pathologique (=30%). Une régression logistique a été réalisée pour
¢tudier I’impact de ’IMC sur la distribution dans les différentes catégories de résultat de
fragmentation de I’ADN.

Les analyses statistiques ont été ajustées en fonctions de la consommation de tabac et de I’age
des patients.

Les analyses ont été réalisées a 1’aide du logiciel de statistique « R », version 2.14.1.

Résultats

Aucune association statistiquement significative entre I’IMC et la numération spermatique ou
la morphologie n’a été mise en évidence dans cette population.

Une diminution de la mobilité spermatique a été observée chez les patients obéses par rapport
aux patients de poids normal (Différence des moyennes [95%CI] : -7.2 [-12.7; -1.7]). I n’y
avait, en revanche, aucune diminution significative de la mobilité chez les patients en
surpoids (Différence des moyennes [95%CI] : -3.8 [-7.6; 0.1]). Les résultats étaient similaires
apres ajustement sur 1’age et la consommation de tabac (Différence des moyennes [95%CI] : -
8.6 [-14.6; -2.6] and -2.7 [-6.9; 1.49] respectivement.

Comparé aux hommes ayant un poids normal, le taux de fragmentation de I’ADN spermatique
¢tait augmenté chez les hommes obéses (18.3 = 13.2%) (OR [95%CI] : 3.9 [0.2; 7.6]), mais
pas chez ceux en surpoids (15.4 + 11.4%) (OR [95%CI] : 1.1 [-1.4 ; 3.6]). Les résultats étaient
similaires apres ajustement sur 1’age et la consommation de tabac (obeses : OR [95%CI] : 4.2
[0.4 ; 7.9]); surpoids : OR [95%CI] : 1.2 [-1.4 ; 3.8]).

Le risque de passer dans la catégorie de fragmentation de I’ADN spermatique plus
pathologique est significativement plus élevé chez les hommes obéses : OR [95%CI] : 2.4
[1.2;4.7] et 2.5[1.2; 5.1] apres ajustement. Pour les hommes en surpoids, le risque était peu

augmenté : OR [95%CI] 1.3 [0.8 ; 2.1] et 1.4 [0.8 ; 2.4] apres ajustement.
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Conclusion

Nous avons confirmé que 1’obésité masculine est associée a une augmentation du risque de
présenter un taux de fragmentation de I’ADN spermatique plus élevé. C’est un élément
important, considérant 1’effet négatif que la fragmentation de I’ADN des spermatozoides a sur
les chances de concevoir un enfant. Le stress oxydatif est probablement un des mécanismes
clé liant I’obésité et I’altération de I’ADN spermatique. Ce mécanisme expliquerait également

la baisse de la mobilité spermatique observée chez les hommes obéses.
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ORIGINAL ARTICLE

Obesity leads to higher risk of sperm DNA damage in
infertile patients

Charlotte Dupont1’2’3’4, Céline Faure'?, Nathalie Sermondade’?, Marouane Boubaya5 , Florence Eustache’,

Patrice Clément®, Pascal Briot’, Isabelle Berthaut®, Vincent Levf , Isabelle Cedrin-Durnerin®,
Brigitte Benzacken', Pascale Chavatte-Palmer™* and Rachel Levy'*

There has been a growing interest over the past few years in the impact of male nutrition on fertility. Infertility has been linked to male
overweight or obesity, and conventional semen parameter values seem to be altered in case of high body mass index (BMI). A few
studies assessing the impact of BMI on sperm DNA integrity have been published, but they did not lead to a strong consensus. Our
objective was to explore further the relationship between sperm DNA integrity and BMI, through a 3-year multicentre study. Three
hundred and thirty male partners in subfertile couples were included. Using the terminal uridine nick-end labelling (TUNEL) assay, we

observed an increased rate of sperm DNA damage in obese men (odds ratio (95% confidence interval): 2.5 (1.2-5.1)).
Asian Journal of Andrology advance online publication, ** ** 2013; doi:10.1038/aja.2013.65

Keywords: male infertility; obesity; overweight; sperm; sperm DNA fragmentation

INTRODUCTION
Infertility is a public health problem concerning 15% of couples of
child-bearing age. Male factors are involved in almost 50% of cases.
Many studies have highlighted impairments of sperm quality for
patients with a high or very high body mass index (BMI), notably a
decrease in seminal sperm concentration."* Two recent meta-
analyses including, respectively 14 and 21 studies, demonstrated an
increased risk of azoospermia or oligozoospermia in overweight or
obese males.>®

Sperm DNA integrity is another factor that may be affected in obese
subjects, possibly resulting from increased damage due to oxidative
stress. A reduced number of studies have assessed the impact of BMI
on sperm DNA integrity, with controversial results due to low num-
bers of cases studied and disparity in the techniques used."*”~? The
objective of the present study was to explore this relationship further
through a 3-year multicentre study.

MATERIALS AND METHODS

Data collection involved four centres during the period 2009-2012.
Three hundred and thirty male partners of subfertile couples, present-
ing for semen analysis, were included, after providing written and
informed consent. Height and weight were recorded on the day of
semen collection and the BMI was calculated (kg m ™~ 2). Patients pro-
vided information on their tobacco consumption. Patients who
smoked more than two cigarettes per day were designated as smokers.

Semen samples were collected by masturbation into a sterile plastic
cup in the laboratory. Samples were allowed to liquefy at room tem-
perature for 30 min and conventional semen quality (semen volume,
sperm concentration and mobility) was evaluated according to WHO
guidelines.'” Sperm morphology was assessed by using David’s
criteria.!

Sperm DNA fragmentation was detected with the terminal uridine
nick-end labelling (TUNEL) technique with an In Situ Cell Death
Detection Kit (Fluorescein, Roche Applied Science, Meylan, France).
Briefly, after trypsinization (Trypsin EDTA, Eurobio, Les Ulis,
France), spermatozoa were immediately fixed in Carnoy solution
(2: 1 methanol/acetic acid) and stored at —20 °C for at least 60 min.
After being washed with phosphate-buffered solution, sperm pellets
were permeabilized for 20 min with 0.1% (v/v) Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) in sodium citrate solution
(sodium citrate dihydrate, VWR, Fontenay sous Bois, France;
3.4 mmol 17, pH 6.8) and washed again with phosphate-buffered
solution. The cells were then incubated with FITC-labelled dUTP
and a terminal deoxyribonucleotidyl transferase (TUNEL solution).
The positive control sample was treated with 100 pl of DNase
(1U ul™ ") (Fermentas, Saint Léon Rot, France) for 1 h at 37 °C before
incubation with the TUNEL solution and the deoxyribonucleotidyl
transferase enzyme was omitted for the negative control. Cells were
then washed twice in phosphate-buffered solution and spread over
glass slides. The slides were dried at room temperature in the dark
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and DAPI solution (VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI,
1.5 pg ml™"; Vector Laboratories, Paris, France) was added to the
spermatozoa. Slides were examined by fluorescence microscopy. At
least 200 spermatozoa were assessed blindly by two biologists and the
total DNA fragmentation rate was calculated as the number of FITC-
positive cells divided by the total number of sperm nuclei (labelled
with DAPI).

Statistical analyses

Data are summarized as the median, the first quartile and third quar-
tile for continuous data. Categorical variables are presented as absolute
and relative frequencies. Patients were assigned to different groups
according to their BMI: normal weight (BMI: 18.5-24.9 kg m™?%),
overweight (25.0-29.9 kg m~?) or obese (=30.0 kg m~ ).
Association between sperm parameter values and BMI was analysed
by using linear regression. Secondly, data were categorized according
to the DNA fragmentation rate as normal (<<14%), borderline (14%-—
29%) and pathological (=30%). Ordinal logistic regression was
performed to assess the impact of BMI across DNA fragmentation
categories. Since age and tobacco can affect sperm DNA integrity,""”
unadjusted and adjusted analyses for age and smoking status were
performed. Data were analysed by the free available R statistical soft-
ware version 2.14.1.

RESULTS
The mean age and BMI were 37.6=6.2 years and 25.8+4.0 kg m 2,
respectively. Abstinence was not different between groups (3.9+1.8,
4.3+4.9 and 3.8*2.8 days, respectively, for normal, overweight and
obese patients). No association between BMI and total sperm count or
percentage of morphologically normal spermatozoa could be estab-
lished. In contrast, sperm motility was low in obese patients compared
with that in normal and overweight patients (mean differences (95%
Cl): =7.2(—12.7, —1.7) and mean differences (95% CI): —3.8 (—7.6,
0.1), respectively), even after adjustment for age and smoking status
(mean differences (95% CI): —8.6 (—14.6, —2.6) and —2.7 (—6.9,
1.49), respectively). Compared with men with normal BMI, the DNA
fragmentation rate was significantly higher in obese men, (mean dif-
ferences (95% CI): 3.9 (0.2, 7.6)), but not in overweight men (mean
differences (95% CI): 1.1 (—1.4, 3.6)). Comparable results were
obtained after adjustment for age and tobacco use (obese vs. normal:
mean differences (95% CI): 4.2 (0.4, 7.9)); overweight vs. normal:
mean differences (95% CI): 1.2 (—1.4, 3.8)) (Table 1).

In a second analysis, data were stratified according to the DNA
fragmentation rate as normal (<<14.0%), borderline (14.0%-29.9%)
and pathological ( = 30.0%). Compared with men with normal BMI,

OR (95% CI) for moving from one DNA fragmentation category to
the next was 1.3 (0.8, 2.1) for overweight and 2.4 (1.2, 4.7) for obese
men. After adjustment for age and smoking status, OR (95% CI)
for moving from one DNA fragmentation category to the next was
1.4 (0.8, 2.4) for overweight and 2.5 (1.2, 5.1) for obese men (Table 2).

DISCUSSION

Over the past few years, there has been a growing interest on the link
between male nutrition and infertility. It is important to evaluate the
potential effect of overweight or obesity on DNA integrity, since lower
pregnancy rates or higher miscarriage rates have been reported in cases
of increased sperm DNA fragmentation." Six studies have been pub-
lished with conflicting results because of the heterogeneity of the
techniques and the small samples used in some studies (Table 3).
Kort et al® reported an increased sperm DNA fragmentation rate,
determined by the sperm chromatin structure assay (SCSA), in over-
weight and obese patients. Chavarro et al.' and Farriello et al.® using
the Single Cell Gel Electrophoresis assay method (comet assay), and
LaVignera et al,” using the TUNEL assay with flow cytometry,
observed higher sperm DNA damage in obese, but not in overweight
men. Tunc et al,* Hammiche et al.” and Rybar et al.” using respectively
the TUNEL® and SCSA*” methods, did not find any significant asso-
ciation between BMI and sperm DNA integrity, but only small popu-
lations (ranging from 81 to 175) were used in these studies.

In the present work, with the TUNEL assay performed on a large
population, an increased risk of sperm DNA damage was observed in
obese, but not in overweight men, confirming previous observa-
tions."*? This increased risk was confirmed after adjustment for age
and tobacco consumption, whereas these adjustments were usually
lacking in previous studies, despite the fact that age and tobacco con-
sumption are known to increase sperm DNA fragmentation,'?

Although there were no significant differences in sperm concentra-
tion or percentage of morphologically normal spermatozoa between
BMI classes, sperm motility was also significantly diminished in obese
men as previously described.”

The negative impact of male obesity on sperm DNA integrity could
lead to serious consequences for fertility."* Indeed, sperm DNA altera-
tion has been linked to impaired fertilization,' altered embryo and
blastocyst development,'” lower implantation rates and a higher inci-
dence of miscarriage.'® Moreover, a recent link between high paternal
BMI and decreased live birth outcomes after assisted reproduction
treatment has been highlighted,'”*° possibly due to reduced blasto-
cyst development, reduced implantation rates and higher pregnancy
loss."”

Table 1 Conventional semen parameter values and sperm DNA fragmentation rate across BMI categories

Normal (18.5-  Overweight Obese Linear
24.9kgm %) (25.0-29.9 kg (=30.0kgm?) regression Normal Overweight Obese
n=151) m?) (n=137) (n=43)
Median (Q1-Q3) Mean difference (95% CI)
Total sperm count (TSC) (10%) 74 (30-173.2) 73.5(27.04-111.7) 32.48(7.198-134.4) Univariate O (reference) —36.7(-93.6,20.2) -10.4 (—88.4, 67.6)
Adjusted O (reference) —43.1(-103.8,17.6) —7.6(—88.8, 73.6)
Motility (%) 45 (30-50) 40 (30-50) 35 (30-50) Univariate O (reference) —3.8(-7.6,0.1) -7.2(-12.7, -1.7)
Adjusted Q (reference) —2.7(—6.9,1.49) —-86(—14.6, —2.6)
Normal morphology (%) 21(11.5-29.25) 16(8-27) 18.5(13.25-31.75)  Univariate O (reference) —3.3(-7.0,5.34) -0.8(-14,438)
Adjusted O (reference) -1.3(-6.3,3.7) 05(-6.3,37
DNA fragmentation rate (%) 13 (10-15) 13(7.4-19) 13(13-21.9) Univariate O (reference) 1.1(-1.4,36) 3.9(0.2,7.6)
Adjusted O (reference) 1.2(-1.4,3.8) 4.2(04,7.9)

Abbreviation: BMI, body mass index.
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Table 2 Prevalence of subjects in each BMI and sperm DNA fragmentation category

n (%) Ordinal logistic regression OR (95% CI)
DNA fragmentation rate <14.0% 110(72.8%) 93 (67.9%) 22 (51.2%) Univariate 1 (reference) 1.3(0.8,2.1) 2.4(1.2,4.7)
DNA fragmentation rate 14.0%-29.9% 30(19.9%) 30(21.9%) 16 (37.2%) Adjusted 1 (reference) 1.4(0.8,2.4) 25(1.2,5.1)
DNA fragmentation rate =30% 11(7.3%) 14 (10.2%) 5(11.6%)

Abbreviation: BMI, body mass index.

ORs for moving from one DNA fragmentation category to the next. Results are presented as unadjusted, and adjusted for age and tobacco use.

Table 3 Summary of the main studies comparing BMI and sperm DNA fragmentation

Population N Technique Observations

Kort et al. (2006)* Male partner in subfertile couples 520 SCSA (flow cytometry) Higher sperm DNA fragmentation rate in
overweight and obese men compared with
men with normal BMI

Chavarro et al. (2010)* Male partner in subfertile couples 413 COMET assay Higher sperm DNA fragmentation rate in

Fariello et al. (2012)® Male partner in subfertile couples 305 COMET assay obese men compared with men with normal

LaVignera et al. (2012)° Healthy non smoking men 150 TUNEL assay (flow cytometry) BMI

Tunc et al. (2010)* Male partner in subfertile couples 81 TUNEL assay (slides) No association between BMI and DNA

Rybar et al. (201 1’ Male partner in subfertile couples 153 SCSA (flow cytometry) fragmentation

Hammiche et al. (2011)° Male partner in subfertile couples 175 SCSA (flow cytometry)

Abbreviations: BMI, body mass index; COMET assay, also know as single-cell gel electrophoresis assay; SCSA, sperm chromatin structure assay; TUNEL, terminal uridine

nick-end labelling.

Further studies are needed to investigate the underlying mecha-
nisms involved.*' Oxidative stress may be the key mechanism linking
overweight or obesity with male infertility, inducing increased sperm
DNA damage. Indeed, BMI and abdominal obesity have been corre-
lated to systemic oxidative stress assessed in plasma and urine.”* In
addition, the testicular microenvironment is also exposed to oxidative
stress and a positive correlation between BMI and seminal oxidative
stress has been observed.*

Finally, consequences of paternal overweight or obesity may not to
be limited to fertility. Indeed, offspring development may be altered by
paternal health and nutrition, as recently demonstrated in animal
models.” A link between oxidative stress, sperm DNA fragmentation
and sperm DNA methylation has been demonstrated in men,”* and
these findings may play a role in subsequent offspring development
and epigenetic markers.

CONCLUSION

Male obesity is associated with an increased risk of sperm DNA
damage and lower sperm motility and thus reduced sperm quality.
BMI, which is an easy and widely-used indicator of nutritional status,
should be considered in male fertility assessment and prognosis, both
in spontaneous conception and after assisted reproductive techniques.
Overweight or obese male patients of couples planning to conceive
should be informed and educated on this subject. Whether weight
normalization could improve sperm DNA integrity should also be
further investigated.
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2- Parameétres anthropométriques, bilan métabolique et qualité spermatique

Introduction

La mesure de 'IMC est communément utilisée pour évaluer le surpoids et 1’obésité. La
répartition de la masse grasse et plus précisément 1’obésité abdominale est néanmoins un
parametre important a prendre en compte dans 1’évaluation des risques de comorbidités
associées a I’obésité. Peu de données évaluant 1’association entre 1’obésité abdominale et les
parametres spermatiques sont cependant disponibles dans la littérature.

L’objectif de cette étude était d’analyser la corrélation entre 1’obésité abdominale et la qualité

spermatique (spermogramme, spermocytogramme et fragmentation de I’ADN spermatique).

Matériel et méthodes

Les données de 65 hommes recrutés dans 1’é¢tude ALIFERT (biomedical research P071224)
ont été analysées. Ces hommes ¢étaient partenaires de couples infertiles présentant une
infertilité primaire idiopathique. Le jour de la visite d’inclusion, I’IMC et le tour de taille ont
été mesurés. La graisse viscérale a été évaluée par impédancemétrie. Un bilan métabolique
(Cholestérol total, cholestérol LDL, cholestérol HDL, triglycérides et glycémie), [’analyse des
parametres spermatiques (WHO, 2010) et une étude de la fragmentation de ’ADN (méthode
TUNEL) ont été réalisés. Les pourcentages de spermatozoides présentant une fragmentation
partielle (30 a 50% de la surface de la téte) et de ceux présentant une fragmentation totale

(>50%) ont été¢ mesurés.

Résultats

L’IMC des patients était significativement négativement corrélé au nombre total de
spermatozoides (NTS) (P=0.01), a la mobilité spermatique (P=0.02) et positivement corrélés
a la fragmentation partielle (P<0,001) mais pas a la fragmentation totale de I’ADN
spermatique (P=0.43).

Le nombre total de spermatozoide tend a étre diminué quand 1’obésité¢ abdominale augmente,
qu’elle soit évaluée par impédancemétrie (P=0.08) ou par la mesure du tour de taille
(P=0.09). L’obésité abdominale évaluée par impédancemétrie et par la mesure du tour de
taille est négativement corrélée a la mobilité spermatique (P=0.04 (Impédancemétrie) et

P=0.02 (TT)) et a la fragmentation partielle de I’ADN spermatique (P=0.04
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(Impédancemétrie) et P=0.03 (TT)). Aucun lien entre le statut métabolique et la qualité

spermatique n’a été observe.

Conclusion

L’obésité abdominale est décrite comme un bon facteur prédictif du risque individuel de
développer un syndrome métabolique. Notre étude, ne nous a pas permis de montrer que
c’était un meilleur indicateur que I’IMC pour évaluer le risque d’altération des parameétres
spermatiques. Néanmoins, seuls 5 patients présentaient un IMC normal et une obésité
abdominale (Impédancemétrie Score >4) ; donc une étude similaire ciblant cette catégorie de
patients métaboliquement a risque devrait étre entreprise.

Dans cette étude, nous avons également observé qu'un IMC élevé ou une obésité abdominale
entrainaient une augmentation significative de la fragmentation partielle spermatique, mais
pas de la fragmentation totale. L’évaluation de la fragmentation partielle de 1’ADN
spermatique, habituellement non prise en compte, pourrait constituer un nouveau marqueur
spermatique modifié par le surpoids ou 1’obésité, qui pourrait étre le signe précoce de

I’apoptose spermatique.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the impact of abdominal obesity and metabolic status on conventional
semen parameters and sperm DNA integrity.

Design: Cross-sectional study.

Setting: University hospital assisted reproduction unit.

Patient(s): Sixty-five men, partners of couples presenting for a primary idiopathic infertility,
who were recruited within the ALIFERT study.

Intervention(s): None.

Main Outcome Measure(s): BMI and waist circumference (WC) were measured and
visceral adiposity was assessed by impedancemetry. Serum triglycerides, cholesterol (total,
HDL and LDL cholesterol) and glucose were determined. Semen analyses (conventional
semen parameters and sperm DNA fragmentation) were also performed.

Result(s): BMI was negatively correlated to total sperm count (P=0.01), sperm motility
(P=0.02) and partial sperm DNA fragmentation (P<0.001). Total sperm count tended to be
decreased with increasing abdominal fat as assessed by visceral adiposity (P=0.08) and WC
(P=0.09). Abdominal adiposity was negatively correlated to sperm motility (P=0.04 (visceral
adiposity) and P=0.02 (WC)) and partial sperm DNA damages (P=0.04 (visceral adiposity);
P=0.03 (WC)) but there was no link between metabolic status and semen parameters.
Conclusion(s): Altogether, these data indicate that BMI and anthropometric parameters
should be considered in male fertility assessment and prognosis.

Key Words: BMI, Abdominal obesity, male fertility, semen parameters, sperm DNA

fragmentation

9%



80

81

82

83

0 ~J oy Ul s WM

e}

84

= e
= o

85

= e
SNV N

86

[
oy U

87

= e
O 0 -1

88

SIS
= O

89

N NN
W N

90

N N
oy U1

91

N NN
WO 00 -]

92

w W
= o

93

w W
w M

94

W W w
oy U1 >

95

w w
o ~J

96

= W
= O W

97

I
w N

98

[T S Y
Y U1

99

IS
w0 00 J
=
o
]

w
(=]

51 101
52
53
52 102
55
56 103
57
°8 104
59
60
61
62
63
64
65

Introduction

Overweight and obesity represent major health concerns worldwide, with their prevalence
increasing in both developed and developing countries. Overweight and obesity are defined
by abnormal or excessive fat accumulation leading to high risk of comorbidities such as
cardiovascular diseases, metabolic syndrome and major impact on quality of life. BMI is
defined as a person’s weight in kilograms divided by the square of his heights in meters
(kg/m2). The WHO definition is: “a BMI greater or equal to 25 is overweight and a BMI
greater than or equal to 30 is obesity '. Because it is correlated to fat accumulation, body mass
index (BMI) is commonly used as tool for assessing body corpulence -4, Overweight and
obesity are known to impact fertility of couples, with large cohort studies linking high or very
high BMI and infertility in both males and females °. In males, although some reports did not
show any association between BMI and conventional semen parameters ® 7, most studies
demonstrated an alteration in sperm parameters, especially a decrease in sperm concentration

8-11

or numeration, in case of overweight or obesity ~~ . These conflicting observations may be

explained by variations in the study populations and different methodological approaches.
Nevertheless, two recent meta-analysis highlighted an increased risk of azoospermia or

12,13

oligozoospermia in patients with BMI > 25 kg/m2 . Although this remains controversial ”

> most studies suggest that sperm DNA fragmentation rates must be increased in patients

with high (>25kg/m2) ' or very high (>30kg/m2) BMI * '*1°.

BMI, however, may not be the most accurate tool to assess excess of intra-abdominal fat
accumulation since it does not take into account fat and lean body mass and can not
discriminate between subcutaneous and visceral fat '’. Other markers may be used such as
waist circumference (WC), which is used as a proxy for abdominal fat and is reliable to

18

predict pathological risk such as metabolic syndrome '°. The bioelectrical impedance

measurement relies on the differences in resistance after the conduction of an electrical
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current through the body. It enables a rapid assessment of body composition without radiation.
Although this method is not as specific as DXA (Dual-Energy X-Ray Absorptiometry), CT
scan (computed tomography scan) or MRI (Magnetic resonance imaging), it can provide
reliable information on body composition and visceral fat ',

Recently, a Japanese study showed that intra-abdominal fat assessment is a reliable predictor
of an individual's risk of developing the metabolic syndrome, even in people with a BMI
<25kg/m® . If abdominal obesity is now frequently used as a predictor of metabolic
syndrome and comorbidities, this criterion is still rarely included in infertility diagnosis or
assessment.

Only two studies have evaluated the association between conventional semen parameters and

, . 20,21
abdominal fat, as assessed by waist circumference

. In the first study, it was observed an
association between waist/hip ratio and the testosterone level, the prolactin level, the SHBG
level and the testosterone/l7b-oestradiol ratio. They also highlighted an impact of waist
circumference and hip circumference on sperm concentration and sperm motility 2 The
second study found a decrease in sperm concentration and total mobile sperm counts for

patients with a waist circumference >102 ¢cm *'.

The objective of the present study was to analyse the association between abdominal fat, as

assessed by waist circumference or bioelectrical impedance measurement and semen

parameters. The impact of the metabolic status on semen parameters was also assessed.

Materials and methods

Patients

9G
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Data from Caucasian men recruited in the ALIFERT study were recorded between September
2009 and December 2012. They were partner of infertile couples attending a Reproductive
Biomedicine centre. Couples were eligible for the study if they presented with a primary
idiopathic infertility and met the following inclusion criteria: (i) age < 38 years for women
and < 45 years for men, (i) semen parameters compatible with a natural pregnancy, (iii) no
female factors of infertility, (iv) no alterations of male reproductive organs such as
undescended testis, varicocele or infection. Written informed consent was collected. The
ethics committee (Comité de Protection des Personnes) approved the study. ALIFERT study
(national biomedical research P071224/A0OM 08180:N EudraCT 2009-A00256-51/clinical

trials NCT01093378).

Anthropometric assessment

Height and weight were measured by the same trained investigator using a metric tape. Waist
circumference was measured at the narrowest point between the lower border of the ribs and
the iliac crest. Weight and body composition were evaluated using the Tanita BC-420MA
analyzer > ». This bioimpedance device gives a score of visceral fat ranging from 1 to 30.
Score 4 was used as a threshold according to the manufacturer, with scores 1-4 indicating a

normal level of visceral fat and scores >4 indicating a high or very high level **.

Measurement of expired-air carbon monoxide concentrations

The concentration of carbon monoxide (CO) in expired air was measured using a portable CO
monitor (Tabataba analyser-FIM medical). Patients were asked to exhale completely, inhale
fully and exhale completely in the Tabataba analyser, after holding their breath for 10 s.

Results are expressed in parts per million (ppm). According to the manufacturer, 8 ppm is
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used as the cutoff between smokers and nonsmokers. Intermediate values between 4 and

8 ppm are due to air pollution or passive smoking.

Blood samples and analyses
Blood samples were collected after a 12-hour fasting period. Plasma total cholesterol, high-
density lipoprotein (HDL-cholesterol), low-density lipoprotein (LDL-cholestérol),

triglycerides and glucose concentrations were measured.

Semen analysis
Semen samples were collected by masturbation in a sterile plastic cup after 3-5 days of sexual
abstinence. After semen liquefaction, conventional sperm parameters (volume, concentration

24, 25

and mobility) were evaluated according to WHO guidelines . Sperm morphology was

assessed using David's criteria 2,

Determination of sperm DNA integrity

Sperm DNA fragmentation was detected with the TUNEL (Terminal Uridine Nick End
Labeling) technique using an In Situ Cell Death Detection Kit (In Situ Cell Death Detection
Kit, Fluorescein, Roche Applied Science)'®. First, spermatozoa were incubated with trypsin
for 20 minutes and washed with PBS. Then, they were fixed in Carnoy solution (2:1
methanol/acetic acid) and stored at -20°C for at least 60 minutes. After washing with PBS and
centrifugation, spermatozoon pellets were permeabilized for 20 minutes in a 0.1% Triton X-
100 in sodium citrate solution and washed again with PBS. The cells were then incubated
with dUTP FITC-labelled and a terminal deoxyribonucleotidyl tranferase (TdT) (TUNEL
solution) for one hour. The positive control was obtained after one hour incubation at 37°C of

one million of spermatozoa with 100ul of DNase (0,5mM) (DNase I, RNase-free. Fermentas
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Life Science). To obtain the negative control, the TdT enzyme was omitted. Cells were then
washed twice in PBS and spread out over glass slides. The dry slides were overlaid with 5 pl
DAPI solution and examined using fluorescence microscopy. At least 200 spermatozoa were
blind counted by the same two trained biologists. Spermatozoa were classified into three
categories according their labelling and ratios were calculated as the number of FITC-positive
cells over the total number of sperm nuclei labelled with DAPI (4(6-diamidino-2-
phenylindole)). FITC-negative spermatozoa were classified as having no DNA fragmentation.
Spermatozoa with partially labelled heads (20-50% of the surface of the head) were classified
as having a partial DNA fragmentation. Spermatozoa with >50% FITC-labelled heads were
classified as having a total DNA fragmentation (Figure 1). We used an ocular micrometer to

estimate the surface of labelling.

Statistical analyses

Patients were categorized according to their BMI: normal weight (BMI 18.5-24.9 kg.m™),
overweight (25.0-29.9 kg.m'z) or obese (=30.0 kg.m‘z). Data are summarized as the median,
the first and the third quartile. The Kruskal-Wallis test was used to test differences between
BMI categories. The association between anthropometric and metabolic data and semen
parameters was analysed using linear regression. Since age, tobacco and pollution are known
to impact semen parameters and sperm DNA integrity, results were standardized by age,

tobacco and expired-air CO level. P<0.05 was considered statistically significant.

Results

Population description (Table 1)
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Data were available from 65 patients. Patient characteristics are summarized in Table 1.
Overweight and obese patients presented with higher levels of abdominal obesity, as assessed
by visceral adiposity and waist circumference (P<0.001). Considering age, metabolic status,
expired CO levels and tobacco use, no statistically significant differences were found between

BMI categories.

Association between BMI and semen parameters (Table 2 and 3, Figure 2)

BMI was negatively correlated with total sperm count (P=0.01) and sperm motility (P=0.02).
A negative correlation was observed between increased BMI and partial sperm DNA

fragmentation (P<0.001) (Figure 2), but not with total sperm DNA fragmentation (P=0.43).

Association between anthropometric parameters and semen parameters (Table 3)

Total sperm counts tended to decrease with increasing abdominal fat measured with
bioelectrical impedance (P=0.08) and with increasing waist circumference (P=0.09). Visceral
adiposity and waist circumference were both negatively correlated to sperm motility (P=0.04
and P=0.02 respectively). Partial sperm DNA damage increased significantly with increasing
visceral adiposity and waist circumference (P=0.04 and P=0.03, respectively), but this

association was not observed with total sperm DNA damages (P=0.62 and P=0.33).

Association between metabolic status and semen parameters (Table 3)
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There was no correlation between glycaemia, serum triglycerides, total, LDL and HDL

cholesterol serum concentrations and semen parameters.

Discussion

Because infertility and overweight both represent public health issues, a growing interest has
been placed on the impact of male nutrition on fertility over the past few years. The present
study is the first where anthropometric data, as assessed by waist circumference and
bioelectrical impedance, and metabolic balance were studied in relation to semen parameters.

Here, high BMI was correlated to a decrease in total sperm count and sperm motility. There
was an association between abdominal adiposity and semen parameters, as previously

20, 21

suggested by Fejes ef al. and Michalakis et al. , with a tendency for a decrease in total
sperm count in men with abdominal obesity, without reaching statistical significance.
Moreover, high abdominal adiposity led to lower sperm motility. So far, the association
between metabolic syndrome and male reproductive functions was poorly investigated but a

. 27-29
negative impact was suspected

. In the present study, there was no strong correlation
between metabolic parameters and conventional semen evaluation. The metabolic status of
the patients, however, was not severely altered. Furthermore, patients with severe alteration of
semen parameters were not included in the study leading to less significant correlation
between anthropometric and metabolic data and conventional semen parameters.

It 1s mmportant to evaluate the potential effect of increased BMI or abdominal adiposity on
DNA integrity since the genetic integrity of spermatozoa is important for successful

30-32

fertilization and pregnancy outcome . Whereas no strong consensus could be established

between BMI and sperm DNA integrity, most studies suggested an increased risk of higher

8, 10, 14, 15

sperm DNA fragmentation in case of overweight and/or obesity , as a result of
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increased oxidative stress. In the present study, there was no significant association between
abdominal adiposity and total sperm DNA fragmentation.

Partial DNA fragmentation is usually not taken into account in the evaluation of sperm DNA
fragmentation and only spermatozoa with more than 50% labelling are considered positive for
the TUNEL assay. Interestingly, here we observed a positive correlation between BMI,
abdominal obesity and partial sperm DNA fragmentation. Considering these associations,
partial sperm DNA fragmentation as assessed by the TUNEL assay may be used as a novel
sperm quality marker, which is modified by obesity and abdominal obesity, although the
clinical significance of this marker is currently unknown. Nevertheless, it seems affected by
BMI and abdominal adiposity. This might be the premature mark of sperm apoptosis. This
hypothesis should be further evaluated. La Vignera et al. have observed high sperm DNA
damage in obese men, in association with an increased proportion of spermatozoa with low
mitochondrial potential and phosphatidyl serine externalization compared to control men .
These are early signs of apoptosis, which may also be the case for partial DNA fragmentation.
In addition, sperm mitochondrial activity is correlated to sperm motility *°, which is consistent
with the decrease motility observed in patients with high BMI and abdominal obesity. BMI
and abdominal obesity are strongly associated with systemic oxidative stress !, which could
also affect the testicular microenvironment. Indeed, high oxidative stress in semen has been
observed with increasing BMI " Oxidative stress is known to impact male reproductive
functions and is commonly observed in infertile men *°.

Low grade inflammation is also associated with obesity and could affect sperm quality.
Although proinflammatory cytokines were not explored in the present study, there is a need

for further exploration of these parameters in relation to sperm.
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Intra-abdominal fat assessment has been described as a reliable predictor of an individual's
risk of developing the metabolic syndrome independently of BMI ' '®_ Considering this, we
have hypothesized that abdominal fat could be a better indicator than BMI to assess the risk
of altered semen parameters. WC and bioelectrical impedance measurements are reliable and
essential tools to identify men who suffer from normal-weight obese syndrome 36. 37

However, only five men included in the study presented with this situation. A similar study

specifically targeting men with normal-weight obese syndrome would be useful.

Conclusion

This study confirmed the impact of overweight and obesity on semen parameters and showed
that abdominal obesity is associated with altered semen parameters, although it was not
possible to discriminate between normal weight obese syndrome and obesity. Altogether,
BMLI, but also anthropometric parameters, should be considered in male fertility assessment
and prognosis. Patients who plan to conceive should be informed about these data and the
consequences of weight loss or abdominal fat loss should be assessed. Partial sperm DNA
fragmentation should be evaluated as a new predictive marker of altered sperm in case of

overweight or metabolic syndrome.
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Figure

Figure 1. Spermatozoa after DAPI and TUNEL staining
A. Sperm nuclei labelled with DAPI
B. TUNEL labelling :
a: spermatozoon presenting “DNA integrity” ; <20% FITC-labelled head
b: spermatozoon presenting “Partial DNA fragmentation™ : partially labelled head
(20-50% of the surface)
c: spermatozoon presenting “Total DNA fragmentation” : >50% FITC-labelled head
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Figure
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Figure 2. Correlation between BMI and partial sperm DNA fragmentation
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Table

BMI <25 25-29.9 >30 P
(n=24) (n=33) (n=8)

Age 31.5(30.0-35.25) 33 (29.5-37.5 35 (33-37) 0.35
BMI 21.7 (21.2-23.4)  27.1(26.1-28.2) 31.4(30.6-32.1) <0.001
Visceral adiposity 4 (3-4) 7 (6-10) 12 (11.5-12.3) <0.001
Waist circumference | 83 (79-87) 93.5(89.3-98.8) 105(101-109.5) <0.001
Triglyceride 0.9 (0.6-1.2) 1.1 (0.8-1.3) 1.5 (1.1-2.4) 0.11
Total cholesterol 1.9 (1.7-2.3) 2.1 (1.9-2.2) 2.1(1.8-2.3) 0.53
HDL cholesterol 0.5 (0.5-0.7) 0.5 (0.4-0.6) 0.4 (0.4-0.5) 0.07
LDL cholesterol 1.2 (0.9-1.5) 1.3 (1.1-1.5) 1.4 (1.1-1.4) 0.48
Glycaemia 4.9 (4.6-5.0) 5.0 (4.8-5.3) 4.6 (4.6-5.3) 0.51
CO (ppm) 5.5(3-11) 4.0 (2.8-6) 3.0 (2.0-4.0) 0.11
Smokers (%) 42 25 12.5 0.16

Table 1. Patients’ characteristics by body mass index levels (median [25th—75% percentile]).
P<0.05 was considered statistically significant.
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Table

BMI <25 25-29.9 >30 P
Abstinence Delay 3 (3-4) 3(3-3) 3(3-4) 0.51
(day)
Volume (ml) 3.6 (2.5-5) 3.1(2.3-3.7) 2.7 (1.6-5.0) 0.26
Total sperm count 123.1 (63.7- 106.8 (67.4- 58.4 (30.7- 0.59
(10%) 254.2) 225.2) 183.8)
Sperm motility (%) 40 (35-45) 40 (35-50) 35 (30-37.5) 0.27
Vitality (%) 68.5 (56.7-75.0) 66 (52-74) 66 (60.8-70.8) 0.97
Normal morphology | 22.5 (13-26.8) 23 (15-31) 19 (12.5-33.5) 0.73
(%0)
Partial sperm DNA 7.5 (4-10.35) 14.3 (10.3-19.5) 12 (7.4-22.5) 0.004
fragmentation (%)
Total sperm DNA 6.9 (4.5-13.6) 13.4(8.1-19.3) 14 (8.3-19.0) 0.17
fragmentation (%)

Table 2. Semen quality parameters (median [25th—75% percentile]) by body mass index

levels. P<0.05 was considered statistically significant.
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Table

Total sperm Sperm motility ~ Partial sperm Total sperm
count DNA DNA
fragmentation fragmentation
BMI 0.01 0.02 <0.001 0.43
Visceral 0.08 0.04 0.04 0.62
adiposity
Waist 0.09 0.02 0.03 0.33
circumference
Triglyceride 0.25 0.68 0.80 0.94
Total cholesterol | 0.74 0.09 0.31 0.27
HDL cholesterol | 0.29 0.10 0.20 0.40
LDL cholesterol | 0.63 0.13 0.42 0.32
Glycaemia 0.41 0.70 0.25 0.24

Table 3. Association between BMI, abdominal adiposity and metabolic status with semen
parameters. P<0.05 was considered statistically significant. Results were standardized by age,

tobacco and expired-air CO level.
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B) IMC et pouvoir fécondant des spermatozoides

Introduction

En plus d’un impact sur les parameétres spermatiques conventionnels et I’intégrité du noyau, le
surpoids et [’obésité pourraient avoir un impact sur les capacités fécondantes des
spermatozoides. Le test de fixation des spermatozoides a la zone pellucide (ZB test) permet
d’étudier les premicres étapes de la fécondation, et plus particuliérement la fixation des
spermatozoides a la zone pellucide. Ce test est utilisé en routine dans notre laboratoire pour
les couples présentant une infertilité primaire idiopathique ou masculine modérée. Cet outil
permet de prédire le risque d’échec de fécondation au cours d’une fécondation in vitro
conventionnelle (FIVc).

L’objectif de cet article est d’étudier I’impact de 'IMC des hommes sur la capacité de leurs

spermatozoides a se fixer a la zone pellucide.

Matériel et méthodes

Cette étude rétrospective a porté sur 306 patients consultant pour une infertilité primaire,
idiopathique ou masculine modérée. Un recueil de sperme a été réalisé au laboratoire apres 3
a 5 jours d’abstinence sexuelle. L’analyse des parametres spermatiques a été faite selon les
recommandations de I’OMS.

Dans le méme temps, le ZB test a été réalisé. Quatre zones pellucides intactes étaient
inséminées séparément par 4000 spermatozoides mobiles du patient et 4000 spermatozoides
marqués par du FITC provenant d’un témoin dont la fertilité était prouvée. Apres 18 heures
d’incubation et lavages des zones pellucides, le nombre total de spermatozoides et le nombre
de spermatozoides marqués par le FITC fixés sur les zones pellucides étaient comptés,
permettant de calculer un indice de fixation des spermatozoides. Le ZB test est considéré
comme négatif quand I’indice de fixation est < 70% et positif quand il est > 70%. Si la

mobilité progressive rapide était < 5%, le test €tait considéré comme négatif.

Résultats
Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre I’IMC et le résultat du ZB test. La
fréquence des tests positifs et négatifs était similaire parmi les catégories d’ IMC méme apres

ajustement en fonction de I’age et de la consommation de tabac.
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Conclusion

Notre une étude a évalué I’'impact de I’IMC sur la capacité des spermatozoides a se fixer a la
zone pellucide. Nos résultats ne confirment pas ceux observés par Wegner qui montrait une
corrélation négative entre I’IMC et la capacité des spermatozoides a se fixer a 1’acide
hyaluronique (Wegner et al., 2010), ni ceux décrits chez la souris (Bakos et al., 2011Db).
Cependant, I’effectif de notre population était relativement faible et ne concernait que des
couples consultant pour infertilité idiopathique ou masculine modérée. Le ZB test ne permet
qu’une évaluation indirecte des capacités fécondantes des spermatozoides. Afin d’étudier de
manicre plus précise I’'impact de 'IMC des hommes sur les capacités fécondantes des

spermatozoides, I’analyse des résultats biologiques des FIVc pourrait étre pertinente.
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Body mass index is not associated with sperm-zona
pellucida binding ability in subfertile males

Nathalie Sermondade'?, Charlotte Dupontl’z’s, Céline Faure"?, Marouane Boubaya4,
Isabelle Cédrin-Durnerin®?, Pascale Chavatte-Palmer’, Christophe Sifer' and Rachel Lévy'?

Lifestyle factors, such as weight and nutritional status may affect male fertility, including sperm fertilization ability. The objective of
this retrospective study was to evaluate the association between body mass index (BMI) and sperm-zona pellucida binding ability
assessed according to the zona binding (ZB) test, which has been described to be a relevant diagnostic tool for the prediction of in vitro
fertilization (IVF) ability. Three hundred and six male patients from couples diagnosed with primary idiopathic or mild male factor
infertility were included. Correlations between BMI and semen parameters according to ZB test indices were assessed, together with
frequencies of positive and negative tests across the BMI categories. In this selected population, BMI was not related to conventional
semen parameters or sperm quality assessed according to the ability of spermatozoa to bind to the zona pellucida. The previously
described poor outcomes of IVF procedures in cases of male obesity could be due to other sperm defects, such as alterations of sperm
capacitation or acrosome reaction. The link between male BMI and biological outcomes during IVF procedures, such as fertilization

rates, should be further evaluated.

Asian Journal of Andrology advance online publication, ** ** 2013; doi:10.1038/aja.2013.10

Keywords: body mass index (BMI); fertilization ability; obesity; semen quality; zona binding test

INTRODUCTION

Many lifestyle or environmental factors may have deleterious quan-
titative or qualitative effects on spermatozoa, leading to a negative
influence on male fertility. Among those factors, a recent and growing
interest has been placed on weight and nutritional status, particularly
as overweight and obesity concern more than half of all men.

Although controversial, recent data seem to confirm an association
between increased body mass index (BMI) and altered sperm para-
meters.! However, conventional quantitative sperm parameter values
are not sufficient to predict sperm fertilization ability, as unexplained
fertilization failure can be observed with a completely normal semen
analysis.”

Recently, data obtained from animal models suggest that male BMI
could have an impact on sperm function and fertilization ability,
including altered sperm binding to the zona pellucida (ZP),” which
is reversible in the presence of diet or exercise.* In humans, only one
publication has shown a significant negative correlation between BMI
and hyaluronic acid (HA) binding scores in men from infertile cou-
ples.” However, the population was not selected, and included all types
and causes of infertility, and the HA binding test only provides an
indirect assessment of the ability of spermatozoa to bind to the ZP.

The sperm—zona binding (ZB) test allows the assessment of the first
steps of fertilization, recognition and binding of spermatozoa to the
oocyte’s ZP. The test compares the binding ability of spermatozoa

from the studied population to those from a fertile control popu-
lation.® Data in the literature confirm that it is a relevant diagnostic
tool for the prediction of in vitro fertilization (IVF) ability,”® especially
in case of idiopathic or mild male factor infertility.?

The aim of this study was to evaluate whether BMI was related to

sperm-ZP binding ability, as assessed by the ZB test.

MATERIALS AND METHODS

Patients

This retrospective observational study included 306 patients between
January 2005 and April 2012. Men came from couples diagnosed with
primary idiopathic or primary mild male factor infertility. They pre-
sented normal or subnormal semen parameters according to the 2010
World Health Organization (WHO) reference values.® Men with can-
cer, vasectomy reversal or varicocele were excluded, as were men from
couples presenting with a female cause of infertility. In our centre,a ZB
test is routinely performed after the failure of three cycles of ovulation
induction or intrauterine insemination in idiopathic or mild male
factor indications.

Age, tobacco use (smoking/non smoking) and BMI were recorded
at the time of the ZB test. Subjects were grouped according to the
following WHO BMI categories: 18.5-24.9 kg m ™ * (normal weight),
25.0-29.9kgm* (overweight), >30.0kgm * (obese).” The reference

group was defined by a BMI between 18.5 kg m™* and 24.9 kg m ™~
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Semen analysis

Semen samples were collected at the laboratory after 2-5 days of sexual
abstinence. Semen volume, sperm concentration, sperm motility were ana-
lyzed according to the WHO guidelines,® and percentage normal morpho-
logy was assessed according to David’s modified criteria.'” The analyses
were performed in one single laboratory, which is ISO9001 certified.

ZB test

Semen samples of proven fertile donors, known to have fertilized a
pregnancy within 2 years were also collected and used as controls for
the ZB test. Discontinuous PureSperm (Nidacon International,
Gothenburg, Sweden) gradient centrifugal separation was performed
on control and patient semen samples with two layers of density gra-
dients (90% and 45%). Following two centrifugations (20 min at 300g
and 10 min at 600g), the pellet was resuspended in Ferticult Hepes
(FertiPro, Beernem, Belgium). Salt-stored human oocytes were used:
these were either metaphase I oocytes or metaphase I oocytes that
were unfertilized after intracytoplasmic sperm injection. The ZB test
was performed as previously described.” Briefly, four intact ZP were
rinsed and incubated separately in 20 pl culture media droplets.
Individual ZP were inseminated with a mixture of 4000 FITC-stained
control and 4000 unstained test motile spermatozoa under classical
IVF culture conditions (i.e. in equilibrated drops of appropriate cul-
ture media at 37 °Cin a 6% CO; atmosphere). After 18 h incubation,
each ZP was washed to remove loosely bound sperm cells and
mounted on a glass slide in a 5-ul 5% glycerol-PBS droplet. Each
ZP was observed at X400 magnification: first under a fluorescence
microscope (Axiophot; Zeiss, Le Peck, France) to count the number of
FITC-stained bound control spermatozoa, and second under a phase-
contrast microscope (Optiphot-2; Nikon, Champigny sur Marne,
France) to determine the number of total bound spermatozoa result-
ing from both controls and patients. A sperm—ZP binding index (the
number of spermatozoa from patients bound per zona divided by the
number from controls X100) was calculated. As previously pub-
lished,? ZB was considered negative when the index was <70% or
when grade ‘a’ motility was <5%, and positive when the index was
=70% and associated with a grade ‘a’ motility =5%.

Statistical analysis

Sperm parameters, including the ZB index, are given as the median
(25th and 75th percentiles) and comparisons among the BMI catego-
ries were analyzed using the Kruskall-Wallis test. ZB was considered a
binary variable, and logistical regression was used to compare negative
and positive test frequencies across the BMI categories. Adjustment for
age and tobacco use was made. Statistical analyses were performed
using the R statistical software version 2.14.1 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria, http://www.r-project.org).

Table 1 Relationship between male BMI and semen quality
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Figure 1 Correlation between male BMI and ZB index. BMI, body mass index;
ZB, zona binding.

RESULTS

There were 159 men with normal BMI, 120 overweight and 27 obese
(respectively 52%, 39% and 9%). In this specific population, conven-
tional semen parameter values were similar across BMI categories. No
significant difference between the groups was observed regarding to
semen volume, sperm concentration, sperm motility and morphology
(Table 1).

No statistically significant association was observed between BMI
and the results of the ZB index (Table 1). When considered as con-
tinuous variables, there was no correlation between BMI and the ZB
index (r=0.06; P=0.27) (Figure 1). Frequencies of positive and nega-
tive tests were similar across the BMI categories, without or with
adjustment for age and tobacco use (Table 2).

DISCUSSION

In the present study, we found no association between BMI and con-
ventional semen parameter values or the ability of sperm to bind to the
ZP in a population of men from subfertile couples diagnosed with
idiopathic or mild male factor infertility.

The link between BMI and sperm quality remains controversial.
Defects in spermatozoa associated with abnormal BMI have been
described,'"'* including decreases in sperm concentration or total
sperm count, a decrease in sperm motility, and an increase in the
percentage of morphological abnormalities. Others have failed to
document this association'>'* and our results are consistent with
these studies. However, conventional semen parameters are not suf-
ficient to evaluate sperm function. In order to address the potential

BM| categories P

Normal (n=159)

Overweight (n=120) Obese (n=27)

Age (year) 35.3(31.2;38.5)
Semen volume (ml) 29(2.1;4.2)
Sperm concentration (x 105 mi™1) 36.2(19.9; 71.2)
Sperm progressive motility (a+b) (%) 40 (30; 50)
Normal sperm morphology (%) 19(13; 26.5)

ZB index (%) 87.5(57.3;176.7)

35.9(31.9; 39.3) 35.4 (32.5; 38.6) 0.58
3.0(2.0;4.3) 2.7(2.1;4.0) 0.81
37.2(21.9; 68.3) 48.0 (22.0;82.2) 0.55
40 (30; 45) 40 (35; 50) 0.27
19.5(12.7; 27) 19 (18; 27) 0.51
88.4 (54.4; 154.5) 103.7 (70.3; 200.7) 0.45

Abbreviations: BMI, body mass index; ZB, zona binding.

Medians (25th and 75th percentiles) for age, semen parameters and ZB indices are presented according to BMI category.
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Table 2 Relationship between male BMI and the results of ZB tests

Male BMI and sperm binding ability
N Sermondade et a/

BM| categories P
Normal (n=159) Overweight (n=120) Obese (h=27) Univariate model Adjusted model*
ZB test Negative 38.4% 38.3% 25.9% 0.43 0.43
Positive 61.6% 61.7% 74.1%

Abbreviations: BMI, body mass index; ZB, zona binding.
*Adjusted for age and tobacco use.

Frequencies of negative or positive ZB tests across the BMI categories are presented.

link between BMI and sperm fertilizing ability, we used the ZB assay,
which is a proven indirect indicator of sperm defects® and has pre-
viously been described as a relevant diagnostic tool for the prediction
of IVF ability.”®

To our knowledge, this is the first study to directly assess the ZB
ability of spermatozoa in relation to BMI. We could not find any
significant association between BMI and the results of the ZB test.
Our findings are in contrast with previous results obtained from
animal models,* suggesting that male BMI could have an impact on
sperm function and fertilization ability. In mice, a high-fat diet
induces significant decreases of sperm capacitation and binding
to the ZP of oocytes, resulting in significantly lower fertilization
rates.’” This perturbed sperm function is reversible after dietary
change or exercise, with a 1.4-fold increase in sperm binding.*
Moreover, we could not confirm the only available publication in
men”® that studied the ability of spermatozoa from 107 non-selected
infertile men to bind to HA. Indeed, Wegner et al® showed a
negative correlation between BMI and the HA binding score, and
significantly lower scores in overweight and obese men compared
to those of normal weight men. However, motile sperm concentra-
tion and percentage normal morphology were also positively cor-
related to HA binding in this non-selected population, which
includes all types and causes of infertility, so these altered sperm
parameters could have confounded the interpretation. Further-
more, the HA binding test does not appear in the 2010 WHO
laboratory manual (World Health Organization, 2010), and only
provides an indirect assessment of the sperm—-ZP binding ability.
Finally, recent studies have reported the low relevance of the HA
binding test, which fails to provide a prognostic threshold for
fertilization rate during IVF procedures.'”"”

A limitation of our study is that the group of obese men was rela-
tively small. Moreover, our population consisted of men from sub-
fertile couples diagnosed with idiopathic or mild male factor
infertility, so our results cannot be extended to other infertility causes.
Finally, BMI may not be the best indicator of adiposity, as suggested by
the questions about its thresholds and its inability to distinguish body
composition or fat distribution.'®'? On the other hand, our study has
several strengths, including the use of the sperm—ZB assay in a popu-
lation for which it has been described to be relevant.® Fertilization
failure during IVF procedures is known to be much more frequent
in cases of idiopathic or mild male factor infertility than for female
indications, such as tubal defects or endometriosis.” Lack of sperm
penetration into the oocyte has been shown to be the major cause of
those fertilization failures.”” This suggests the existence of sperm
defects that are not evaluated by conventional semen analysis, but that
are detectable by the ZB test. Our results indicate that these defects
may not be linked with obesity.

Finally, recent data suggest that increased male BMI can affect
reproductive outcomes,”"** including blastocyst development, cli-
nical pregnancy and live birth rates during conventional IVF

Asian Journal of Andrology aja201310.3d 13/3/13 11:55:49

attempts,”’ IVF and intracytoplasmic sperm injection.”* These poor
reproductive outcomes could be due to alterations in sperm functions,
such as sperm capacitation or acrosome reaction. This hypothesis is
supported by results obtained from animal models.*** These show
that sperm capacitation is decreased in diet-induced obese mice’
and that diet-induced hypercholesterolemia adversely affects capacita-
tion and the acrosome reaction in rabbits, probably due to sperm mem-
brane defects linked to an increase in intramembranous cholesterol. >

In conclusion, in our population, BMI was not associated with any
deleterious conventional semen parameter values or sperm quality
assessed by the ability of spermatozoa to bind to the ZP. The link
between male BMI and biological outcomes during IVF procedures,
such as fertilization rates, should be further evaluated.
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I1. Réversibilité de I’impact du surpoids sur les fonctions de reproduction

Diminution de la graisse viscérale grace a une prise en charge hygiéno-diététique

Introduction

Un nombre croissant d’arguments montre I’impact négatif du surpoids, de 1’obésité et de
I’obésité abdominale sur les paramétres spermatiques et la fertilité masculine. La question est
de savoir si la perte de poids, ou la perte plus ciblée de graisse viscérale, permettrait
d’améliorer la fertilit¢ des hommes. Peu de données sont disponibles sur ce sujet. Nous
rapportons ici I’histoire de six couples dont les hommes, en surpoids ou obéses, présentaient
une augmentation de la fragmentation de I’ADN spermatique. Tous ont suivi des
recommandations hygiéno-diététiques afin de perdre du poids, en ciblant plus

particuliérement leur obésité¢ abdominale.

Patients et méthodes
Quinze couples suivis pour infertilité primaire idiopathique inclus dans 1’étude ALIFERT ont
¢été sélectionnés. Les hommes devaient répondre aux critéres suivants :

- Présenter un surpoids ou une obésité associée a une obésité abdominale (graisse
viscérale mesurée par impédancemétrie > 4).

- Présenter une augmentation de la fragmentation de ’ADN des spermatozoides (=
25%).
Huit des 15 hommes qui répondaient a ces criteres ont accepté de suivre des mesures hygiéno-
diététiques personnalisées. Six patients sont revenus pour des analyses complémentaires apres

avoir suivi les recommandations.

Résultats

Tous les hommes ont perdu du poids : pour certains, la perte restait minime. Aucun des
patients n’a changé de catégorie d’ IMC. Néanmoins, une diminution significative de 1’obésité
abdominale évaluée par la mesure du tour de taille et par impédancemétrie a été observée. Les
patients présentaient une discrete amélioration du bilan lipidique. Concernant le bilan
hormonal, on observait une nette amélioration du rapport testostérone/cestradiol. Cette
amélioration n’était pas associée a une amélioration des parametres spermatiques
conventionnels, mais a une diminution significative du taux de fragmentation de I’ADN des

spermatozoides. Les protéines carbonylées (marqueur du stress oxydant) et la protéine
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superoxyde dismutase 2 (SOD 2) (marqueur anti-oxydant) ont ét¢ dosés dans le plasma
séminal. Aprés la diminution de I’obésité abdominale, une augmentation de la protéine SOD2
associée une diminution des protéines carbonylées a été observée. Ces résultats suggerent une
amélioration de I’équilibre oxydatif au niveau local pouvant expliquer 1’amélioration de
I’intégrité de I’ADN spermatique.

Méme si le lien de cause a effet ne peut étre établi avec certitude, tous les couples ont obtenu

une grossesse et une naissance vivante a la suite de cette prise en charge.

Conclusion

Malgré le nombre limité de patients, ces cas montrent pour la premiere fois que chez des
hommes présentant une augmentation de la fragmentation de I’ADN des spermatozoides, la
diminution de 1’obésité abdominale permet d’améliorer ce parametre et que le stress oxydant
est probablement un ¢lément clé dans ce processus. D’autres études interventionnelles
prospectives seront nécessaires pour établir avec certitude que le suivi de mesures hygiéno-
diététiques en période pré-conceptionnelle, si elles sont indiquées, permettent d’augmenter les

chances de conception et d’aboutir a une naissance vivante.
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Abstract

Background: The impact of overweight among men of reproductive-age, which may affect
fertility. Abdominal fat, more than body mass index, is an indicator of higher metabolic risk,
which seems to be involved in decreasing sperm quality.

Therefore, this study aims to assess the relationship between abdominal fat and sperm DNA
fragmentation, and the effect of abdominal fat loss, among 6 men in subfertile couples.
Methods: Sperm DNA fragmentation, abdominal fat and metabolic and hormonal profiles
were measured in 6 men of subfertile couples before and after dietary advices. Seminal
oxidative stress and antioxidant markers: carbonylated proteins and superoxide dismutase
protein were determined.

Results: After several months of a lifestyle program, all 6 men lost abdominal fat without
changing BMI class (patient 1: loss of 3 points of abdominal fat, patient 2: loss of 3 points,
patient 3: loss of 2 points, patient 4: loss of 1 point, patient 5: loss of 4 points and patient 6:
loss of 13 points). At the same time, their rate of sperm DNA fragmentation decreased,
respectively: 9.5 % vs 31 %, 24 % vs 43 %, 18 % vs 47 %, 26.3 % vs 66 %, 25.4 % vs 35 %
and 1.7 % vs 25 %. Also, an improvement in both metabolic (significant decrease in
triglycerides and total cholesterol; p=0.0139) and hormonal (significant increase in
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testosterone/oestradiol ratio; p=0.0139) blood profiles was observed after following the
lifestyle program. In seminal plasma, the amount of SOD2 has significantly increased
(p=0.0139) while in parallel carbonylated proteins have substantially decreased. Furthermore,
all spouses got pregnant. All pregnancies were brought to term.

Conclusion: This study shows specifically that sperm DNA fragmentation among men in
subfertile couples could be dramatically affected by abdominal fat, but improvement of
lifestyle factor may correct this alteration. The effect of specific abdominal fat loss on sperm
quality needs further investigation. The reduction of oxidative stress may be a contributing

factor.

Key words: abdominal fat / lifestyle/ body mass index / sperm quality

Introduction

Infertility affects about 15% of couples in reproductive age. A male factor, usually of
unknown origin, is involved in 40 % of cases [1].

The high prevalence of overweight and obesity is significantly contributing to the overall
burden of diseases worldwide, including infertility. In women, deleterious effects of obesity
on reproductive functions are well documented and extensively published, dealing especially
with higher frequency of ovulatory disorders and menstrual irregularities [2,3]. Within this
context, abdominal fat accumulation contributes to reproductive dysfunction [4,5].

Although there are still controversies about the effect on males, we recently show an
increased risk of azoospermia or oligozoospermia in male with high body mass index (BMI)
[6,7]. Overweight or obesity may also alter sperm function, as an increase in sperm DNA
fragmentation has been observed [8,9,10,11]. Abdominal fat accumulation appears to be a
better indicator of high risk for developing an abnormal metabolic profile than body mass
index. A recent study showed that central adiposity, defined by a high waist circumference
[12], negatively affects sperm concentration and total motile sperm count.

Indeed, adipose tissue accumulation is associated with increased oxidative stress, one of the
potential mechanisms to explain sperm damages in obese patients [13,14]. Decreased seminal
plasma antioxidant and increased ROS production can be responsible for idiopathic male

infertility [15].
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Protein carbonyls, formed by a variety of oxidative mechanisms, are sensitive indices and the
most general and commonly used biomarker of oxidative injury [16]. By contrast, it is
interesting to evaluate SOD2, a ROS scavenger.

In women, abdominal fat loss results in an improvement of fertility [17,18]. In men, only one
publication is available and suggests an improvement of sperm parameters following weight

loss [19].

The aim of this report is to investigate the association between abdominal fat loss in subfertile
men and sperm quality. We also report the achievement of pregnancy following dietary
advices in six subfertile men and analysis improvement of their sperm parameters, seminal
antioxidant and oxidative stress markers and metabolic and hormonal profiles after abdominal

fat loss.

Materials and methods

Subjects

A cohort of couples attending an infertility centre for a primary idiopathic infertility (n=36)
was recruited for the ALIFERT study (biomedical research P071224 / AOM 08180 /
N°EudraCT 2009-A00256-51 / clinical trials NCT01093378). A sub-cohort of men was asked
to participate to a personalized dietary program, including individualized nutritional advice
aiming at reducing intra-abdominal fat and increasing exercise.

In this sub-cohort, we selected non smoking men, presenting with a percentage of sperm DNA
fragmentation > 25%, with abdominal fat > 4 as measured by impedancemetry (see below)
and still in a facto relationship.

Out of 15 men responding to the above criteria, 8 accepted to follow the dietary program.
Among them, only 6 agreed to provide samples before and after the intervention (Figure 1).
Before and after the dietary program, anthropometric measures, abdominal fat, sperm
parameters and sperm DNA fragmentation were evaluated. Hormonal and metabolic profiles
could be obtained. Occurrence and outcome of pregnancies, obtained either spontaneously or

following Assisted Reproductive Technology, were recorded.
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The men received no incentives and participation was conditional to written and informed
consent. The local ethics committee (Comité de Protection des Personnes) approved the study.

Each of the 6 patients gave written consent to publication of these case details.

Anthropometric assessment

Height was measured to the nearest 5 mm, without shoes, using a metric, by the same trained
investigator. Waist circumference was measured at the narrowest point between the lower
border of the ribs and the iliac crest. Weight and body composition were evaluated using the
Tanita BC-420MA Analyzer. The bioelectrical impedance measurement combines a digital
scale with stainless steel pressure-contact foot-pad electrodes for standing impedance and
body weight measurements [20]. Details of the validation and performance characteristics of
this bioimpedance analysis model have been reported previously [21]. The bioimpedance
supplies a level of visceral fat: the purpose is to be as close to 1; rating from 1 to 4 indicates a
low level of visceral fat; rating 5 to 12 indicates a high level of visceral fat ; >12 indicates a

very excessive level.

Semen analysis

Sperm samples were collected at the laboratory after 3-5 days of sexual abstinence. After
semen liquefaction, semen analysis was performed according to World Health Organization
guidelines (WHO, 2010) assessing semen volume, sperm concentration, sperm motility. Total

sperm count (TSC) was calculated.

Determination of sperm DNA integrity

To evaluate sperm nuclear DNA integrity, the TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labeling)
technique was performed on semen samples using In Situ Cell Death Detection Kit (In situ
Cell Death Detection kit, Fluorescein, Roche Applied Science). Briefly, after trypsinization,
spermatozoa were fixed in Carnoy solution (2:1 methanol/acetic acid) and stored at -20°C.
Spermatozoon pellets were permeabilised for 20 minutes with 0,1% Triton X-100 in sodium
citrate solution and washed with PBS. Then cells were incubated with dUTP FITC-labelled
and terminal deoxyribonucleotidyl tranferase (TdT) (TUNEL solution). The positive control
sample was treated with 100ul of DNase (0,5mM) for one hour at 37°C before incubation

with the TUNEL solution and the TdT enzyme was omitted for the negative control. Cells
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were then washed twice in PBS and spread out over slides. Slides were dried at room
temperature in the dark and DAPI solution was added over the spermatozoa. Slides were
examined using fluorescence microscopy. At least 200 spermatozoa were counted and total
sperm DNA fragmentation rate was calculated as the number of FITC-positive cells from the
total number of sperm nuclei (labelled with DAPI). Two investigators blinded to the exposure

and other covariates performed twice the analyses.

Seminal markers assays

Liquefied semen was centrifuged to separate sperm from seminal plasma. Seminal plasma

was immediately stored in aliquots at -80°C for further analysis without freezing—thawing.

Superoxide dismutase

SOD2 was quantified by ELISA using the “Human Superoxyde Dismutase 2 ELISA™ kit

(Abfrontier) according to manufacturer’s instructions.

Detection of carbonylated proteins

Carbonylated proteins were labeled with CyDyeTM hydrazides (GE Healthcare) as described
previously [22]. Briefly, samples were homogenized using a lysis buffer (10 mM tris-HCI (pH
7.4), 8 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 10mM dithiothreitol (DTT)) and clarified by
centrifugation. Protein quantification was performed by the Bradford method (Bio-Rad
protein assay), using BSA as standard. Carbonylated proteins were labeled with Cy5
hydrazides (GE Healthcare) and total proteins were precipitated using the 2-D Clean-Up kit
(GE Healthcare), following the manufacturer instructions. Protein precipitates were
resuspended in loading buffer and separated by SDS-PAGE (4-20%). Total proteins were
post-stained with ProteinGOLD (gel company). Fluorescent scanning was performed using
Ettan Dalt system (GE Healthcare) at excitation and emission wavelengths of 635/680 for the
Cy5 hydrazide and 390/595 for total proteins, respectively. Semiquantification of
carbonylated proteins were performed on digitalized images by densitometric analysis using

total protein staining as loading control.

Dietary program

All participants received individualized dietary advice by a nutritionist after a complete

nutritional assessment. Program was based on a healthy, balanced diet, aiming for reduction

127
5



165
166
167
168
169

170
171
172
173
174

175
176
177
178
179
180
181

182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197

in abdominal fat according to the French national nutrition and health programme. They were
encouraged to practice 1h of weekly exercise. Spouses did not change neither their diet nor

their lifestyle.

Blood collection

Blood samples were used to estimate fasting glucose, lipid profile (triglycerides (TG), total
cholesterol, HDL and LDL) and for sex hormone assays (FSH, LH, oestradiol and

testosterone). The testosterone/oestradiol (T/E) ratio was calculated.

Statistical analysis

To determine whether there is an overall difference in pre- and post-intervention,
anthropometric and sperm parameters, metabolic and sex hormones values were compared
between the pre-test and the post-test using the Wilcoxon test. Value of 0.05 or less was

considered statistically significant.

Results

The characteristics of the six patients at baseline and after diet are presented in Table 1 and

Figure 2.

Patient |

Patient 1 was a 30-year-old man with a 21-month history of primary idiopathic infertility. His
partner was 30 years old and had a BMI at 26.3 kg/m2; her ovulatory status, hormonal profile
and pelvic examination were within normal values.

At the time of the visit, male BMI was 25.3 kg/m2, abdominal fat was 6, sperm DNA
fragmentation rate was 31% and sperm parameters were: TSC 28.4 x 10°, progressive motility
40% and 31% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 1191.5
pg/ml. Ratio of sex hormones was: T/E 44.6 and lipid profile: TG 0.82 g/l and total
cholesterol 2.01 g/l. The couple had previously benefited from one ovarian stimulation, and
one intrauterine insemination (IUI) without any pregnancy.

After 3 months on the dietary program, a pregnancy was obtained following the second 1UL
At this time, male BMI was 24.9 kg/m2, abdominal fat was at 3, sperm DNA fragmentation

rate was 9.5% and sperm parameters were: TSC 16.9 x 10°, progressive motility 40 % and
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27% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 2741.5 pg/ml. Ratio

of sex hormones was: T/E 144.4 and lipid profile: TG 0.7 g/l and total cholesterol 1.72 g/1.

Patient 2

Patient 2 was a 28-year-old man with a 36-months history of primary idiopathic infertility.
His partner was 31 years old and had a BMI at 19 kg/m2; her ovulatory status, hormonal
profile and pelvic examination were within normal values.

At the time of the visit, male BMI was 26.6 kg/m2, abdominal fat was at 6, sperm DNA
fragmentation rate was 43% and sperm parameters were: TSC 74 x 10°, progressive motility
40% and 26% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 809 pg/ml.
Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.16. Ratio of sex hormones was: T/E
154.6 and lipid profile: TG 1.02 g/l and total cholesterol 2.01 g/l. The couple had previously
benefited from one ovarian stimulation cycle and three IUI without any pregnancy.

After 4 months on the dietary program, a pregnancy was obtained following the fourth IUIL. At
this time, male BMI was 26.2 kg/m2, abdominal fat was at 3, sperm DNA fragmentation rate
was 24% and sperm parameters were: TSC 199.6 x 10°, progressive motility 25% and 19%
normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 3621.5 pg/ml. Ratio of
carbonylated proteins to total proteins was 0.06. Ratio of sex hormones was: T/E 223.8 and

lipid profile: TG 0.7 g/l and total cholesterol 1.69 g/1.

Patient 3

Patient 3 was a 27-year-old man with an 18-months history of primary idiopathic infertility.
His partner was 31 years old and had a BMI at 27.7 kg/m2; her ovulatory status, hormonal
profile and pelvic examination were within normal values.

At the time of the visit, male BMI was 27.2 kg/m2, abdominal fat was at 7, sperm DNA
fragmentation rate was 47% and sperm parameters were: TSC 29 x 10, progressive motility
25% and 7% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 1819
pg/ml. Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.04. Ratio of sex hormones was:
T/E 68.3 and lipid profile: TG 1.21 g/l and total cholesterol 1.86 g/l. The couple had
previously benefited from 2 ovarian stimulations without any pregnancy.

After 5 months on the dietary program, a spontaneous pregnancy was obtained. At this time,
male BMI was 26.8 kg/m2, abdominal fat was at 5, sperm DNA fragmentation rate was 18%
and sperm parameters were: TSC 176.6 x 10°, progressive motility 45% and 14% normal
spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 3311.5 pg/ml. Ratio of
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carbonylated proteins to total proteins was 0.05. Ratio of sex hormones was: T/E 135.7 and

lipid profile: TG 1.1 g/l and total cholesterol 1.64 g/1.

Patient 4

Patient 4 was a 29-year-old man with a 25-month history of primary idiopathic infertility. His
partner was 29 years old and had a BMI at 25.7 kg/m2; her ovulatory status, hormonal profile
and pelvic examination were within normal values.

At the time of the visit, male BMI was 28.3 kg/m2, abdominal fat was at 4, DNA
fragmentation rate was 66% and sperm parameters were: TSC 76.2 x 10°, progressive motility
30% and 14% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 4191.5
pg/ml. Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.26. Ratio of sex hormones was:
T/E 48.4 and lipid profile: TG 0.89 g/l and total cholesterol 2.2 g/l. The couple had previously
benefited from one ovarian stimulation cycle without any pregnancy.

After 4.5 months on the dietary program, a pregnancy was obtained following the first [UI. At
this time, male BMI was 26.5 kg/m2, abdominal fat was at 3, sperm DNA fragmentation rate
was 26.3% and sperm parameters were: TSC 31.9 x 10°, progressive motility 30% and 15%
normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was more than 4399 pg/ml.
Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.12. Ratio of sex hormones was: T/E

250.9 and lipid profile: TG 0.59 g/1 and total cholesterol 1.64 g/1.

Patient 5

Patient 5 was a 44-year-old man with a 36-months history of primary idiopathic infertility.
His partner was 37 years old and had a BMI at 28.5 kg/m2; her ovulatory status, hormonal
profile and pelvic examination were normal.

At the time of the visit, male BMI was 31.2 kg/m2, abdominal fat was at 13, sperm DNA
fragmentation rate was 35% and sperm parameters were: TSC 21.9 x 10°, progressive motility
8% and 11% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 754 pg/ml.
Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.10. Ratio of sex hormones was: T/E
57.3 and lipid profile: TG 3.07 g/l and total cholesterol 3.17 g/l. The couple had previously
benefited from 3 TUI without any pregnancy.

After 8 months on the dietary program, a pregnancy was obtained following the fourth IUI. At
this time, male BMI was 30.7 kg/m2, abdominal fat was at 9, sperm DNA fragmentation rate
was 25.4% and sperm parameters were: TSC 32 x 10°, progressive motility 35% and 16%
normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 3499 pg/ml. Ratio of
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carbonylated proteins to total proteins was 0.04. Ratio of sex hormones was: T/E 113.8 and

lipid profile: TG 2.19 g/l and total cholesterol 2.63 g/1.

Patient 6

Patient 6 was a 33-year-old man with a 24-months history of primary idiopathic infertility.
His partner was 31 years old and had a BMI at 29.6 kg/m2; her ovulatory status, hormonal
profile and pelvic examination were within normal values.

At the time of the visit, male BMI was 44.9 kg/m2, abdominal fat was at 26, sperm DNA
fragmentation rate was 25% and sperm parameters were: TSC 35.6 x 10°, progressive motility
8% and 11% normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 2939 pg/ml.
Ratio of carbonylated proteins to total proteins was 0.32. Ratio of sex hormones was: T/E
52.9 and lipid profile: TG 1.87 g/l and total cholesterol 1.75 g/l. The couple had previously
benefited from 2 ovarian stimulations and one IUI without any pregnancy.

After 8 months on the dietary program, a pregnancy was obtained after the third IUI. At this
time, male BMI was 41.1 kg/m2, abdominal fat was at 13, sperm DNA fragmentation rate
was 1.7% and sperm parameters were: TSC 87 x 10°, progressive motility 10% and 21%
normal spermatozoa. In seminal plasma concentration of SOD2 was 4484 pg/ml. Ratio of
carbonylated proteins to total proteins was 0.06. Ratio of sex hormones was: T/E 87.8 and
lipid profile: TG 1.39 g/l and total cholesterol 1.62 g/1.

General comment: All participants lost abdominal fat (in terms of body composition and waist
circumference) with no change of BMI categories after following the lifestyle program.
Furthermore, there was no substantial change in conventional sperm parameters, whereas a
significant improvement of sperm DNA integrity was observed for all patients (p=0.0139). In
seminal plasma we observed a large increase of SOD2 protein and a decrease of carbonylated
proteins.

At baseline, none had impaired fasting glucose while increased triglycerides were observed
for the two obese men with concomitant increase in total cholesterol for one of them. All men
except one had decreased levels of testosterone. An improvement in both metabolic
(significant decrease in triglycerides and total cholesterol; p=0,0139) and hormonal
(significant increase in testosterone/oestradiol ratio; p=0,0139) profiles was observed after

following the dietary/lifestyle program.

All female partners achieved pregnancy and delivered a healthy child. Delivery and neonatal
characteristics are presented in Table 2.
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Discussion

Although some studies failed to link BMI and semen analyses [23,24,25], most of them
reported a detrimental impact of male BMI on sperm parameters, notably a decrease in sperm
concentration [6,7,9,10]. Consequently, the possibility to improve semen quality through
weight reduction was also considered. Improvement of hormonal status was mainly observed
after weight loss [26,27]. Furthermore, a positive impact on semen parameters was observed
by Hakonsen et al. [28].

However, abdominal fat, regardless of BMI, is a reliable predictor of individual risk of
comorbidities such as metabolic syndrome [29,30,31]. Likewise, abdominal fat could be a
good indicator to assess the risk of altered semen parameters. Until now, only 2 studies have
shown a negative impact of abdominal fat (measured by waist circumference) on conventional
semen parameters [12,32] and none have assessed the impact of abdominal fat loss on male
reproductive function.

Our report suggests, for the first time, that reduction of abdominal fat is associated with sperm
DNA integrity improvement, regardless of BMI. Fat loss was also associated with an
improvement of metabolic and sex steroid profiles. All 8 non smoking patients who followed
the dietary program (6 agreed to provide samples after the intervention and 2 did not) have
lost weight and their WC have decreased. Of the 7 patients who wished not to participate on

the dietary program, no anthropometric change was observed.

Sperm DNA integrity is essential for a successful pregnancy [33]. High rates of sperm DNA
fragmentation are associated with lower implantation rates and higher miscarriage rates
[34,35]. In this report, a successful pregnancy was obtained for the six couples after sperm
DNA integrity improvement. The 2 other couples whose male partners followed the dietary
program conceived healthy children. After one year, of the 7 patients who did not participate,
six could not achieve pregnancy and one conceived a child after IVF. Information about

sperm quality was not available.

Abdominal fat is associated with increased oxidative stress [36,37]. Although, seminal plasma
and sperm contain antioxidants, these defense systems can be overwhelmed [38]. Oxidative
stress is known to impact male fertility. ROS (reactive oxygen species) can alter sperm

membrane and sperm nucleus leading to sperm DNA damage [39,40,41]. Decreased SOD
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might be involved in abnormal semen quality [42]. Several studies in humans and in mice
have established a link between being overweight or obese and oxidative stress and sperm
DNA damages [43,44]. In the present study, significantly higher levels of SOD2 protein have
been observed in seminal plasma after the dietary program. Moreover an important decrease
of carbonylated proteins has been evidenced, indicating an increased quality of the seminal
protcome. Whether an improvement of the balance between oxidative/anti-oxidative
substances in the seminal plasma due to the dietary program remains to be determined in

future studies.

Moreover, an improvement of the testosterone/oestradiol ratio was observed in parallel with
decreased abdominal fat. Central adiposity has been associated with lower levels of
testosterone [45], and oestradiol levels positively correlate with visceral fat, but not with
subcutaneous, adipose tissue. Therefore, visceral adipose tissue strongly correlates with
testosterone/oestradiol ratio [46]. Based on an experimental mouse model, obesity,
inflammation and visceral fat concentrations of aromatase appear to be linked [47]. The
aromatization process, leading to the conversion of testosterone into oestradiol, is mediated by
visceral fat inflammation. Obesity is associated with elevated of pro-inflammatory molecules

that are known to induce the aromatase gene transcription and the aromatase activity [48,49]

Conclusion

In conclusion, even a limited number of patients, these original findings suggest that
abdominal fat loss may improve sperm DNA integrity, blood hormonal profile and pregnancy
outcome. Oxidative stress should be involved in this phenomenon since an increase of SOD2
level and a decrease of oxidatively damaged proteins have been evidenced in seminal plasma
of these patients after the dietary program.

Further prospective controlled interventional studies are needed to observe the effect of
loosing abdominal fat on sperm quality in a larger cohort of infertile men with high sperm
fragmentation and imbalance between oxidative and anti-oxidative substances in semen. If
these results were confirmed, future prevention of subfertility should target abdominal fat and
oxidative stress mainly in men with high sperm fragmentation.

Further studies are also needed to understand mechanisms and the effect on fertility outcome.
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Figure Legend

Figure 1: Design of the study

Figure 2: Oxidized damaged proteins before (Basal Line) and after treatment (After Diet).
SDS-PAGE (4-20%) pattern of total proteins post-stained with ProteinGOLDTM (A), or
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carbonylated proteins pre-labeled with C5Hz (B). Semiquantification of carbonylated proteins
were performed by densitometric analysis, expressed as relative values and shown as

mean+S.D (n=5) and analyzed using Student's t-test; * P=0.06 (C).

Tables

Table 1: Anthropometric parameters, semen characteristics, seminal antioxidant markers,

metabolic and hormonal profiles and pregnancy outcome at baseline and after dietary advices.

Table 2: Delivery and neonatal characteristics
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 W“tceos’éon
baseline after diet | baseline  after diet | baseline after diet baseline  after diet| baseline after diet baseline after diet si(gan‘g::tsit)m
Anthropometry
age (years) 30 29 33 28 27 44
height (m) 1,86 1,82 1,89 1,73 1,88 1,89
weight (kg) 87,5 86,2 93,7 87,7 160,6 146,7 79,5 78,4 96,2 94,7 111,6 109 0,0139*
BMI (kg/m2) 25,3 24,9 28,3 26,5 44,9 41,1 26,6 26,2 27,2 26,8 31,2 30,7 0,0139*
waist circunference (cm) 103 90 90 89 142 121 83 80 96 94 125 114 0,0139*
intra-abdominal fat 6 3 4 3 26 13 6 3 7 5 13 9 0,0139*
Sperm analysis
total sperm count (M) 28,4 16,9 76,2 31,9 35,6 87 74 199,6 29 176,6 21,9 32 0,1244
progressive sperm motility (%) 40 40 30 30 8 10 40 25 25 45 8 35 0,1367
normal spermatozoa (%) 31 27 14 15 11 21 26 19 7 14 11 16 0,2068
sperm fragmentation (%) 31 9,5 66 26,3 25 1,7 43 24 47 18 35 25,4 0,0139*
Seminal plasma analysis
f:gfgﬁ‘;;‘ide dismutase protein 2 " 4393 5 2741,5 809 3621,5 1819 3311,5 | 4191,5  >4399 754 3499 2939 4484 0,0139*
Biological parameters
fasting glucose (g/l) 0,9 0,83 0,82 1,01 0,94 0,92 0,88 0,87 0,95 0,97 0,97 0,83 0,3766
triglycerides (g/l) 0,82 0,7 0,89 0,59 1,87 1,39 1,02 0,7 1,21 1,1 3,07 2,19 0,0139*
total cholesterol (g/I) 2,01 1,72 2,2 1,64 1,75 1,62 2,01 1,69 1,86 1,64 3,17 2,63 0,0139*
HDL (g/I) 0,46 0,37 0,52 0,37 0,43 0,54 0,47 0,38 0,51 0,5 0,62 0,5 0,0865
LDL (g/1) 1,4 1,21 1,51 0,95 0,96 0,97 1,35 1,17 1,11 1,52 2,11 1,52 0,1244
HDL/LDL ratio 0,33 0,31 0,34 0,39 0,45 0,56 0,35 0,32 0,46 0,33 0,29 0,33
FSH (UI/I) 4,6 3,2 4,6 4,5 3,6 3,2 2,1 2,3 4,5 4,1 2,6 2,3 0,0374*
LH (U1/1) 53 2,7 4,9 4,8 3,9 2,7 3 2,7 3,3 2,9 2,3 2,7 0,0865
oestradiol (pg/ml) 51,7 36 37,4 22 34,6 32,8 32,8 26 30,3 28 26,7 18,1
testosterone (ng/ml) 2,31 52 1,81 5,52 1,83 2,78 5,07 5,82 2,07 3,8 1,53 2,06
testo/oestra ratio 44,6 1444 48,4 250,9 52,9 87,76 154,6 223,8 68,3 135,7 57,3 113,8 0,0139*
Assisted reproductive 1 stim . 2 stim 1 stim .
treatment 11U 11Ul 1 stim 1 IUI 11U 11Ul 31U 11Ul 2 stim None 3 IUI 11Ul
Outcome No Live birth No Live birth No Live birth No Live No Live birth No Live birth
pregnancy pregnancy pregnancy pregnancy birth pregnancy pregnancy

Table 1. Anthropometric parameters, semen characteristics, seminal antioxidant markers, metabolic and hormonal profiles and pregnancy
outcome at baseline and after dietary advice
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6
amenorrhea weeks 39.5 40 40 37 38 41
baby weight (kg) 3230 3070 3580 2750 3300 3750
size (cm) 47 49 53 45 47 50
APGAR 10 10 10 10 10 10
sex girl girl boy girl girl girl

Table 2. Delivery and neonatal characteristics
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Partie 2: DOHAD

I. Poids de naissance et parametres spermatiques

Introduction

Bien que le concept de DOHAD soit maintenant largement accepté, il existe peu de données
concernant la programmation a long terme de la fertilité. Chez I’homme, il est difficile
d’évaluer rétrospectivement I’alimentation maternelle pendant la grossesse, le poids de
naissance est donc souvent utilis¢ comme un indicateur indirect du développement in utero.
L’objectif de cette étude était de mettre en rapport le poids de naissance des patients et les

paramétres spermatiques a 1’age adulte.

Matériel et méthodes

Les paramétres du spermogramme de 53 hommes recrutés pour 1’é¢tude ALIFERT
(biomedical research P071224) ont été analysés. Les hommes étaient partenaires de couples
présentant une infertilit¢ primaire idiopathique. Leurs poids de naissance ont été recueillis
dans leur carnet de naissance (tous étaient nés a terme). Les paramétres anthropométriques
ont été mesurés le jour de la visite d’inclusion (IMC, tour de taille) et ’obésité abdominale
évaluée par impédancemétrie. Un bilan métabolique a été établi (Cholestérol total, cholestérol
LDL, cholestérol HDL, triglycérides et glycémie). L’étude des paramétres spermatiques a été
réalisée en suivant les recommandations de I’OMS 2010. L’analyse de la fragmentation de
I’ADN spermatique a été faite par la méthode TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labeling)
et la lecture a été réalisée a I’aide d’un microscope a fluorescence par deux biologistes qui ont
compté au moins 200 spermatozoides. Le coefficient de corrélation de Spearman a été calculé
entre le poids de naissance et les parametres anthropométriques, ainsi qu’entre le poids de

naissance et les parametres spermatiques.

Résultats

Le poids de naissance moyen ¢tait de 3431g avec des valeurs extrémes allant de 2500 a 4900
g (médiane, (Q1-Q3): 3400, (3100-3650)). Nous avons observé une corrélation négative
significative entre le poids de naissance et la numération totale spermatique (p=0.007). Il n’y
avait pas d’association avec les autres parametres spermatiques conventionnels. Il existait

également une corrélation positive entre le poids de naissance et le taux de fragmentation de
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I’ADN spermatique (p=0,038). Nous n’avons pas retrouvé d’association entre le poids de

naissance et les paramétres anthropométriques ou le bilan métabolique.

Conclusion

D’aprés les données disponibles dans la littérature, il semblerait qu’une sous-nutrition,
comme une surnutrition maternelle puissent altérer le développement des fonctions de
reproduction masculine. Dans cette ¢tude, aucun patient ne présentait de tres petit poids de
naissance (<2500g), on ne peut donc pas exclure une diminution de la numération
spermatique chez les hommes nés avec un retard de croissance plus sévere, ce qui aboutirait a
une courbe en « U » inversée.

Pour la premicre fois, nous avons observé un impact du poids de naissance sur 1’intégrité de
I’ADN spermatique qui est un élément essentiel pour la conception.

Des études épidémiologiques de plus grande envergure, mais également des études chez
I’animal sont nécessaires pour évaluer I’impact de la nutrition maternelle sur la fertilité¢ des

descendants et comprendre les mécanismes.
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Abstract

Birth weight, commonly used for nutritional conditions during fetal life, could be a predictor of
prenatal programming of reproductive functions. We aimed to investigate the relationship

between birth weight and semen parameters in idiopathic infertile men.

Birth weight was significantly inversely associated with total sperm count (p=0.007) and also, a
significantly positive association between birth weight and sperm DNA fragmentation (p=0.038)
was found. These findings support the concept of in utero programming across the range of birth

weight.
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Introduction

Fetal programming of metabolic diseases is now a well-established concept known as DOHAD
(Developmental Origins of Health and Disease). Little is known about prenatal development and
subsequent fertility in adulthood. Some experiments in animal models suggest a link between
maternal nutrition during gestation and reproductive function in offspring '. In humans, it is
difficult to retrospectively assess in utero nutrition, so birth weight is commonly used as a proxy
for nutritional conditions during fetal life. Francois et al. previously reported that men born small
for gestational age are more likely to present infertility °. Recently, Vanbillemont et al.
demonstrated that birth weight is positively correlated with plasma testosterone concentrations 3
Olsen et al. and Ramlau-Hansen ef al. however, did not confirm an association between birth
weight and reproductive function %3,

This study aimed at investigating the relationship between birth weights and semen parameters in

idiopathic infertile men.

Method

Data from 53 men (age range 24-45 yr) recruited within the ALIFERT study (biomedical
research P071224) were recorded. They were all partners of infertile couples with primary
idiopathic infertility. Birth weights were collected from their childhood health records with all
subjects being born at term. Anthropometric parameters (body mass index, waist circumference,
abdominal obesity measured by impedencemetry) were recorded. Conventional semen
parameters were assessed, according to WHO guidelines (2010). Sperm DNA fragmentation was
measured using the TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labeling) assay with a minimum of 200
spermatozoa blind counted by two trained biologists. Blood samples were obtained for metabolic

assays (total, LDL and HDL cholesterol, triglycerides and glycaemia). Spearman’s correlation
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coefficient was used for correlation analysis.

Results

The average birth weights was 3431g, ranging from 2500g to 4900g (median, (Q1-Q3): 3400,
(3100-3650)). Birth weight was inversely correlated with total sperm count (p=0.007) but not
with other conventional semen parameters (Figure 1). There was also a significant positive
association between birth weight and sperm DNA fragmentation (p=0.038) (Figure 2). No
association between birth weight and anthropometric parameters or metabolic status could be

found.

Discussion

Maternal nutrition is known to impact fetal growth and birth weight. Few studies have
highlighted a relation between maternal nutrition and reproductive function '. In this
homogeneous population made up of male partners from infertile couples with primary
unexplained infertility, significant associations between birth weight, adult total sperm count and
sperm DNA integrity were observed. None of the patients included in this study had a small
gestational age. Hence, we could not exclude a decrease of sperm numeration in patients with low
birth weight (<2.500g) leading to an inverted U-shaped association between birth weight and
sperm numeration.

Several animal studies suggest that maternal environment may impair Sertoli cell development
contributing to a negative impact on subsequent fertility in adulthood .

Epidemiological studies and the use of animal models are necessary to assess the impact of
maternal nutrition on offspring fertility and to elucidate the underlying mechanisms.

While BW is a poor substitue for nutritional status during gestation, these results underline the
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importance of the in utero environment for male reproductive functions and birth weight should

be considered in male fertility assessment and prognosis.
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I1. Impact d’une alimentation maternelle hypercholestérolémique sur les fonctions de

reproduction masculine, étude chez le lapin

Introduction

L’¢étude des phénomeénes de DOHAD nécessite 1’utilisation de modeles animaux. Il n’existe
pas de modéele animal idéal, le choix doit dépendre de la question posée. Le modele de lapine
hypercholestérolémique développé dans le laboratoire contribue a la compréhension des
mécanismes impliqués dans la programmation feetale. Les descendants males issus de ces
expériences nous ont permis d’étudier I’impact d’une hypercholestérolémie maternelle sur les

fonctions de reproduction masculine.

Intérét du modele lapin

Métabolisme lipidique

Le lapin appartient a 1’ordre des lagomorphes et a la famille des Léporidés. Le lapin est un
modele qui a été employé pour I’étude des effets a long terme de 1’athérosclérose et des
régimes hyperlipidiques. En effet, son métabolisme lipidique est proche de celui de I’homme,
notamment par la présence de LDL circulants (Palinski et al., 2001). De plus, cet animal a
longtemps été utilisé dans I’étude de la reproduction et du développement (Fischer et al.,

2012).

DOHAD

Le placenta est un élément clé pour le transport des nutriments et échanges materno-feetaux.
Or, celui des lapins est de type hémochorial, comme celui de I’homme, ce qui en fait un
modele de choix pour I’étude de la programmation feetale. Le modele de lapins soumis a une
alimentation hyperlipidique, hypercholestérolémique (HH) avait déja été développé dans
notre laboratoire lorsque j'ai débuté ma theése (Picone et al., 2011). L hypercholestérolémie
maternelle induite par I’alimentation était associ€e a une altération de I’expression de certains
genes dans les blastocystes et a un retard de croissance intra-utérin des lapereaux, induisant

un surpoids de ces derniers, a 1’age adulte (Picone et al., 2011).
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Développement gonadique du lapin

Comme chez ’homme, le développement gonadique des lapins males débute pendant la vie
intra-utérine. Les crétes génitales indifférenciées qui vont servir de précurseurs au

développement de 1’appareil urogénital sont formées 13 a 14 jours post conception (jpc).

13-14 jpc 16 jpc 18 jpc 22-25jpc 26 jpc 31-32 jpc
I}
v
Crete génitale Différenciation Formation de Ponts A.Ilong('er.nen't fjes C. Naissance
indifférenciée testiculaire : cordons intercellulaires ala Perlph?rl?des
Formation d'agrégats (C.germinales et C.de  entre les cellules tubules primitifs :
de C. germinales et de support) germinales préspermatogonies

C. mesenchymateuses

Naissance 5 sem 6-7 sem 8 sem 16 sem 32 sem
Dvtlentdes  Dvt rapide Début de la Descente fee Maturité
testicules  des testicules spermatogéneése testiculaire ~ spermatozoides sexuelle
présents dans P° en spz
I'éjaculat n‘augmente plus

Figure 12: Développement gonadique du lapin male

(jpe : jours post conception ; C. : cellules ; dvt : développement ; P° : production)

La différenciation testiculaire débute 16 jpc avec la formation d’agrégats de cellules
germinales et de cellules mésenchymateuses. Les cordons testiculaires commencent a se
former 18 jpc et des ponts intercellulaires s’établissent entre les cellules germinales entre 22
et 25 jpc. Entre 26 jpc et la naissance (31-32 jpc), les cellules a la périphérie des tubules

primitifs s’allongent et les pré-spermatogonies se forment. Apres la naissance, les testicules se

éme

développent lentement jusqu’a la 57 semaine puis leur développement s’accélére. La

spermatogénése démarre entre la 6™ et la 7°™° semaine et les testicules descendent a la 8™

semaine. On peut trouver les premiers spermatozoides dans 1’¢jaculat des la 16°™ semaine
mais la maturité sexuelle des lapins, c’est a dire la date a laquelle la production de
spermatozoides n’augmente plus, est atteinte a la 32°™

Jost et al., 1985). (Figure 12)

semaine (Gondos et Conner, 1973;
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Matériel et méthodes

Lapins

Les animaux utilisés étaient des lapins néo-zélandais de souche INRA1077 élevés sur le site
INRA de Jouy-en-Josas dans «I’Unité Commune d’Expérimentation Animale, (UE1298)”.
L’expérience a été enticrement approuvée par le comité local d’utilisation des animaux (CSU-
UCEA) et par le comité local d’éthique (COMETHA, n°45). Le numéro de protocole est le
12/005.

L’euthanasie des lapins était réalisée par exsanguination apres électronarcose.

Protocole expérimental (Figure 13)

Des lapines agées de 10 semaines recevaient une alimentation hypercholestérolémique et
hyperlipidique. Ce régime enrichi de 0,2% de cholestérol et de 9% de lipides (soit un rapport
06/®w3 = 6,86) a pour objectif d’induire une hyperlipidémie, une hypercholestérolémie et de
I’athérosclérose. Dans le méme temps, un nombre équivalent de lapines du méme age ont
recu une alimentation témoin (Tableau 8).

A 18 semaines, ces femelles ont été accouplées avec un male témoin. Elles ont continué a
recevoir le régime auquel elles étaient affiliées jusqu’a la fin de la lactation.

Apres le sevrage (5 semaines), les descendants males ont été identifiés et dans chaque groupe,
deux sous-groupes ont été formés : une partie des lapins a recu le régime HH, I’autre partie a

recu le régime témoin.

Poids et composition corporelle

Le TOBEC (Total Body Electrical conductivity) est un outil qui permet de prédire la
composition corporelle. Le principe est bas¢ sur la création d’un champ électromagnétique et
sur I’enregistrement de la dissipation de ce champ dans la chambre de mesure. L’appareil est
compos¢ d’une chambre de détection formée d’un sélonoide parcouru par un courant
électrique, il produit un champ magnétique oscillant de 10 MHz. Les lapins, placés dans la
chambre, interagissent avec le champ magnétique. Il en résulte la dissipation d’une petite
proportion du champ électomagnétique qui est mesurée. La variation est proportionnelle a la
masse adipeuse du lapin. Les informations collectées permettent de calculer le poids des

lipides, la composition en eau et I’énergie contenue dans le lapin.
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Cette mesure a été réalisée chez les lapins males de 18 semaines, de fagon concomitante a leur

pesée. Les lapins ont ensuite été pesés a 34 semaines et au moment de I’abattage a 37

semaines.
Régime HH Témoin (T)
O - Aliment C
= - Aliment HH
Meres FO :\Q $
\%\ !
Saillies avec des & témoins
Males Fl//\\< ‘ g o g
‘A @8
Issus de méres: HH HH T T
Alimentpostsevrage : HH T HH T
Figure 13 : Schéma du protocole expérimental
C HH C HH
Ingrédients (g/1000 g) Composition chimique
Blé 140.00 131.31 |Energie digestible (MJ/kg) 11.53 9.94
Orge 160.00 150.07 |Protéines brutes (%) 18.08 16.96
Son 110.00 103.18 | Graisses (%) 2.03 8.05
Luzerne 140.00 131.31 |Fibres brutes (%) 14.20 13.32
Tournesol 165.00 154.76 | Amidon (%) 19.43 18.22
Farine de soja 96.00 89.11 | Calcium (g/kKg) 8.02 7.52
Pulpe de bettrave 124.00 116.31 |Phosphate (g/kg) 6.67 6.26
Paille 35.00 32.83 | Potassium (g/kg) 9.99 9.37
Phosphate dicalcique 10.00 9.38 Fibre détergent acide (%) 16.53 15.51
Sel 5.00 4.69 Fibre détergent neutre (%) 29.70 27.86
Concentrés mineraux
vitaminés 15.00 14.07 | Lignine (%) 3.57 3.35
Lysine 0.50 0.47 Methionine (g/kg) 3.59 3.37
Methionine 0.50 0.47 Methionine[Icystine (g/kg) 8.79 6.37
Huile de soja 60.03 Lysine (g/kg) 8.55 8.02
Cholesterol 2.01

Tableau 8 : Ingrédients et composition chimique des aliments témoins et HH
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Mesure de la pression artérielle

La pression artérielle est mesurée au niveau de I’artere centrale de 1’oreille des lapins. Elle a
été mesurée chez les males de 34 semaines. Un cathéter est placé dans I’artére de 1’oreille et
une tubulure d’acquisition connectée au capteur de pression (BP sensor, Phymep, Paris,
France) est fixée a ce cathéter. Le logiciel transforme les données captées sous forme de
courbes qui permettent de déterminer les pressions maximum, minimum et moyennes
(Powerlab system (ADInstruments, Oxfordshire, UK) couplé¢ au logiciel : Chart 5,
ADInstruments, Oxfordshire, UK).

Recueil de sperme (24 semaines)

Un recueil de sperme a été réalisé chez certains lapins de 24 semaines a 1’aide d’un vagin

artificiel.

- La concentration spermatique a été évaluée a I’aide d’un hémocytométre selon les

recommandations de I’OMS 2010.

- La composition lipidique de la membrane spermatique a ét¢ évaluée sur ces spermatozoides.
L’analyse a été réalisée dans 1’équipe INSERM, U1107, NEURO-DOL, Clermont-Ferrand.
Le cholestérol et les phospholipides membranaires ont été extraits en suivant la méthode de
Folch (Folch et al., 1957) adaptée pour les spermatozoides (Grizard et al., 2000).

L’extraction des lipides a été réalisée sur plaque de chromatographie sur couche mince haute
performance (CCMHP). Les lipides ont ensuite €été séparés selon leur polarit¢ avec un
systetme séquentiel. La quantification a été faite par densitométrie apres coloration en
comparant les échantillons avec des échantillons standard (Sigma Scan Pro, Sigma-Aldrich).

Le rapport cholestérol/phosphatidyléthanolamine (Chol/PE) a été calculé.

Autopsie (37 semaines)

Les lapins ont été euthanasiés a 1’age de 37 semaines. Un prélévement sanguin a été réalisé
pour les dosages métaboliques et hormonaux. Au moment de 1’autopsie, le foie, les reins, la
graisse péri rénale et le coeur ont été pesés.

Les testicules et épididymes les ont également été collectés et pesés (Photo 1).

- Un testicule a ét¢ fixé dans du formol 10% pendant 48 heures et conservé pour analyse

histologique.

159



- Les spermatozoides ont été prélevés par scarification de la queue de I’épididyme. Des
incisions ont ét¢ faites au niveau du tissu qui a été incubé 1 heure dans du PBS a température
ambiante pour permettre aux spermatozoides d’en sortir. La fragmentation de I’ADN

spermatique a ét¢ mesurée sur ces ¢chantillons.

Canal déférent

Testicule

Téte de I'épididyme
Corps de I'épididyme

Queue de I'épididyme

Spermatozoides
(lumiére du TS)

Spermatides allongées

Hauteur épithélium
séminifére

Tube séminifére (TS)

Tissu interstitiel
(avec 1 vaisseau
sanguin)
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Photo 2 : Histologie testiculaire d’un lapin. Coloration hématoxyline-€osine.

Histologie

Les testicules fixés dans le formol ont été déshydratés par passage dans des bains successifs
d’alcool de degré croissant, puis inclus en paraffine (Citadel1000®). Des sections de 6um

réalisées a I’aide d’un microtome (LEICA® RM2245) ont été déposées sur des lames et
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colorées par hématoxyline-¢osine. Les lames ont été scannée et convertie en diapositives
numériques haute résolution a 1’aide du Nanozoomer (NanoZoomer Digital Pathology®,
Hamamatsu, Japan).

La hauteur des tubes séminiféres a été mesurée de la membrane basale jusqu’a la lumiére en
utilisant le programme IMAGEJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Les tubes
séminiféres bien sectionnés dans ’axe transversal était sélectionnés pour 1’analyse. Dix

mesures sur 3 coupes différentes étaient réalisées (Photo 2).

Etude de la fragmentation de I’ADN spermatique

A. Témoin négatif : Taux de fragmentation : 0,5%

11 juillet 12-Meg 1 11 juillet 12-Meg 1 [
- % = Tube: Megi
{QEE | Population #Events %Parent %Total
g 3 R pa M ) Events 10,000 #1000
o 3
w e oF P 493 49 49
k| g P2 9,658 966 966
o ~[P3 49 05 05
3 IHIV| TT fl[l\l' TT IIIHI‘I TT HIIFI[ T | ‘
10 10 10t 10 - LLALLI PR N R DR R ELL)
B. Témoin positif, taux de fragmentation : 96,3%
11 Juillet 1 2-pos a 11 juillet 12-pos —
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(‘_.:._ﬁ §§ Population #Events %Parent %Total
& == W 21l Events 10000 #1000
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C. Lapin testé, Taux de fragmentation : 12,1%
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Figure 14 : Exemples de graphes obtenus en cytométrie en flux aprés marquage des
spermatozoides de lapins par la technique TUNEL. A : témoin négatif, B : Témoin positif, C :
lapin testé.
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Une analyse de la fragmentation de ’ADN spermatique a été réalisée par la technique
TUNEL en utilisant le méme protocole que celui décrit précédemment (Dupont ef al., 2013).
La lecture a été réalisée en cytométrie en flux (FACScan flow cytometer (BD Bioscience)

(Figure 14).

Bilan métabolique

La glycémie a été mesurée a I’aide d’un lecteur portable (Optium Xceed Medisesne, Abbott).

Bilan hormonal

La testostérone libre a été dosée selon la technique de radioimmunoassay (DIAsource
ImmunoAssays). Tous les échantillons ont été dosés simultanément pour éviter la variabilité
inter essais.

Analyses statistiques

L’analyse des données a été réalisée en 2 temps :

- Dans un premier temps, I’effet de 1’alimentation maternelle sur les fonctions de reproduction
n’a été étudi¢ que chez les males ayant regu ’alimentation controle aprés le sevrage (Analyse
1). Ces résultats font 1’objet d’un article soumis (article 6).

- Dans un deuxieme temps nous avons analysé I’impact d’une alimentation HH post sevrage
sur les fonctions de reproduction de lapins exposés in utero et au moment de I’allaitement a
ce régime (Analyse 2). L’effectif des lapins ayant regu ’alimentation HH étant faible et des

données étant manquantes, nous ne présentons ici que des résultats préliminaires.

Des tests non paramétriques ont €té utilisés.

Dans I’analyse 1, le test de Mann-Withney a été utilis€é pour comparer les deux groupes.

Dans I’analyse 2, le test de Kruskal-Wallis a été utilisé pour tester les différences entre les
groupes. Le logiciel R a été utilisé. Une valeur de p<0,05 était considérée comme

statistiquement significative.
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Résultats

a. Analyse 1 : Comparaison des groupes T/T et HH/T

Sept lapins issus de 4 meéres témoins (T/T) et 8 lapins issus de 4 meéres HH (HH/T) ont pu étre

inclus dans cette analyse.

Poids, composition corporelle, bilan métabolique et cardiovasculaire

Le poids a 18 et 37 semaines, la composition lipidique (évaluée par TOBEC) et la masse de
graisse péri rénale n’étaient significativement pas différents entre les 2 groupes. Les
glycémies étaient identiques dans les deux groupes. La pression artérielle systolique et
diastolique tendait a étre augmenté (p=0,067) et la pression artérielle moyenne était
significativement augmentée (p=0.03) chez les lapins nés de mére HH. La fréquence

cardiaque n’était pas altérée par 1’alimentation maternelle.

Poids des organes

Les lapins issus de meres HH présentaient des reins plus lourds que les lapins nés de meéres
témoins (p=0,02). La différence restait significative lorsque le poids des reins étaient rapporté
au poids total du lapin (p=0,037). Concernant le poids du foie ou du cceur, aucune différence

significative n’a été retrouvée entre les 2 groupes.

Fonctions de reproduction

Les lapins nés de mere soumises a 1’alimentation HH présentaient des testicules de poids
significativement inférieur a celui des lapins nés de mere soumise a 1’alimentation contrdle
(p=0,03). Une diminution significative du poids des épididymes a également été observée
chez ces lapins (p=0,015). Lorsque les poids des testicules et des épididymes étaient rapportés
au poids total du lapin, les différences restaient significatives (p=0,05 et p=0,009
respectivement).

Les concentrations sériques de testostérone, des lapins exposés in utero et pendant
I’allaitement a I’hypercholestérolémie maternelle, étaient significativement inférieures a

celles des lapins non exposés (p=0,05).
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Concernant la hauteur des tubes séminiféres, la concentration spermatique, la fragmentation
de I’ADN spermatique et la composition lipidique membranaire des spermatozoides
(Chol/PE) aucune différence significative n’a été retrouvée entre les deux groupes. Le détail

des résultats est présenté dans 1’article 6.

b. Analyse 2 : Impact de 1’alimentation post sevrage, comparaison de 4 groupes

L’¢étude de I’impact d’une alimentation HH chez des lapins males issus de meéres soumises a
cette alimentation n’a été faite que pour un faible nombre d’animaux (T/HH : n=5 ; HH/HH :
n=3).

A I’age de 34 semaines, le poids des lapins ne différait pas entre les 4 groupes. Néanmoins,
les lapins HH/HH présentaient une glycémie significativement augmentée par rapport aux
lapins T/T (p=0,05) et HH/T (p=0,002).

Chez ces lapins, la mesure du poids des testicules et des épididymes n’a pas été réalisée.
Aucune différence significative concernant la hauteur des tubes séminiferes, la concentration
spermatique et la composition lipidique membranaire des spermatozoides (Chol/PE) n’a été

retrouvée entre les quatre groupes (Tableau 9).

Conclusion

Le lapin est un mode¢le pertinent pour 1’étude de la programmation feetale. Les lapins males,
issus de meres présentant une hypercholestérolémie induite par I’alimentation, ont des
testicules et de épididymes plus légers que les males issues de mere témoins. Les cellules de
Sertoli jouent un rdle important dans le développement testiculaire, leur développement
pourrait étre altéré in utero par I’alimentation HH, qui a été montré comme induisant, en plus
de I’hypercholestérolemie, une hyperinsulinémie et une diminution des concentrations
sériques de LH (Cordier et al., 2013). La période de la lactation peut également avoir un
impact sur le développement testiculaire qui se poursuit encore apres la naissance. En effet,
les méres continent de recevoir le méme régime ce qui peut entrainer une modification de la
composition du lait comme cela a été observée chez les lapines obéses (Hue-Beauvais et al.,
2011). Les concentrations sériques de testostérone étaient diminuées chez les lapins exposés a
I’alimentation HH maternelle. Ces résultats sont possiblement le signe d’une modification du

développement de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique et/ou une augmentation de
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Iactivit¢ aromatase dans le tissu adipeux associée a une diminution de la synthese

d’androgeéne, comme observé chez I’homme obe¢se.

Nous n’avons pas observé de retentissement sur la production spermatique ou la qualité
spermatique, mais les recueils de sperme n’ont été réalisés qu’une seule fois a 1’age de 24
semaines. Il pourrait étre intéressant répéter ces analyses chez des lapins de plus de 32

semaines (maturité sexuelle).

Nous avons aussi observé une augmentation du poids des reins chez les lapins nés de méres
soumises au régime HH. Cette altération du développement rénal pourrait étre lié¢ a

I’augmentation de la pression artérielle moyenne observée chez ces lapins.

Nous avons regardé si I’administration d’une alimentation hyperlipidique aprés le sevrage,
chez des lapins exposés in utero et pendant I’allaitement & une hypercholestérolémie,
aggravait le phénotype. En effet, 5 semaines apres la naissance, la croissance testiculaire des
lapins s’accélére et pourrait étre perturbée par 1’environnement nutritionnel. Les effectifs étant
relativement faibles, il est cependant difficile de conclure. Nous avons cependant observé que
ces lapins présentaient une glycémie augmentée par rapport aux lapins témoins. Ces résultats
signent peut étre le début d’une insulino-résistance, connue comme source d’altérations des

fonctions de reproduction. D’autres études sont nécessaires pour répondre clairement a cette

question.
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Alimentation maternelle/ T/T HH/T T/HH HH/HH p
Alimentation post sevrage
Poids (35 semaines) (g) 3812 (3555-4108) 3710 (3468-3963) 3626 (3500-3770) 3678 (3596-3823) NS

Parametres spermatiques

Concentration spermatique (10%/ml) 474 (379-726) 573 (548-878) 375 (295-668) 386 (288,5-638.,5) NS
Composition membranaire (Chol/PE) 1,91 (1,69-2,08) 2,31 (1,80-2,40) 2,19 (2,02-2,34) 2,51 (2,23-3,64) NS
Analyse histologique

Hauteur des tubes séminiféres (um) 54,7 (49,4-57,8) 56,1 (51,2-57,1) 55,4 (50,7-59,4) 53,2 (53,1-53,3) NS

Dosage sérique
Glycémie (g/1) 1,13 (1,07-1,14)* 1,06 (0,97-1,15)° 1,26 (1,13-1,30) 1,35 (1,34-1,40)™ p<0,05*

Tableau 9. Phénotype des descendants males en fonction de I’alimentation maternelle et de I’alimentation post sevrage. Les résultats sont
présentés sous forme de médiane (25¢me—75¢éme percentile). P<0.05 est considéré comme statistiquement significatif.
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Abstract

The concept of Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD) initially stemmed
from the developmental programming of metabolic diseases. Reproductive functions and
fertility in adulthood may also be programmed during fetal development.

We studied the impact of dietary induced maternal hyperlipidemia and hypercholesterolemia
(HH), administered at 10 weeks of age and throughout the gestation and lactation, on male
reproductive functions of rabbit offspring.

Male rabbits born to HH dams and fed a control diet had significantly lighter testes and
epididymes compared to rabbits born to control dams at adulthood. No significant changes in
sperm concentration, sperm DNA integrity and sperm membrane composition were observed.
This study confirms the importance of maternal metabolic status for male reproductive organs

development.

Key words DOHAD, fetal programming, male reproductive function, rabbit, maternal

hyperlipidemia and hypercholesterolemia, maternal diet
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Introduction

The concept of Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD) has expanded for
two decades'. Many epidemiological studies and experiments in animal models have
highlighted an increased risk of long-term metabolic and cardiovascular diseases in case of
nutritional imbalance during pregnancy or gestation'. Reproductive functions and fertility in
adulthood may also be programmed during fetal development2.

In humans, birth weight is commonly used as a proxy indicator for infant health depending
upon the maternal nutritional environment during pregnancy. A few studies have highlighted
a relationship between male birth weight and infertility® or hormonal status®. In sheep,
maternal undernutrition during gestation has been linked to altered gonadal development’
leading to a decrease in Sertoli cell number and a reduction of the diameter of the
seminiferous tubules® in adulthood, but effects vary according to the timing of the nutritional
stress’. Maternal overnutrition in sheep has also been associated with alterations in
reproductive functions of male offspring such as a delay in the onset of puberty associated
with lower plasma testosterone concentrations and reduced testicular volume®.

The rabbit is a relevant model to assess effect of developmental programming on reproductive
functions’. In our laboratory, a model of rabbits with dietary-induced hyperlipidemia,
hypercholesterolemia and atherosclerosis has been developed'® ''. It has been observed that
feeding mothers with a hypercholesterolemic hyperlipidic (HH) diet leads to intrauterine
growth retardation (IUGR)''. As in humans, the rabbit male gonadal development begins in
utero. In rabbits, the gonads begin to differentiate on the 16th day after fertilization (term =
31 days). Primitive seminiferous tubules are formed and contain Sertoli cells and germline

before birth'> '*. The objective of the present study was to assess the impact of maternal
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hyperlipidemia and hypercholesterolemia on male offspring reproductive functions at

adulthood.

Material and methods

Ethical statement

The experiment was performed in accordance with the International Guiding Principles for
Biomedical Research involving Animals as promulgated by the Society for the Study of
Reproduction and in accordance with the European Convention on Animal experimentation.
The whole experiment was approved by the local scientific committee for animal use (CSU
UCEA) and received ethical approval from the local ethics committee (COMETHA, N°45 in

the National Registry), under protocol number 12/005.

Animals
New Zealand rabbits (strain INRA 1077) were used. Females (N=8) were fed at libitum with
either a control or an experimental hypercholesterolemic (0.2%) hyperlipidic (7.7%) (HH)

10, 11

diet from 10 weeks of age, throughout pregnancy and until offspring’s weaning, as

described previouslym‘ !

. Briefly, females were mated with control males at 18 weeks of age.
Pups were weaned at 5 weeks of age and were fed a control diet thereafter. Eight male pups

born from 4 different does fed the HH diet and 7 male pups born from 4 control does were

used. Pups were not identified at birth so birthweight was not recorded.

Weight and body composition
Body composition was assessed at 18 weeks of age using a total body electrical conductivity

technique (TOBEC). This method is valuable to predict energy and lipid body content'* and
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provides information about total body lipid reserves. All rabbits were weighed before

euthanasia at 37 weeks of age.

Arterial blood pressure and heart rate

Systolic, diastolic and mean blood pressures were measured from the ear artery at 37 weeks of
age, a few days before euthanasia as described previously ''. An ear artery catheter connected
to a pressure transducer (BP sensor, Phymep, Paris, France) was inserted. Data were
monitored using a Powerlab system (ADInstruments, Oxfordshire, UK) coupled to computer

software (Chart 5, ADInstruments, Oxfordshire, UK).

Sperm and tissue collection

At 24 weeks of age, semen samples were collected using an artificial vagina. Sperm
concentration and sperm membrane composition were assessed.

At 37 weeks of age, all rabbits were fasted overnight and euthanized. Immediately after
euthanasia, kidneys, liver, heart and perirenal adipose tissues were weighted. Testes and
epididymes were collected and weighed. Testes were fixed in 10% buffered formalin for 48
hours and stored in PBS until analysis. The caudal part of the epididymes was removed with
sharp scissors and placed in 1ml of PBS to recover spermatozoa in the solution as described

previously”. Collected spermatozoa were used for sperm DNA fragmentation analysis.

Sperm analysis

Sperm concentration in ejaculates was determined with a haemocytometer counting chamber.
Sperm membrane composition was evaluated. Sperm cholesterol and phospholipids were
extracted by the method of Folch er al. adapted for spermatozoa as previously

described'®.[1Lipid extracts were applied on the HPTLC plate and separated by using
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sequential development system: development to half final distance to resolve polar lipids
followed by full development to resolve the non polar lipids. The quantification was
performed after staining. Lipids were quantified against standards by densitometry (Sigma
Scan Pro, Sigma-Aldrich).

Sperm DNA fragmentation was assessed in spermatozoa collected from the epididymes with
the TUNEL (Terminal Uridine Nick End Labeling) technique using an /n Situ Cell Death
Detection Kit (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche Applied Science)'’.
Labelled spermatozoa were measured on a FACScan flow cytometer (BD Biosciences;

Becton-Dickinson). Each analysis included 10,000 spermatozoa.

Blood analysis

At euthanasia, a drop of blood was used to measure glycaemia using a glucose strip test
(Optium Xceed Medisense, Abbott). Free testosterone concentrations were assayed in one
single assay, to avoid inter-assay variability, using radioimmunoassay (DIAsource

ImmunoAssays).

Histological analysis

Testis histological analysis was performed for in 4 HH males and 5 control males (one testis
per animal).

Testes fixed in formalin were dehydrated and embedded in paraffin. Six micrometers sections
were stained with haematoxylin and eosin and morphological observations were carried out
using Nanozoomer Digital Pathology software (Hamamatsu, Japan).

The seminiferous epithelium height was measured from the basal membrane to the luminal
edge. Thirty measures in 3 different cross sections were carried for each testis using the public

domain image-processing program IMAGEJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD).
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Statistical analyses

Non parametric statistical analyses were used. The Mann and Whitney test was performed
using R software (The R Foundation for Statistical Computing, (http://www.R-project.org).
Data are expressed as the median, the first quartile and third quartile (Table 1). P<0.05 was

considered statistically significant.

Results (Table 1).

Weight, body composition, metabolic status and cardiovascular evaluation

Weight and body lipid composition (measured by TOBEC) were not significantly different
between the 2 groups at 18 weeks of age (p=1 and p=0.35 respectively) (Table 1).

At 37 weeks, body weight and perirenal adipose tissue weight were not significantly different
between the two groups (Table 1). Glycaemia was similar in both groups. Systolic and
diastolic blood pressure tended to be increased in rabbits born to HH dams (p = 0.067) and
mean arterial pressure was significantly increased (p = 0.03). The heart rate was not affected

by the maternal diet (Table 1).

Organ weights
Kidney weight was significantly heavier in HH compared to control males (p = 0.02) (Table
1). Considering the relative weight, the difference remained significant, (p = 0.037). Absolute

and relative weights of liver and heart did not differ statistically between the 2 groups.

Reproductive functions
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Rabbits born from HH dams had significantly lighter testes (6,78 (6,51-7,41) g vs 5,78 (5,54-
6,35)g , p = 0,03) (Figure 1) and epididymes (1,84 (1,76-2,04) g vs 1,30 (1,24-1,68) g, p =
0,015) compared to rabbits born from C dams. Considering the relative weight, the difference
remained significant (p = 0,05 et p = 0,009 respectively). The seminiferous epithelium height
was comparable between the 2 groups (Table 1). No significant differences in sperm
concentration, sperm DNA integrity and sperm membrane composition were observed (Table

1). Interestingly, plasma free testosterone concentrations were decreased in males born from

HH dams (42,2 (30,9-42.9) g vs 4,10 (2,55-9,25) g, p=0.05) (Table 1) at 37 weeks of age.

Discussion

The present study indicates that maternal HH diet is associated with reduced testicular and
epididymal weight in male offspring. Serum free testosterone concentrations were decreased
in HH males, possibly as a sign of modifications of the hypothalamo-pituitary gonadal axis.

No alteration of the seminiferous epithelium structure was observed.

Male gonadal development starts in wutero, so nutritional stress during this period may
challenge testicular and epididymal development. Since testes develop slowly from birth to 5
weeks of age, the maternal diet before weaning (weaning at 5 weeks) i.e lactation period may
also have impacted the pups' gonadal development, maybe through a change in the milk
contents, as it was previously shown that obese rabbits had a disturbed mammary gland
development during pregnancym.

Sertoli cells play a central role in testis development and their number is correlated to
testicular volume and sperm production. Sertoli cell proliferation requires testosterone'’ that

may be challenged by maternal hyperlipidemia. The alteration of the maternal reproductive
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hormonal status previously observed may affect the fetal testis development through
alterations of the hypothalamic-pituitary axis. Indeed, a decrease in LH levels and
hyperinsulinemia are observed in 18 week old does fed with the HH diet since puberty'™ ',
but no observations are available on their offspring. Moreover, increased aromatase activity in
the adipose tissue and reduced production of testosterone by the Leydig cells may contribute
to the decrease in plasma testosterone, as described in obese men 20

Besides endocrine disruption, other mechanisms such as oxidative stress and epigenetic
changes may be involved in fetal programming and also impair reproductive functions in
offspring. Nutritional changes are known to affect oxidative balance'. ROS (reactive oxygen
species) control many metabolic pathways by adapting intracellular signalling and ROS
excess leads to DNA damages that can be transmitted to offspring. It was observed that
obesity or high fat diet lead to sperm DNA damages in human'” and in rodents™. However,
no effect was observed on sperm quality or on sperm DNA fragmentation; this maybe due to
the continuous process of spermatogenesis in the male and to the fact that offspring were not
submitted themselves to the HH diet. Indeed, sperm DNA fragmentation occurs during
spermatogenesis or during the transport of spermatozoa through the reproductive tract’® This
does not preclude, however, the possibility of epigenetic effects that may affect fertility.
Finally, consequences of maternal nutrition may not to be limited to offspring phenotypes but
may also impact subsequent generations’ health. A sex-specific paternal transmission of
metabolic disorders and impaired reproductive functions has recently been demonstrated in
obese mice over several generations #_ Alteration of epigenetic marks in the sperm may

contribute to the future embryo development and therefore play a critical role in the long-term

health »°.

Conclusion
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222 Environmental exposures during fetal and neonatal development are known to affect long-
223 term health. In this study, we confirm the importance of maternal nutrition for reproductive
224  organs development and the possible impact on fertility in adulthood. Although gonadal
225  weight was affected, in the present study of a limited number of animals, no effects were
226  observed on sperm quality parameters. Further studies are needed to explore effects on
227  fertility, the potential apposition of epigenetic marks and any transgenerational effect.

228

229  Table 1. Physiological and morphological observations in male offspring according maternal
230  nutrition (C: offspring from control dams and HH: offspring from dams fed the HH diet).
231  Median (25th—75th percentile). P<0.05 is considered statistically significant.

232

233  Figure 1. Effect of maternal HH diet on offspring testicular weight (g) at 37 weeks of age
234
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Maternal diet

C

HH

Body composition

Body weight 37W (g)

Body weight 18 W (g)
Total body lipid reserves (%)

Perirenal adipose tissue weight (g)
Perirenal adipose tissue/body

weight (%)

Arterial blood pressure and

heart rate

Systolic blood pressure (mmHg)
Mean blood pressure (mmHg)
Diastolic blood pressure

(mmHg)

Heart rate (beats per minute)

Organ weights

Sum of testes weight (g)
Testes/body weight (%)

Sum of epididymes weight (g)
Epididymes/body weight (%)
Sum of kidneys weight (g)
Kidneys/body weight (%)

Liver weight (g)

Liver /body weight (%)

Heart weight (g)

Heart/body weight (%)

Semen parameters

Sperm concentration (10%ml)
Sperm DNA fragmentation (%)
Sperm membrane composition

(Chol/PE)

Histological analysis
Seminiferous epithelium height

(um)

Serum assays
Glycaemia (g/I)

Free testosterone (pmol/L)

4080 (3939-4144)

3288 (3163-3400)
5.19 (5.14-5.47)

141.7 (130.1-162.5)
3.37 (3.20-3.90)

70.7 (67.6-75.5)
59.3 (56.4-62.7)
53.5 (50.8-56.3)

191 (182-201)

6.78 (6.51-7.41)
0.170 (0.163-0.188)
1.84 (1.76-2.04)
0.046 (0.043-0.050)
14.2 (13.8-15.1)
0.36 (0.34-0.37)
77.6 (71.1-81.9)
1.95 (1.78-2.00)
7.80 (7.54-8.30)
0.20 (0.18-0.20)

474 (379-726)
4.45 (3.65-4.88)
1.91 (1.69-2.08)

54.7 (49.4-57.8)

1.13 (1.07-1.14)
42.2 (30.9-42.9)

4175 (3747-4468)

3272 (2917-3537)
5.48 (5.20-6.00)

133.3 (86.61-77.4)
3.19(2.30-3.83)

85.6 (77.4-87.7)
69.8 (63.3-73.5)
61.9 (57.0-66.4)

194 (176-200)

5.78 (5.54-6.35)
0.163 (0.122-0.171)
1.30 (1.24-1.68)
0.034 (0.029-0.040)
16.8 (15.6-17.9)
0.41 (0.39-0.43)
108.7 (68.6-118.3)
2.36 (1.95-2.60)
8.25 (8.09-9.69)
0.21 (0.20-0.22)

573 (548-878)
2.50 (2.20-3.95)
2.31 (1.80-2.40)

56.1 (51.2-57.1)

1.06 (0.97-1.15)
4.10 (2.55-9.25)

0.9

0.35

0.87
0.46

0.067
0.038
0.067

0.76

0.035
0.05
0.015
0.009
0.02
0.004
0.28
0.09
0.14
0.07

0.56
0.50
0.52

0.37
0.05
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Discussion et perspectives

I. Synthése générale

A) Paramétres anthropométriques et fonctions de reproduction masculine

Les deux récentes méta-analyses ont permis de conclure que les hommes en surpoids ou
obe¢ses avaient un risque plus important de présenter une oligozoospermie ou une
azoospermie (Sermondade et al., 2012a; Sermondade et al., 2013b). Concernant les autres
parametres spermatiques tels que la mobilit¢ ou la morphologie, aucun consensus n’a été
établi. Dans les deux études que nous avons réalisées (Dupont et al., 2013) et (Article 2) nous
avons retrouvé une corrélation négative entre I’'IMC et la mobilité spermatique. Concernant
I’intégrité de I’ADN spermatique, les études précédemment publiées n’avaient pas permis de
conclure de fagon certaine a I’'impact du surpoids ou de I’obésité sur I’augmentation de la
fragmentation de I’ADN spermatique (Tableau 5). Dans notre étude qui incluait 300 hommes
infertiles, nous avons observé un impact de I’obésité sur D’intégrit¢ de I’ADN des
spermatozoides, avec une tendance du surpoids (Dupont et al., 2013). Ces résultats ameénent a
penser, que lorsque les hommes sont en surpoids, sans étre obeses, il pourrait y avoir une
atteinte modérée de l’intégrit¢ de I’ADN spermatique. Cette hypothese est d’ailleurs en
concordance avec les résultats observés dans la deuxiéme étude qui montraient qu’une
augmentation de I'IMC masculin était associée a une augmentation de la fragmentation
partielle de ’ADN spermatique (spermatozoides présentant un marquage de la téte compris
entre 20 et 50% avec la méthode TUNEL) (Article 2). Nous avons fait I’hypothése que cette
fragmentation partielle pourrait étre un signe précoce d’apoptose et qu’elle précéderait la
fragmentation totale de ’ADN spermatique. Des études complémentaires sont nécessaires
pour confirmer ces hypothéses.

Nous avons également regardé si la répartition de la masse grasse avait un impact sur les
parametres spermatiques. En effet, 1’obésité abdominale est un indicateur fiable du risque de
développer des comorbidités liées au surpoids et a 1’obésité. Nous avons retrouvé que la
mesure du tour de taille et 1’évaluation de la graisse viscérale par impédancemétrie sont
corrélées a certains parametres spermatiques telle que la mobilité et la fragmentation partielle
de I’ADN spermatique. L’obésité abdominale tendait également a étre corrélée au nombre

total de spermatozoides (Article 2). Néanmoins, nous n’avons pas montré que 1’évaluation de
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I’obésité abdominale est un meilleur indicateur que I’'IMC pour appréhender le risque
d’infertilité. Cependant, la mesure de la graisse viscérale pourrait étre plus intéressante pour
identifier les hommes qui ne sont pas obeses, selon les critéres définis par I’IMC, mais qui

présentent une obésité abdominale et pourraient donc étre a risque d’infertilité.

Certains de nos patients recrutés dans 1’é¢tude ALIFERT ont bénéficié¢ d’une prise en charge
hygiéno-diététique personnalisée. Les hommes partenaires de couple infertile consultant pour
une infertilité¢ primaire idiopathique présentaient une obésité abdominale et une augmentation
de la fragmentation de I’ADN spermatique. En suivant les conseils hygiéno-diététiques
proposés par une nutritionniste, tous les patients ont perdu un peu de poids, mais il a surtout
été observé une diminution significative de I’obésité abdominale. Une amélioration du bilan
hormonal avec une diminution du rapport cestradiol/testostérone accompagnée d'une
diminution de la fragmentation de I’ADN spermatique ont été rapportées. Tous les couples
ont obtenu une grossesse et la naissance d’un enfant en bonne santé a la suite de cette prise en
charge (Article 4). Pour s’assurer d’un réel lien de cause a effet, il faudrait confirmer ces
résultats avec des effectifs plus grands. Néanmoins, ces premiers résultats nous montrent
qu’une prise en charge adaptée permet d’améliorer le pronostic des patients en surpoids et

nous encouragent a développer des structures pour les accueillir.

L’impact de 'IMC masculin sur I’aspect quantitatif et certains parametres qualitatifs des
spermatozoides est bien ¢tabli; Datteinte de leur capacité fécondante reste encore a
démontrer. Dans une population ciblée de couples présentant une infertilit€ primaire
idiopathique, nous n’avons pas retrouvé d’impact du surpoids ou de I’obésité sur la capacité
des spermatozoides a se fixer a la zone pellucide (Sermondade et al., 2013a). La fixation des
spermatozoides a la zobe pellucide est I’une des premieres étapes de I’interaction gamétique
qui s’acheve par la pénétration du spermatozoide dans I’ovocyte et la fécondation. D’autres
¢tudes évaluant les différentes étapes de D’interaction gamétique sont nécessaires pour

rechercher si le surpoids ou I’obésité masculine peuvent négativement affecter ce processus.

B) DOHAD

Il semble indispensable d’intervenir lorsque des facteurs de risque sont identifiés a 1’age

adulte, mais la prévention pourrait se faire plus précocement, comme cela est suggéré par le
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concept de DOHAD qui admet une programmation trés précoce de la santé d’un individu a

long terme mais également une programmation des fonctions de reproduction et de la fertilité.

Si la littérature concernant la programmation feetale de maladies métaboliques a 1’age adulte
est abondante, le théme de la programmation a long terme des fonctions de reproduction est
plus confidentiel. Nous avons réalisé une revue de la littérature afin d’avoir une vue plus

générale de ce qui a été publié (Dupont et al., 2012).

Les ¢études épidémiologiques sont peu nombreuses et sont essentiellement basées sur les
conséquences a long terme d’un retard de croissance intra utérin. Une altération des gonades a
été observée dés le stade foetal ou au moment de la naissance, aussi bien chez les garcons que
chez les filles. Au moment de la puberté, le bilan hormonal pourrait étre altéré et étre
responsable d’hypofertilité¢ a 1’age adulte. D’autres études s’intéressant au poids de la mére
avant la conception ou au gain de poids pendant la grossesse ont aussi montré un impact de
I’environnement nutritionnel maternel sur la programmation des fonctions de reproduction
des descendants (Dupont et al., 2012).

Le poids de naissance est souvent utilis¢é comme un indicateur indirect du développement in
utero. Nous avons évalué la relation entre le poids de naissance et les parameétres
spermatiques dans une population d’hommes partenaires de couples présentant une infertilité
primaire idiopathique. Le poids de naissance était inversement corrélé au nombre total de
spermatozoides dans 1'é¢jaculat. Nous avons également retrouvé une association positive entre
le poids de naissance et la fragmentation de I’ADN spermatique (Article 5). Méme si le poids
de naissance n’est pas le meilleur reflet du développement embryonnaire et feetal, ces données
montrent bien que les événements qui ont lieu pendant la vie intra-utérine, quelle que soit leur
origine, peuvent influencer les fonctions de reproduction a 1’dge adulte. Pour mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans ces phénomenes, ['utilisation de modeles

animaux est nécessaire.

Quelques études chez I’animal ont été publiées. Malgré les biais liés aux différences
caractérisant les animaux (placentation et chronologie de la mise en place de la gamétogénese
différentes) et a la diversité des protocoles expérimentaux (moment de 1’exposition, stress
alimentaire), il semble exister un réel impact de 1’alimentation maternelle (sous nutrition,
surnutrition, défaut ou exces de micronutriments) pendant la gestation sur le développement

des gonades masculine et féminine pouvant avoir un retentissement a long terme sur les
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fonctions de reproduction (Dupont et al., 2012).

Dans 1’étude que nous avons réalisée chez les lapins males issus de méres présentant une
hypercholestérolémie induite par I’alimentation, nous avons observé un retentissement sur le
poids des testicules et des épididymes. Les lapins présentaient de plus des concentrations
sériques en testostérone libre plus basses (Article 6). Il pourrait étre intéressant d’aller plus
loin dans I’exploration des fonctions de reproduction en étudiant les hormones hypophysaires
(LH et FSH) et en répétant les analyses de sperme chez des lapins plus agés.

Chez le lapin, la période post sevrage étant une période importante pour le développement
testiculaire, I’alimentation & ce moment la pourrait altérer la croissance et la structure des
gonades. Nous avons de plus observé que les lapins exposés a I’hypercholestérolémie
maternelle et soumis au régime HH présentaient une glycémie augmentée par rapport aux
autres lapins. Ces résultats signent peut étre le début d’une insulino-résistance, connue

comme source d’altération des fonctions de reproduction.

C) Conclusion
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Figure 15 : Périodes au cours desquelles I’environnement nutritionnel est critique.

Au total, I’environnement nutritionnel peut avoir un impact sur les fonctions de reproduction
masculine des la période embryonnaire et tout au long de la vie.
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Chez I’homme, on recense trois fenétres critiques principales au cours desquelles les
testicules subissent une croissance et une maturation importante : la période feetale et la
période néonatale (0 a 6 mois) au cours desquelles les cellules de Sertoli proliférent et la
période prépubertaire et pubertaire au cours de laquelle les cellules de Sertoli finissent de
proliférer et maturent. Les événements survenant au cours de ces périodes ont plus de risque
d’étre irréversibles car ils surviennent au moment du développement et de la maturation du
systeme reproductif. Tant que le pool de spermatogonies reste intact, les éveénements
environnementaux survenant apres la puberté ont plus de chances d’étre réversibles apres
correction des facteurs de risque.

La prévention doit donc passer par I’information et I’éducation des jeunes hommes, mais
¢galement des futures meres des la période préconceptionnelle, avec un suivi jusqu’a

I’allaitement et le début de I’alimentation de I’enfant (Figure 15).

I1. Au dela de la programmation maternelle

A) Empreinte nutritionnelle paternelle

Un certain nombre de perturbations environnementales de la conception jusqu’a 1’dge adulte
peuvent donc modifier les fonctions de reproduction masculine. Nous avons vu que les
gametes peuvent étre directement altérés par 1’environnement nutritionnel et notamment

I’intégrité du noyau. Ces anomalies sont donc susceptibles d’étre transmises a la descendance.

1- Données chez I’animal

La notion de transmission paternelle non génétique de pathologies a long terme a émergé trés

récemment. Les premicres observations ont été faites a 1’aide de modeles animaux.

Dans une premicre étude mettant en évidence une transmission paternelle, non génétique, de
pathologies en lien avec le régime hyperlipidique, Ng et son équipe ont montré qu’une obésité
paternelle acquise chez le rat entrainait une dysfonction des cellules B des ilots de Langerhans
chez les descendantes femelles adultes. Ces femelles présentaient également une
augmentation du poids corporel et de ’adiposité, une intolérance au glucose et une résistance

a I’insuline. L’épigénétique est un mécanisme pouvant expliquer les effets observés puisque
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le géne dont I’expression était la plus modifiée était le géne //13ra2, avec une diminution de
méthylation de ce géne (Ng ef al., 2010).

Les descendants de souris males soumis a un régime pauvre en protéines présentaient un
profil d’expression altéré de nombreux génes hépatiques impliqués dans le métabolisme
lipidique et du cholestérol. Des changements de méthylation des cytosines ont notamment
entrainé un changement d’expression d’un régulateur clé¢ du métabolisme lipidique : PPARy
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Carone et al., 2010).

Toujours dans un modele murin, Fullston et al. ont montré récemment que 1’obésité paternelle
induite par un régime hyperlipidique entrainait chez les descendants male et femelle une
intolérance au glucose, une résistance a I’insuline et obésité a plus long terme (Fullston et al.,

2013) (Tableau 10).

Comme cela avait été observé avec 1’étude de la programmation maternelle, c’est d’abord une
altération du profil métabolique qui a été observée chez les descendants d’animaux males
soumis a un stress alimentaire. La programmation paternelle peut cependant concerner
d’autres systémes et organes.

Ainsi, Fullston et son équipe ont démontré qu’une alimentation paternelle hyperlipidique
entrainait une altération des fonctions de reproduction des descendants males et femelles
(Fullston et al., 2012). Chez les males F1, une diminution de la mobilité spermatique associée
a une augmentation des EOR et de la fragmentation de ’ADN spermatique a été observée.
Cette génération présentait donc un phénotype proche de la génération FO soumise a
I’alimentation hyperlipidique. Aucune modification du poids des testicules et des épididymes
n’a été observée. Les femelles F1 présentaient quant a elle une diminution des compétences
méiotiques des ovocytes (maturation des vésicules germinatives en ovocytes matures) et une
altération du potentiel de membrane mitochondrial ovocytaire (Fullston et al., 2012).

Les peres FO présentaient une altération du profil transcriptionnel au niveau testiculaire. Au
niveau spermatique, une altération du contenu en micro-RNA et une diminution de la
méthylation globale de I’ADN ont été retrouvées, pouvant expliquer une possible

transmission de pathologies aux générations futures (Fullston ef al., 2013) (Tableau 10).

2- Données chez ’homme

L’impact de I'IMC des parents sur la méthylation des DMR d’IGF2 et H19 a été étudié chez

78 familles. Il a été observé que 1’obésité paternelle est associée a une hypométhylation de
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I’IGF2 (DMR) dans les leucocytes prélevés dans le sang de cordon chez les enfants (78
familles). Il n’y avait par contre pas d’impact sur la méthylation du DMR H19 (Soubry et al.,
2013). Le gene IGF2 est fortement impliqué dans la croissance et le développement in utero.
L’obésité paternelle peut donc induire une altération de 1’expression d’IGF2 qui aurait pour
conséquence une altération de la croissance et du développement embryonnaire et feetal
entrainant a long terme un syndrome métabolique. Une augmentation de la concentration en
IGF2 plasmatique chez le nouveau-né est d’ailleurs associée a une augmentation du poids de

naissance (Hoyo et al., 2012).

3- Mécanismes

Les mécanismes impliqués dans la transmission paternelle sont encore assez peu élucidés et
’origine de ce phénomene est probablement multifactorielle.

I1 a été montré que le surpoids ou I’obésité masculine entrainait une augmentation des EOR
dans le plasma séminal (Tunc et al., 2011) et une altération de I’ADN spermatique (Dupont et
al.,2013). Ces anomalies de I’intégrité de I’ADN sont donc susceptibles d’étre transmises a la
génération suivante.

Tunc et son équipe avaient observé un lien entre le stress oxydatif, la fragmentation de I’ADN
spermatique et la méthylation de I’ADN spermatique (Tunc et Tremellen, 2009). Le surpoids
et I’obésité sont des facteurs de risque d’infertilité, or chez les hommes infertiles, une
altération de la méthylation des centre d’empreintes d’IGF2 et H19 a été observé (Boissonnas
etal., 2010).

L’altération des marques épigénétiques dans les spermatozoides contribue aux compétences
développementales du futur embryon (Jenkins et Carrell, 2011) et pourraient jouer un role

critique dans la santé a long terme mais également dans la fertilité des descendants.

Chez les descendants d’animaux soumis a un stress alimentaire, la programmation paternelle
peut s’exprimer des les stades treés précoces de développement. Chez la souris, en cas
d’obésité paternelle induite par une alimentation hyperlipidique (HF), un retard de
développement embryonnaire précoce, observé par « TimeLaps vidéo », une diminution du
potentiel de membrane mitochondrial et une diminution de la masse cellulaire interne et du
trophectoderme des blastocystes ont été observés. Les blastocystes issus de ces males obeses

présentaient également des altérations du métabolisme glucidique avec une augmentation de
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la glycolyse. Les taux d’implantation étaient plus faibles et les feetus présentaient un retard du
développement associé¢ a une insuffisance placentaire (Binder er al., 2012a; Binder et al.,
2012b). Mitchell et son équipe avaient également montré chez la souris que I’obésité
paternelle altérait le développement des embryons préimplantatoires ainsi que I’implantation

(Mitchell et al., 2011).

4- Conclusion

L’environnement paternel au moment de la conception est également un élément important a
considérer en ce qui concerne la programmation de la santé et de la fertilité¢ d’un individu. La

transmission pourrait aussi se faire sur plusieurs générations.

B) Effets multigénérationnels et transgénérationnels

Lors d’une grossesse ou d’une gestation, le feetus (F1) et ses cellules germinales (F2) peuvent
étre exposés a 1’environnement maternel (FO) qui peut se répercuter a long terme. On parle
alors de transmission multigénérationnelle. En cas de transmission aux générations suivantes
(F3 et plus), la transmission est dite transgénérationnelle car il n’y a aucun contact direct entre
I’environnement et les cellules de I’individu. Si I’exposition est paternelle, la transmission
multigénérationnelle est limitée a la génération F1 qui a ét€ exposée par les gametes paternels
a D’environnement. Pour les générations suivantes (F2 et plus) on parle de transmission

transgénérationnelle (Skinner, 2010). (Figure 16).
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Figure 16 : Transmissions multigénérationnelles et transgénérationnelles, maternelles et
paternelles (D’apres (Skinner, 2010)). CG : cellules germinales.
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1- Données épidémiologiques

Des études épidémiologiques indiquent que I’exposition des grands-péres paternels a la
famine pouvait prédisposer les générations suivantes a [’obésité et aux maladies
cardiovasculaires (Kaati et al., 2002; Kaati et al., 2007).

Les enfants des individus nés de méres (FO) soumises a la famine hollandaise sont maintenant
adultes et leur santé a été évaluée. Il a été observé que les enfants (F2) de meéres (F1) exposées
a la famine in utero présentaient une diminution de la taille a la naissance avec une
augmentation de 1’indice pondéral, bien que le poids de naissance ne soit pas altéré. Ils ne
présentaient pas plus de maladies métaboliques ou cardiovasculaires, mais étaient plus sujets
a d’autres pathologies. Dans cette étude, il n’avait pas été retrouvé d’impact chez les
descendants (F2) de péres (F1) exposés in utero a la famine (Painter et al., 2008).

En revanche, dans une autre étude plus récente concernant des individus plus agés, il a été
observé que les enfants (F2) de péres (F1) exposés in utero a la famine avaient un poids plus
¢levé et avaient plus de risque d’étre obéses. Il n’a pas été retrouvé d’impact sur les enfants
dont les méres ont été exposées in utero. Pour I’instant, aucune altération n’a été observée
chez les arriere-petits enfants (F3) de femmes exposées a la famine, mais ils sont encore tres
jeunes (Veenendaal et al., 2013). Les données chez I’homme sont encore rares, mais quelques

études ont été réalisées chez 1’animal.

2- Données chez 1’animal

Des modeles de rats soumis a une restriction protéique ont permis de montrer chez les
descendants F1 et F2 une augmentation de la pression artérielle (Torrens et al., 2008) ou une
résistance a I’insuline (Pinheiro e al., 2008). Dans ce modeles de rats soumis a une restriction
protéique, une diminution du poids de naissance, une intolérance au glucose et une obésité ont
été observées chez les animaux des générations F1 et F2 (Pinheiro et al., 2008). De plus, une
transmission d’altération du métabolisme et de 1’obésité a été observée chez les descendants
de souris sous nourries pendant la gestation ; cette transmission se faisait de fagon sexe-
spécifique. Une diminution du poids de naissance était observée chez les males et les femelles
de la génération F1, puis uniquement chez les descendants F2 issus des males F1. En
revanche, 1’obésité progressait a travers la lignée maternelle F1. L’intolérance au glucose

concernait les males et les femelles des générations F1 et F2 (Jimenez-Chillaron et al., 2009).
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A partir d’un male souris FO dont I’obésité est induite par une alimentation hyperlipidique
(Bakos et al., 2011b), il a été observé une transmission paternelle sexe-spécifique sur
plusieurs générations (F1 et F2) de pathologies métaboliques et d’altération des fonctions de
reproduction (Fullston et al., 2013). Seuls les males FO ¢étaient soumis au régime
hyperlipidique ; les souris des génération F1 et F2 recevaient 1’aliment controle. Une
altération de la qualité des gametes a été retrouvée a la fois chez les males et les femelles des
générations F1 et F2. L’ obésité et I’intolérance au glucose concernaient les deux sexes de la
génération F1, mais uniquement les males F2 de la lignée maternelle F1. L’ insulino-résistance
était retrouvée chez tous les animaux, sauf les males F2 issus de la lignée male F1. Le détail

de tous les phénotypes est reporté dans le tableau 10 (Fullston ez al., 2013).

3) Conclusion

Les données résumées ci-dessus indiquent une transmission multigénérationnelle et
transgénérationnelle de pathologies liées a I’alimentation.

Avec le développement du concept de programmation multigénérationnelle et
transgénérationnelle, la notion de dimorphisme sexuel s’est ¢largie. La susceptibilité a une
programmation défavorable peut entrainer des altérations différentes entre les males et les
femelles. On observe un dimorphisme sexuel selon le sexe du parent transmetteur, le sexe de

I’individu et la génération (Gabory et al., 2009; Junien et al., 2012).
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Phénotypes sexe

Obeésite oui

Adiposité oui

Intolérance au glucose non

Insulino-résistance non

Augmentation de la leptine oui

Augmentation du cholestérol oui
Gamétes AEOR, Afrag ADN, altération expression miRNA, hypométhylation, WFT

FO (HFD)

Obésité oui oui
Adiposité non oui
Intolérance au glucose oui oui, a partir de 8 S
Insulino-résistance oui, a partir de 26 S oui, a partir de 16 S
Augmentation de la leptine oui
Augmentation des triglycérides oui
Altération du poids des gonades non non
Gametes WV Mobilité, AEOR, AMfrag ADN WVcompétence méiotique,altération PMM

Obésité non non oui non

Adiposité non oui oui non

Intolérance au glucose non non oui non

Insulino-résistance non oui oui oui
Augmentation de la leptine non non

Altération du poids des gonades non oui non

W Mobilité, AEOR, A\Stress ox, altération - compétence méiotique
Virag ADN PMM \VMobilite, AEOR N, WEOR

Hormones WVtestostérone

Gametes

Tableau 10 : Conséquences sur 2 générations de souris d’une obésité masculine induite par 1’alimentation (Synthése des articles (Fullston et al.,

2012; Fullston et al., 2013)). EOR : espéce oxygénée réactives ; frag ADN : fragmentation de I’ADN spermatique ; FT : spermatozoides de formes typiques ; S :
semaines ; PMM : potentiel de membrane mitochondrial ovocytaire
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III. Perspectives

Cette thése s’inscrit dans un large projet débuté par 1’étude de I'impact de I'IMC sur la
concentration spermatique (Sermondade et al., 2012a; Sermondade et al., 2013b). De

nombreux travaux sont toujours en cours.

A) Comprendre les mécanismes

L’inflammation et le stress oxydant sont des pistes prometteuses pour €valuer les principaux
mécanismes impliqués dans 1’étiologie de I’infertilité liée au surpoids et a 1’obésité.

Dans le cadre de 1’étude ALIFERT, de nombreuses analyses sont encore en cours :

- Les concentrations des marqueurs 1’inflammation (IL-6, IL-8, eotaxin, MCP1, MIPla,
MIP1b et RANTES) vont étre comparées chez les hommes fertiles et les hommes infertiles et

interprétées en fonction de 1’ensemble du bilan métabolique.

- La mise au point de dosages de 4 marqueurs du stress oxydatif vient d’étre réalisée dans le
plasma séminal. L'activité enzymatique des enzymes antioxydantes SOD et GPx et la
concentration de SOD2 peuvent étre dosées. La concentration en glutathion, antioxydant non
enzymatique, est également réalisable. Il existe cependant une susceptibilité individuelle face
au stress oxydant qui est déterminée par les polymorphismes génétiques (Forsberg et al.,
2001). Quelques variants génétiques, essentiellement sous la forme de SNPs (single
nucleotide polymorphisms) ont été observés. Ces polymorphismes influenceraient la capacité
des individus a lutter contre les attaques des EOR et prédisposeraient les individus a
développer des pathologies liées au stress oxydatif. L’association des polymorphismes
génétiques des enzymes antioxydantes impliquées dans le systetme de défense (MnSOD,
CAT, GPx1l, MPO, NOS3) et le risque d’infertilit¢ sont en cours d’évaluation afin de

déterminer 1’existence de profils protecteurs ou de profils a risque.

- L’¢épigénétique étant un des mécanismes clés de la programmation maternelle et paternelle,
I’é¢tude de la méthylation de I’ADN spermatique sera faite chez les hommes infertiles qui sont
recrutés dans I’étude métasperme. L’objectif de cette étude est d’observer les relations entre
les parameétres spermatiques et le syndrome métabolique chez 500 hommes partenaires de

couples infertiles (PHRC national 2010). Les analyses comprendront 1’étude de la
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méthylation de I’ADN codant pour deux geénes a empreinte (SNRPN pour I’empreinte
paternelle et locus IGF2/H19 pour I’empreinte maternelle) et I’expression génique des

protamines.

- L’¢tude de la programmation maternelle sur plusieurs générations est en cours a ’INRA.
Elle est réalisée sur le modele de lapines soumises a I’alimentation hypercholestérolémique et
hyperlipidique. L’étude de I’impact de I’hypercholestérolémie maternelle sur les gonades des

générations au dela de F1 reste a réaliser.

B) Traitements ?

Traitement pharmacologique de l'infertilité liée a [’obésité ?

L’inflammation et le stress oxydant étant impliqués dans 1’étiologie de I’infertilité liée a
I’obésité, la pertinence d’un traitement anti-inflammatoire et/ou un traitement antioxydant est
a considérer.

L’utilisation d’anti-inflammatoire non stéroidien a ¢ét¢ montré efficace chez des hommes
présentant une leucospermie sans infection génito-urinaire sous jacente (Hamada et al., 2012).
Néanmoins il ne semble pas que ce traitement ait été testé pour diminuer I’état inflammatoire
chronique des hommes obéses et donc améliorer leur fertilité.

L’efficacité d’une supplémentation en antioxydants a été observée dans certaines situations,
essentiellement lorsque les hommes présentaient une augmentation du stress oxydant au
niveau spermatique. Néanmoins, dans certaines études, aucune amélioration n’a été observée,
des effets déléteres peuvent méme apparaitre en cas de traitement prolongé avec des doses
¢levées (Faure et al., 2011). Les antioxydants faisant partie de notre alimentation de fagon

naturelle, il est préférable de les consommer par cette voie.

L’insulinorésistance est également un des phénoménes impliqués dans [’étiologie de
I’infertilité. Chez les femmes, 1’insulinorésistance et I’hyperinsulinémie ont un réle important
dans la pathogénie du syndrome des ovaires polykystiques (SOPK). Quarante pourcent des
femmes souffrant d’'un SOPK sont obeses et un traitement par metformine, qui est un
antidiabétique oral (biguanide), permet une diminution des concentrations sériques d’insuline

et une amélioration des symptomes liés au syndrome. Malgré quelques controverses, chez ces
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patientes le traitement par metformine est régulierement utilisé pour améliorer les chances de
grossesse (Tang et al., 2012). Chez les hommes, la metformine est moins utilisée dans le
domaine de la fertilité. Une étude avait cependant montré qu’un traitement de 6 mois par
Metformine chez des hommes présentant un syndrome métabolique améliorait la sensibilité a
I’insuline. Le bilan hormonal (LH, Testostérone totale et libre, oestradiol) et les paramétres
spermatiques (concentration, mobilité et morphologie) étaient également améliorés (Morgante
et al.,2011). Le nombre de patients inclus dans cette étude était faible (n=45) et il existe pour
I’instant trop peu de preuves pour pouvoir proposer ce traitement a tous les patients souffrant
d’un syndrome métabolique, d’autant plus que les effets toxiques de la metformine sur les

testicules n’ont pas été écartés (Adaramoye et al., 2012).

Prévention d’une programmation feetale délétere par un traitement ?

Maintenant, il est possible d’identifier les risques de 1’obésité et du syndrome métabolique
maternelles sur le développement des enfants, mais existe-t-il des traitements permettant de
limiter les complications ? En plus des modifications épigénétiques, le stress oxydant et
’altération du bilan hormonal sont les principaux mécanismes impliqués dans le phénomene
de DOHaD. Dans une revue de la littérature, il a été recensé les effets d’interventions
diététiques pendant la période foetale ou néonatale, et notamment la supplémentation en
micronutriments anti-oxydants. Des études épidémiologiques et des données chez 1’animal
ont montré, dans certaines situations, I’intérét d’une supplémentation sur la santé des
descendants a long terme. Néanmoins, dans certains cas, des effets néfastes ont été observés
(Ma et Hardy, 2012). 11 est donc nécessaire de rester prudent quant a 1’utilisation de ces
composés et préférer chez les femmes enceintes une consommation d’aliments contenant
naturellement les micronutriments.

Concernant le bilan hormonal, la metformine améliore le profil hormonal et surtout la
résistance a I’insuline et I’hyperinsulinémie qui sont connus pour augmenter le risque de
macrosomie et altérer le développement hypothalamique des descendants. Serait-il justifié
d’instaurer ce traitement chez les femmes enceintes souffrant d’obésité sachant que la
metformine passe la barriere placentaire ? La metformine n’est pas contre-indiquée pendant la
grossesse et il n’a d’ailleurs pas été retrouvé d’effets néfastes ou tératogenes chez les
nouveau-nés (Ro et al., 2012). Néanmoins, une augmentation de I’adiposité périphérique chez
les enfants de 2 ans exposés in utero (Rowan et al., 2011) et une possible augmentation de la

glycémie a jeun associée a une augmentation de la pression artérielle chez les enfants de 8 ans
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exposés in utero ont été observées (Ro et al., 2012). Concernant la fertilité, une augmentation
de la SHBG a été mise en évidence chez les nouveaux nés exposés a la metformine (Carlsen
et Vanky, 2010). Une étude récente a de plus montré in vitro que la metformine diminue la
sécrétion de testostérone et 1’expression de facteurs impliqués dans la synthése de stéroides
dans des cultures de cellules testiculaires de rats et d’hommes. In vivo, chez le rat,
I’administration de metformine pendant la gestation entraine une diminution de la taille des
testicules des foetus et des nouveau-nés. Les cellules germinales n’étaient pas affectées par le
traitement, mais le nombre de cellules de Sertoli était réduit et une altération des cellules de
Leydig associ¢e a une diminution des concentrations en testostérone a été observée (Tartarin
et al., 2012). Cette étude encourage donc a utiliser la metformine pendant la grossesse avec
prudence en attendant des études épidémiologiques de grande envergure. La période de

grossesse est d’ailleurs une période critique pour ce qui est de la mise en place de traitements.

En absence d’études prospectives randomisées, la prise en charge hygiéno-diététique,
suivie d’une chirurgie de I’obésité si elle est indiquée, reste a privilégier pour améliorer

la fertilité et assurer une programmation feetale favorable.

C) Application clinique

Le gouvernement, de plus en plus concerné par la progression de 1’obésité, a demandé un état
des lieux de la situation en France. Dans ce contexte, un plan d’action a été proposé afin
d’enrayer la progression de 1’obésité et de faire face a ses conséquences médicales et sociales.

(http://www.sante.gouv.fr/IMG/pdf/Plan_Obesite -_interactif.pdf).

Le plan national obésité (PNO) comporte quatre axes prioritaires :

- Améliorer I’offre de soin et promouvoir le dépistage chez I’enfant et I’adulte ;

- Mobiliser les partenaires de la prévention, agir sur I’environnement et promouvoir 1’activité
physique ;

- Prendre en compte les situations de vulnérabilité et lutter contre la discrimination ;

- Investir dans la recherche.
Les résultats de cette these sont des arguments pour développer une prise en charge

personnalisée pour les couples qui viennent consulter pour un désir d’enfant. Notre travail

s’intégre dans le PNO. Cette prise en charge devrait débuté avant la conception, concerner les
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deux membres du couple et continuer tout au long de la grossesse pour les femmes, 1’objectif
étant d’améliorer la fertilité des couples, mais surtout la santé de leurs enfants. Méme si le
théme principal de cette thése est 1’alimentation, d’autres facteurs environnementaux sont
susceptibles d’agir sur la fertilit¢ des couples et la santé¢ des descendants, il faut en tenir

compte dans la prise en charge.

Le projet de recherche PEPCI (Parcours Environnement PériConceptionnel en Infertilité) qui
vient d’étre soumis s’inscrit dans cette thématique. C’est une étude clinique randomisée qui
visera a évaluer ’efficacité d’un parcours thérapeutique prenant en compte 1’environnement

périconceptionnel, dans la prise en charge du couple infertile.

Au cours de leur premicre consultation dans le centre d’AMP, les couples seront invités a
participer au projet. S’ils acceptent, ils seront randomisés dans deux groupes.

Les couples du groupe controle recevront une prise en charge standard et se verront remettre
des plaquettes d’information contenant des conseils hygiéno-diététiques.

Les 2 membres des couples du groupe expérimental PEPCI vont chacun bénéficier d’une
¢évaluation standardisée puis en fonction des résultats se verront proposer une prise en charge
et un suivi personnalisé pendant 3 mois, sur les thémes de la nutrition, des addictions (tabac,
alcool, cannabis) de I’exercice physique et de la dépression, en méme temps que leur prise en
charge pour infertilité.

Les couples des deux groupes seront revus en consultation 3 mois apres l’inclusion afin
d’évaluer I’efficacité de I’intervention et planifier la suite de la prise en charge. Les couples
seront suivis jusqu’a un an. Les informations sur les parcours d’AMP et les grossesses
obtenues seront recensées. Si une grossesse démarre pendant la période de I’étude (1 an), les
couples seront suivis jusqu’a I’accouchement afin d’obtenir les informations sur la naissance

et données néonatales.

L’objectif est d’inclure 1400 couples (700 dans chaque bras), dans 5 centres. L originalité de
cette approche est qu’elle est globale, multidisciplinaire et localisée sur un seul site pour les
patients. Dans le cadre de ce projet, 4 bindmes comprenant un médecin et un personnel
paramédical seront formés pour permettre une prise en charge optimale des couples :

- Addictologue /infirmiére de liaison ;

- Endocrinologie / Diététicien ;

- Psychiatre / psychologie ;
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- Médecin du sport / coach sportif.
Ce programme permettra d’évaluer I’efficacité des interventions visant a limiter les facteurs
de risques des couples sur leur fertilité et sur le développement in utero de 1’enfant, qui

pourrait déterminer a long terme sa santé mais ¢galement sa fertilité.
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Conclusion

L’impact négatif de I’obésité sur la fertilité masculine a été décrit dés le 10°™ siécle par
Avicenne, un scientifique Perse et docteur en médecine, dans son encyclopédie médicale :
« The canon of Medicine ». En pratique, 1’obésité masculine est rarement prise en compte
dans I’évaluation et la prise en charge de I’infertilit¢ du couple. Si depuis quelques années, il
y a de plus en plus d’études sur ce sujet, peu de programmes interventionnels ont été
développés. La réversibilité probable des effets délétéres de 1’obésité sur la fertilité nous

encourage a intégrer cette notion dans la prise en charge des couples.

Bien que le concept de DOHAD soit relativement récent, en 1895, Adolphe Pinard
obstétricien de formation et pionnier de la puériculture, disait : « La puériculture est le soin
aux enfants commencant 15 jours avant la conception ». Comme en témoigne les nombreux
articles publiés depuis une vingtaine d’années, cette thématique est de plus en plus reprise et
devrait permettre de d’aboutir a des pratiques visant a prévenir et limiter les effets néfastes

d’une programmation feetale.

Au total, il faut identifier, comprendre, prévenir, traiter...
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Physiologie de la fonction
testiculaire

Charlotte Dupont, Laila El Khattabi, Nathalie Sermondade,
Rachel Lévy

Embryologie de 'appareil testiculaire

LE DEVELOPPEMENT de l'appareil génital masculin se fait en 3 étapes
a partir du mésoblaste intermédiaire. Le sexe génétique 46, XY est
établi lors de la fécondation. Au cours du stade indifférencié, des struc-
tures primitives identiques se développent dans les embryons males et
femelles. Puis, le génotype sexuel est responsable du controle du déve-
loppement gonadique (sexe gonadique) : les gonades bipotentielles se dif-
férencient alors en testicules. La troisieme étape est le développement et
la différenciation des organes génitaux internes et externes (sexe phéno-
typique) qui, dans le cas des embryons méles, se fait en présence d’hor-
mones testiculaires (1).

La gonade indifférenciée

Dans toutes les especes, on observe une séparation spatiotemporelle
de la différenciation des cellules germinales primordiales (CGP) et des
gonades, et une nécessité pour les CGP de migrer jusqu’aux ébauches
gonadiques.

Les cellules germinales primordiales naissent de I'épiblaste (22-24 jours, gas-
trulation) : épiblaste proximal, proche de l'ectoderme extra-embryonnaire (2).
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Elles se multiplient par mitoses et se regroupent dans un premier temps
dans une région extra embryonnaire, située a la base de l'allantoide, dans la
paroi postérieure de la vésicule vitelline ; a partir de ce stade de développe-
ment, leur potentiel est restreint a la lignée germinale.

Deux modes de migration, l'un passif, l'autre actif, vont permettre aux
CGP de rejoindre les crétes génitales. La formation de I'endoderme de la
paroi de l'intestin postérieur a partir de I'endoderme viscéral conduit, de
fagcon passive, a l'intégration des CGP dans ce tissu. Elles vont ensuite
activement migrer pour quitter l'intestin, traverser le mésentere dorsal et
rejoindre les ébauches gonadiques. Celles-ci se forment de chaque coté
de la ligne médiane, entre le mésonéphros et le mésentére dorsal, du fait
de la prolifération de I'épithélium coelomique et dune condensation du
mésenchyme sous-jacent. Il semble que les deux modes de migration se
fassent simultanément. En effet, les CGP possedent une morphologie de
cellules migratrices (présence de pseudopodes) (3). Les premieres cellules
«pionnieres» guideraient les CGP suivantes vers leur destination grice aux
contacts qu'elles conservent entre elles via leurs pseudopodes. Au cours de
leur migration, les CGP continuent a se multiplier par mitoses. Apres leur
entrée dans les crétes génitales, les CGP sont dénommées gonocytes.

Les crétes urogénitales, deés la quatrieme semaine de développement,
servent de précurseurs au développement de l'appareil uro-génital. Elles
proviennent de la prolifération de mésenchyme et sont recouvertes par un
épithélium ceelomique. Plusieurs génes sont nécessaires a la formation ini-
tiale de la gonade, mais également requis pour I'expression ultérieure du
gene SRY : WT'1 (Wilms' tumor gene 1) et SF1 (steroidogenic factor 1) (4).

Au cours de la sixieme semaine, les cellules issues de I'épithélium
ceelomique forment des agrégats de cellules somatiques de soutien qui
entourent completement les cellules germinales : si ces cellules de sou-
tien n'entourent pas les cellules germinales, celles-ci dégéneérent.

Au cours de la méme semaine les conduits miillériens (paraméso-
néphrotiques) se forment latéralement aux conduits mésonéphrotiques

de Wolff.

Différentiation gonadique

Au cours de la 7™ semaine de développement, la gonade indifféren-
ciée se différencie en testicule dans les embryons XY. Cette différencia-
tion se fait sous linfluence du gene SRY (sex-determining region on the
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Y chromosome) porté par le chromosome Y. SRY, associé a SF1, active
I'expression de SOX 9 (SRY-related HMG-box gene 9) : ensemble, ils in-
duisent la différenciation des cellules de Sertoli. Lorsque ce facteur SRY
s'exprime dans les cellules somatiques de soutien de la gonade indifféren-
ciée, a un certain seuil, et 2 un moment approprié, ces cellules s'engagent
dans la lignée pré sertolienne et le développement masculin débute.

Les cellules de Sertoli sont les premieres cellules différenciées a appa-
raitre dans la gonade. Elles coordonnent le développement testiculaire
(5). Les cellules de Sertoli produisent 'AMH (hormone anti-miillérienne)
et I'inhibine B. Le développement génital masculin commence donc avec
la différenciation des cellules somatiques de soutien en cellules de Sertoli
sous l'influence de la protéine SRY. Les cellules de Sertoli se multiplient
activement jusqu’a la puberté et ne seront ensuite jamais renouvelées au
cours de la vie de l'individu.

Les cellules de Sertoli s'organisent avec les cellules interstitielles de
la gonade pour former les cordons testiculaires qui renferment en leur
centre les cellules germinales. Les cordons testiculaires sont entourés par
une membrane basale et des cellules myoides péritubulaires. A la puber-
té, les cordons testiculaires se canalisent et se différencient en tubules
séminiferes.

Des signaux émanant des cellules de Sertoli recrutent des cellules mé-
senchymateuses dans la créte gonadique qui se différencient en cellules
de Leydig. Ainsi, entre les cordons testiculaires, se trouve le tissu inters-
titiel, composé essentiellement des cellules de Leydig qui sécretent les
androgenes et 'INSL3 (Insulin-Like factor 3).

Les cellules de Sertoli forment également le rete testis qui met les tu-
bules séminiferes en connexion avec un nombre limité de tubules méso-
néphrotiques, et se canalise 4 la puberté.

Le canal de Wolff se différencie ultérieurement en épididyme, canal
déférent et vésicule séminale.

Développement des gamétes méles

Une interaction entre cellules de Sertoli et cellules germinales pri-
mordiales se produit des larrivée des CGP (appelées alors gonocytes)
dans la gonade indifférenciée avec inhibition des mitoses et de I'entrée
en méiose. Au 3¢ mois postnatal, les gonocytes se différencient en sper-
matogonies de type A. Les phases ultérieures de la gamétogenese mile
débuteront a la puberté.
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Réles des hormones testiculaires

Lorsque les cellules pré sertoliennes débutent leur différenciation
morphologique en réponse a SRY, elles commencent a sécréter une hor-
mone glycoprotéique appelée hormone anti miillérienne ou AMH,
membre de la famille TGFf. Son expression est déclenchée par SOX9
et potentialisée par SF1 et WT1 (6). Elle débute 4 la 8¢ semaine et pro-
voque une régression rapide des canaux de Miiller par apoptose entre la
8¢ et 10° semaine (action des Mmp2 (Matrix metalloproteinase type 2)).

Au cours de la 9¢ ou 10° semaine, les cellules de Leydig se différen-
cient a partir des cellules mésenchymateuses mésonéphrotiques recrutées
par les cellules pré sertoliennes et produisent la testostérone, a partir du
cholestérol, grace a l'action coordonnée d'un certains nombre d’enzymes
stéroidogéniques (1). Le nombre de cellules de Leydig et le taux de tes-
tostérone atteignent un pic entre 14 et 18 semaines. Apres la 16° semaine,
le nombre de cellules de Leydig commence a diminuer. La testostérone
assure la survie des conduits mésonéphrotiques et la différenciation des
canaux de Wolft en épididyme, canaux déférents et vésicules séminales.
En l'absence de testostérone, les canaux de Wolff dégénerent. Deux popu-
lations distinctes de cellules de Leydig sont respectivement responsables
de la biosynthese d’androgenes au cours de la vie feetale et de la vie post
natale. Les cellules de Leydig foetales régressent et dégénerent a la fin de
la vie feetale et au début de la vie post natale. A la puberté, une nouvelle
population de cellules de Leydig adultes se différencie : les androgenes
produits jouent un réle majeur dans la masculinisation de I'encéphale res-
ponsable du comportement sexuel masculin ainsi que dans le déclenche-
ment de la spermatogenése.

INSL3, également produit par les cellules de Leydig, se lie au récep-
teur RXFP3 (Relaxin/insulin-like family peptide receptor 3) situé sur le
gubernaculum testis et participe a la migration testiculaire.

Migration testiculaire

La migration testiculaire est un processus en deux étapes distinctes et
successives impliquant une régulation anatomique et hormonale (7).

Initialement, les testicules sont localisés dans la cavité abdominale au
10¢ niveau thoracique. La premiere phase, intra-abdominale, se déroule
ainsi entre la 8™ et la 15*™ semaine de développement. Les portions
extra inguinales du gubernalucum testis se raccourcissent et attirent les
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testicules vers le bas jusqu'au voisinage de I'anneau inguinal profond. Ce
processus est contrdlé notamment par INSL3 et dont l'effet est potenti-
alisé par 'TAMH. Du 3¢ au 7¢ mois, les testicules restent au voisinage de
I'anneau inguinal.

La seconde phase, inguino-scrotale, a lieu entre la 25 et 35" se-
maine. En réponse a4 un nouveau raccourcissement et une nouvelle mi-
gration du gubernaculum, les testicules entourés par le processus vagi-
nal, pénetrent dans les canaux inguinaux, et descendent vers le scrotum.
Cette étape est sous le controle des androgenes et du nerf génito-fémoral,
avec une participation du muscle crémaster.

Développement post-natal

Pendant la période néonatale (2 4 4 mois) se produit une phase d’acti-
vation de l'axe gonadotrope, accompagnée d'une augmentation du nombre
de cellules de Sertoli et dune augmentation importante du volume tes-
ticulaire. Suit une période de quiescence apparente au cours de laquelle
le volume testiculaire évolue peu. Pendant l'enfance, peu de cellules
germinales sont présentes dans le testicule. Ce sont essentiellement des
cellules de Sertoli immatures et des spermatogonies qui constituent les
cordons séminiferes. Les cellules de Leydig sont inactives, ou absentes
des espaces intertubulaires.

Pendant la période pré-pubertaire, les cellules de Sertoli proliféerent
et subissent une maturation sous l'influence d’hormones. L'activation
des necurones & GnRH entraine la sécrétion de FSH (Follicle
Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing Hormone), qui agiront sur
le développement du testicule. La prolifération des cellules de Sertoli
induit I'allongement des tubules séminiferes. Au début de la puberté,
la barriere hémato-testiculaire se forme et la lumiére des tubes sémi-
niferes apparait. Ce phénoméne coincide avec l'expansion de la popu-
lation de cellules germinales (8), associée a une vague d’apoptose qui
touche les spermatogonies et les spermatocytes 1. Cette vague d’apop-
tose est indispensable pour le déclenchement et la poursuite de la
spermatogenese (9).

Le testicule va donc subir divers changements pendant I'enfance
et l'adolescence, périodes critiques dont dépendra la fertilité a long
terme.
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Histologie de l'appareil testiculaire

Les testicules sont situés a 'extérieur de l'abdomen, dans les bourses.
Is sont fixés au scrotum par le gubernaculewm testis au niveau de leur
pole inférieur. Ils ont une double fonction : endocrine - sécrétion d’hor-
mones sexuelles et exoerine - production de gametes méles matures ou
spermatozoides.

Architecture testiculaire

Les enveloppes

Le testicule est entouré de différentes enveloppes. Le scrotum, enve-
loppe la plus externe, est constitué d'une peau pigmentée riche en folli-
cule pileux et en glandes sébacées et sudoripares qui recouvre le muscle
lisse de Dartos. Cet ensemble entoure la gaine spermatique, composée
par le fascia spermatique externe qui provient du muscle grand oblique,
du muscle crémaster qui provient du muscle petit oblique et transverse,
et du fascia spermatique interne qui provient du fascia transverse. Puis se
situe la tunique vaginale, séreuse formée a partir de replis du péritoine.
Cette tunique recouvre l'albuginée, tissu conjonctif trés vascularisé. Au
pole antéro-supérieur du testicule, en regard de I'épididyme, l'albuginée
s'épaissit et s'enfonce en profondeur pour former les corps de Highmore.

Le parenchyme testiculaire et voies spermatiques intra et extra testiculaires

Chagque testicule est composé de nombreux lobules (200 a 300) qui
sont séparés par des cloisons conjonctives (les septa testis). A l'intérieur des
lobules, plusieurs tubes séminiferes (3 a 5), dans lesquels sont produits
les spermatozoides, sont organisés sous forme de pelotes et rejoignent le
rete testis. Le rete testis, réseau formé par les corps de Highmore recou-
verts d’un épithélium, se poursuit par les cones efférents, qui se jetteront
ensuite dans la téte de I'épididyme.

La vascularisation

La surface de l'albuginée est parcourue par des vaisseaux sanguins,
branches testiculaires de l'artére spermatique issues de l'aorte abdomi-
nale, qui cheminent dans le cordon. Depuis la périphérie, les arteres se
ramifient en rameaux interlobulaires courts et longs qui se dirigent vers le
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corps de Highmore sans y pénétrer. L'épididyme est vascularisé par l'ar-
tere spermatique et l'artere déférentielle qui est issue de l'artere iliaque et
qui vascularise aussi le canal déférent. Le cordon spermatique, les enve-
loppes et le muscle crémaster sont vascularisés par l'artere funiculaire ou
crémastérique issue de l'artere épigastrique.

Le drainage veineux des bourses se fait grice a un réseau profond com-
posé de deux groupes veineux. Le plexus antérieur ou plexus pampini-
forme draine le testicule et la téte de I'épididyme. Le plexus postérieur ou
plexus crémastérien draine le corps et la queue de I'épididyme. Il existe
également un réseau superficiel qui permet une vascularisation indépen-
dante du scrotum.

Le tissu interstitiel = glande endocrine du testicule

Le tissu interstitiel remplit les espaces entre les tubes séminiferes.
C’est une glande endocrine tres vascularisée, de nombreux vaisseaux san-
guins sont visibles sur les coupes histologiques. On retrouve aussi des
vaisseaux lymphatiques et des nerfs. Les cellules de Leydig composent ce
tissu. Ce sont de grosses cellules polyédriques (15 4 20pm de diametre)
avec un noyau central et un nucléole bien marqué. Deux générations de
cellules de Leydig ont été mises en évidence : les cellules de Leydig fee-
tales et les cellules adultes. Les cellules de Leydig adultes ne dérivent
pas des cellules feetales, mais plutdt de cellules souches péritubulaires
(10). Leur fonction principale est la synthese de testostérone a partir du
cholestérol. Le régulateur le plus important de la fonction des cellules de
Leydig est la LH qui agit via un récepteur 2 7 domaines transmembranaire
couplé a une protéine G. LAMP cyclique est le principal second messa-
ger de la transduction du signal. La synthese de la testostérone est aussi
modulée, mais de facon moins importante, par d'autres hormones ou fac-
teurs, parmi lesquels la prolactine, l'insuline, le cortisol, les hormones
thyroidiennes. ..

Les cellules de Leydig produisent également 'INSL3 qui contrdle
chez l'adulte la survie des cellules germinale (11).

A) Les tubes séminiferes

Les tubes séminiferes ont une longueur d'environ 80 cm a 1 m et
un diametre compris entre 150 et 300 pm. lls assurent la fonction exo-
crine du testicule, c'est a dire la production de gametes matures : les
spermatozoides.
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Lépithélium séminifere est un épithélium haut, pluristratifié, consti-
tué de cellules somatiques, les cellules de Sertoli, et de cellules germi-
nales disposées entre les cellules de Sertoli sur toute la hauteur de I'épi-
thélium pluristratifié.

Lépithélium est délimité par une gaine péritubulaire ou membrane
propre d'une épaisseur de Spm. Elle est constituée d'une lame basale, de
plusieurs couches de cellules myoides péritubulaire (aspect de cellules
musculaires lisses), de fibres de collagenes et de fibroblastes.

Description des cellules de Sertoli (12)

Les cellules de Sertoli sont des cellules pyramidales reposant sur
la lame basale, disposées sur toute la hauteur de I'épithélium et allant
jusqu'a la lumiere du tube séminifere. Le noyau situé en position basal est
clair, de forme triangulaire avec un gros nucléole bien visible et une chro-
matine fine. Les cellules de Sertoli saccrochent entre elles par des jonc-
tions serrées situées au niveau basal et elles interagissent avec les cellules
germinales. Au pole apical de la cellule, des vésicules de phagocytose sont
présentes et jouent un role dans la spermiogeneése. Les cellules de Sertoli
n'ont pas de centriole et n'entrent donc pas en mitose.

Fonctions des cellules de Sertoli (12)

La position des cellules de Sertoli dans le tube séminifere leur confere
un role fondamental dans le contrdle de la spermatogenese. Leur nombre
est corrélé au nombre de cellules germinales pouvant donner des sperma-
tozoides. Les fonctions des cellules de Sertoli sont nombreuses et sont
directement en relation avec le développement des cellules germinales et
leur migration (13).

— Les cellules de Sertoli ont un role mécanique en servant de sou-
tien et permettant la cohésion des cellules germinales. Elles établissent
des jonctions communicantes avec les cellules germinales voisines et les
autres cellules de Sertoli.

— Elles créent une barriere imperméable, la barriere hémato-testi-
culaire qui sépare le compartiment basal du compartiment adluminal.
La barriere hémato-testiculaire est indispensable pour le bon déroule-
ment de la méiose et de la spermatogenese ; elle apporte également une
protection immunitaire en créant une barriere immunologique. Cette
partie sera développée plus longuement dans le paragraphe « barriere
hémato-testiculaire ».
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- Les cellules de Sertoli sont directement impliquées dans la progres-
sion des cellules germinales vers la lumiére du tube séminifere.
Le cytosquelette composé de microtubules, de microfilaments d'actine
et de filament intermédiaire de vimentine, joue un role important dans
le transport des cellules germinales. De plus, la synthese de protéase et
d'inhibiteur de protéases par les cellules de Sertoli permet le mouvement
des spermatocytes au stade préleptotene, du compartiment basal vers le
compartiment adluminal (14). La barriere hémato-testiculaire s’ouvre
puis se referme pendant la méiose pour permettre la migration des sper-
matocytes. L'urokinase et les activateurs du plasminogene dégradent les
complexes de jonctions et permettent aussi le déplacement des cellules
germinales.

— Les cellules de Sertoli sont indispensables lors de la spermioge-
neése au cours de laquelle les spermatides se différencient en sperma-
tozoides. Apres la libération des spermatozoides dans la lumiere du tube
séminifere, les cellules de Sertoli éliminent les corps résiduels et les cel-
lules germinales anormales, griace a leur fonction de phagocytose. La
procathepsine L intervient dans la libération des spermatozoides, alors
que la collagénase de type 1V ainsi que d'autres métalloprotéases inter-
viennent dans le remodelage tissulaire pendant la spermiogenese (14, 15).

— Lépithélium séminifere n'étant pas vascularisé, la nutrition des
cellules germinales se fait grice aux cellules de Sertoli. Elles apportent
des nutriments venant du tissu interstitiel et synthétisent du lactate et du
pyruvate, nécessaires aux cellules germinales qui ne peuvent pas métabo-
liser le glucose. La cellule de Sertoli apporte également les protéines de
transport telles que 'ABP (androgen binding protein) qui a pour fonction
de transporter les androgenes, la transferrine et la céruloplasmine qui per-
mettent 'apport de fer et de cuivre aux cellules germinales (14, 15).

— Les cellules de Sertoli synthétisent et sécretent des facteurs contrd-
lant la prolifération, la différenciation et le métabolisme des cel-
lules germinales. Cette fonction sera décrite de fagon plus approfondie
dans le paragraphe « régulation paracrine de la spermatogénese ».

Barriére hémato-testiculaire

La barriere hémato-testiculaire est constituée par l'endothélium
vasculaire de l'espace interstitiel, par les cellules péritubulaires de la
gaine péritubulaire et enfin par les cellules de Sertoli elles-mémes. Les
jonctions serrées entre les cellules de Sertoli, les spermatogonies et les
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spermatocytes de type | au stade leptotene dans le compartiment basal,
ainsi que les jonctions adhérentes au niveau adluminal interviennent dans
la structure de la barriere hémato-testiculaire. Cette barriere régule le
transport des molécules : elle permet le passage sélectif d'eau, d'électro-
lytes, de nutriments, d'acides aminés et d’hormones de l'espace interstitiel
vers le compartiment adluminal.

La barriere hémato-testiculaire est indispensable pour le déroulement
de la méiose et de la spermatogenese. Elle constitue un systeme dyna-
mique et de controle qui s'ouvre et se referme pour laisser les sperma-
tocytes au stade leptoténe migrer vers le compartiment adluminal ot ils
achevent leur méiose. Cette barriere permet de séparer les cellules germi-
nales entrées en méiose de la circulation systémique, leur procurant ainsi
une protection immunitaire (16).

Spermatogenese

Déroulement de la spermatogenése

La spermatogeneése est un phénomene continu a partir de la puberté.
Clest le processus de multiplication et de différenciation cellulaire qui,
a partir des cellules germinales souches, aboutit a la formation des sper-
matozoides. Ce processus se fait sous le contrdle des cellules de Sertoli,
de fagon centripete, cest a dire du compartiment basal vers la lumiere du
tube séminifere. Il comprend trois phases : la prolifération des spermato-
gonies (mitoses), la méiose et la spermiogenese. La durée de la spermato-
genése est constante pour une espéce donnée : elle est de 74 jours chez
'homme.

Spermatogonies (17)

Les spermatogonies, cellules les plus immatures, constituent le pool
de réserve et sont situées dans le compartiment basal. Ce sont de petites
cellules arrondies ou ovalaires, de 10 4 15 pm de diametre. Il en existe 3
sortes selon l'aspect de leur noyau : les cellules Ad (dark) ont une chro-
matine fine et sombre, les cellules Ap (pale) ont une chromatine claire
et les cellules B ont une chromatine en mottes avec un nucléole bien vi-
sible. Les spermatogonies A se multiplient de fagcon continue par mitoses
somatiques. Certaines se différencient et donnent les spermatogonies B.
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L'homéostasie du pool de spermatogonie se fait grace a I'équilibre entre la
prolifération des cellules et leur mort cellulaire programmée (apoptose).
La FSH et la testostérone agissent sur 'homéostasie des spermatogonies
en controlant les mécanismes de survie et d'apoptose (18). Des facteurs
paracrines régulent également I'équilibre du pool de cellules germinales.
En effet, le LIF (Leukemia inhibitory factor) et le SF (Steel factor) as-
surent la survie des cellules germinales alors que le systeme Fas/Fas-L ré-
gule I'apoptose de ces cellules (19). La transduction du signal apoptotique
met en jeu deux voies principales : celle de la famille des TNF (Tumor
necrosis factor) et la voie mitochondriale via les protéines de la famille
Bel-2. Dans ces deux voies, des caspases vont étre recrutées et intervenir
dans les processus d'apoptose (19).

Pres de 75% des spermatogonies A seraient ainsi éliminées par apop-
tose, mais ce processus concerne aussi 20% des cellules germinales qui
seraient entrées en méiose (Spermatocytes I et II et spermatides) (9).
L'apoptose, qui est indispensable au moment de la puberté, I'est égale-
ment au moment de la mise en route de la spermatogenese et au cours de
ces différentes étapes. Tout déséquilibre entre les mécanismes de survie
et d'apoptose peut entrainer une production anormale de spermatozoides

associée a un risque d'infertilité.

Les spermatocytes | et ll, les spermatides

Les spermatogonies Ap vont entrer en division par groupes tous les
16 jours et se diviser en spermatogonies B qui se diviseront a leur tour
et donneront les spermatocytes de type 1. Les spermatocytes de type I,
cellules arrondies volumineuses, entament la premiere division de méiose
apres la phase S de réplication de 'ADN, qui est une étape longue
(23 jours), et donnent les spermatocytes de type 1.

Les spermatocytes de type II sont des cellules rondes, plus petites,
elles vont subir la deuxieme division de méiose qui est une étape beau-
coup plus rapide (1 jour). Les spermatocytes de type Il sont donc rare-
ment visibles sur les coupes histologiques du fait de leur durée de vie
courte, ils donnent les spermatides. Les spermatides sont les cellules les
plus petites (6 a 7 pm), elles sont trés nombreuses. On peut observer
3 stades : le stade de spermatides jeunes ou rondes, le stade de sperma-
tides intermédiaires ou en cours d'élongation et le stade de spermatides
matures ou allongées.
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Spermiogenése

Au cours de la spermiogenese, les spermatides vont subir des rema-
niements cellulaires qui aboutiront a la formation du spermatozoide.
L'acrosome va étre formé a partir de la fusion de vésicules contenant
des enzymes provenant de l'appareil de Golgi. Cette coiffe recouvrira
les deux tiers antérieurs du noyau. Des remaniements nucléaires vont
avoir lieu, le noyau va s'allonger et se condenser grice au remplace-
ment des histones par les protamines. Le flagelle se développe des le
début de la spermiogenése a partir du centriole distal qui forme 'axo-
neme. Le cytoplasme va se réorganiser et va partiellement étre éliminé
sous forme de corps résiduels qui seront phagocytés par les cellules
de Sertoli. Les mitochondries vont se disposer autour de la partie ini-
tiale du flagelle, jusqu'a la zone d'étranglement : 'annulus. Cette partie
constituera la gaine mitochondriale au niveau de la piece intermédiaire
du spermatozoide.

Le spermatozoide

Les spermatozoides ainsi formés sont libérés dans la lumiere du tube
séminifere. Ils rejoignent ensuite les tubes droits, le rete testis puis I'épidi-
dyme ot ils continuent & maturer et sont stockés dans la queue de I'épi-
didyme jusqu'a leur émission. Le spermatozoide est une cellule mobile.
La téte du spermatozoide a une longueur de 5 pm et une largeur de 3 pm.
Elle est composée du noyau haploide qui fournit & 'embryon la moitié du
matériel génétique, d'un cytoplasme peu abondant et de l'acrosome. La
piece intermédiaire lui fait suite (5 2 7 pm), au niveau de laquelle sont lo-
calisées les mitochondries, puis la piece principale du flagelle (45 pm) qui
confére au spermatozoide sa mobilité et enfin la piece terminale (1 pm).
L'axonéme parcourt toute la longueur du flagelle : il est composé d'un
doublet de microtubules centraux entouré de neuf doublets périphériques
qui partent de la téte du spermatozoide mais qui s'arrétent avant la piece
terminale. La gaine mitochondriale de forme hélicoidale entoure la piece
intermédiaire. Au niveau de la piece principale, la gaine fibreuse entoure
les fibres denses (20).

Régulation de la spermatogenése

Le fonctionnement testiculaire est sous la dépendance d'hormones qui
agissent de facon endocrine et/ou paracrine (14).
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Régulation endocrine

L'hypothalamus, situé dans la région du diencéphale, sécrete de fagon
pulsatile la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) qui stimule la syn-
these des chaines alpha et béta de la LH (Luteinizing Hormone) et de
la FSH (Follicle Stimulating Hormone) par I'hypophyse. Les hormones
hypophysaires interviennent dans la production d’hormones stéroides et
de spermatozoides par le testicule.

Des récepteurs a la LH sont présents sur les cellules de Leydig. La LH
va stimuler la synthese et la sécrétion de testostérone par ces cellules. La
testostérone est nécessaire a la spermatogénese, mais elle va également
servir de rétrocontrole négatif au niveau hypothalamo-hypophysaire. La
FSH, via des récepteurs présents sur les cellules de Sertoli, va stimuler la
synthese d'inhibine B qui exerce un rétrocontrole négatif sur 'hypothala-
mus et hypophyse et qui stimule la spermatogenese.

La cellule de Sertoli possede des récepteurs pour la FSH et la testos-
térone, les principaux régulateurs hormonaux de la spermatogénese. La
FSH exerce son activité via un récepteur a la FSH (FSHR) couplé a une
protéine G, situé sur la membrane des cellules de Sertoli. De nombreuses
voies de signalisation sont activées (18). La testostérone exerce son action
en se liant a des récepteurs aux androgenes localisés dans les cellules de
Sertoli. Certaines voies de signalisation sont communes entre la FSH et
la testostérone. La FSH régulerait préférentiellement le développement
des spermatogonies alors que la testostérone régulerait la phase tardive
de spermiogenese. La FSH et la testostérone agiraient de fagon concomi-
tante pour controler le développement des spermatocytes (18).

Régulation paracrine

En plus de l'action des hormones hypophysaires, la spermatogenese
est contrdlée par des facteurs autocrines et paracrines qui exercent leur
action via un réseau de communications intercellulaires.

Puisque les cellules germinales ne possedent pas de récepteur aux
hormones, la régulation de la spermatogenese nécessite des jonctions
communicantes (connexines) entre les cellules de Sertoli et les cellules
germinales. Les cellules de Sertoli vont produire de nombreux facteurs
(cytokines et facteurs de croissance) qui vont intervenir dans la multi-
plication et la différenciation des cellules germinales. Parmi les mieux
décrits, I'IL-1 (Interleukine 1) et I'lL-6 (Interleukine 6) jouent un réle
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dans la réplication de TADN des cellules germinales. L'1L-1 est activé par
la phagocytose des corps résiduels et stimule la synthese I'ADN dans les
spermatogonies et dans les spermatocytes. IL-6 qui est induit par IL-1
inhibe, au contraire, la synthese I'ADN (21). LIGF-1 (Insulin Growth
factor 1) et l'activine entrainent la prolifération des spermatogonies alors
que l'inhibine inhibe cette prolifération. Des récepteurs a TGFp (trans-
forming growth factor) sont présents sur les cellules germinales, et la
production de TGFf par les cellules de Sertoli entraine la division et la
différenciation des cellules germinales (15). Les facteurs de croissance,
EGF (Epidermal growth factor) et TGFa (transforming growth factor)
stimulent la phase méiotique de la spermatogenese (22).

Les cellules de Sertoli sécretent des facteurs qui agissent aussi sur les
cellules de Leydig. Linhibine et I'TGF-1 stimulent la synthese de testosté-
rone alors que l'activine et le TGFf l'inhibe.

Les cellules germinales produisent également des facteurs qui dif-
ferent selon leur stade de développement et qui modulent les fonctions
des cellules de Sertoli.

Enfin, les cellules péritubulaires interagissent aussi avec les cellules
de Sertoli, notamment par l'intermédiaire de PModS qui induit la sécré-
tion dABP (Androgen Binding Protein) et de transferrine (15, 23).

La méiose et sa régulation

Les cellules germinales se distinguent des cellules somatiques par leur
haploidie. Le passage de I'état diploide a I'état haploide est assuré par la divi-
sion méiotique qui est initiée a la puberté chez le mile. Son but est a la fois
la transmission et le brassage de l'information génétique. Par conséquent,
les différentes étapes constituant la méiose sont hautement controlées par
des mécanismes moléculaires qui lui sont spécifiques. Les anomalies de la
méiose, notamment les non-disjonctions, sont une cause d'infertilité.

Déroulement de la méiose

Elle est composée de deux divisions cellulaires successives précédées
d'une unique phase de réplication de TADN :

— la méiose I, ou méiose réductionnelle, car elle divise par deux le
nombre de chromosomes,
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— et la méiose 11, dite également méiose équationnelle, du fait de la
conservation du nombre de chromosomes.
La méiose I représente plus de 90% du temps nécessaire a la méiose.

Méiose |

Elle est initiée dans le spermatocyte I et dure 23 jours aboutissant a
la ségrégation des chromosomes homologues. La disposition des chromo-
somes homologues de part et dautre de la plaque équatoriale étant aléa-
toire, 2*% associations entre chromosomes non homologues sont possibles.

Elle se compose, comme pour une mitose, de quatre phases : la pro-
phase, la métaphase, I'anaphase et la télophase. Néanmoins, des évene-
ments uniques les différencient. Premierement, la prophase | est une
étape tres longue (15 jours) caractérisée par 5 stades (leptotene, zygotene,
pachytene, diploténe et diacinese) lors desquels les chromosomes homo-
logues vont s'apparier, sous forme de bivalents ou tétravalents voire plus
lorsqu'il v a des translocations équilibrées, et créer des zones de liaison
étroite ou synapsis. Ces liaisons sont médiées par des complexes synapto-
némaux et permettent des échanges de matériel génétique, ou crossing-
over, donnant naissance a de nouvelles combinaisons génétiques a l'origine
de la diversité phénotypique. Deuxiemement, l'activité transcriptionnelle
se poursuit lors de la méiose, sauf pour les chromosomes sexuels, qui sont
eux inactivés et assemblés sous forme d'une vésicule sexuelle. Enfin, le
fuseau de division méiotique est unipolaire, contrairement au fuseau de
division mitotique qui est bipolaire, et ce sont les chromosomes homolo-
gues qui sont séparés par l'action de la protéine RECS8. Tout au long de la
méiose 1, les chromatides saeurs restent étroitement liées griace a la mise
en place de protéines dites cohésines (SCC : sister chromatid cohesion
et SMC : structural maintenance of chromosomes) a la fois au niveau du
centromere et des bras de chaque chromosome.

Les crossing-over

Ils sont essentiels a la ségrégation des chromosomes homologues. Ils
assurent leur liaison pendant la fin de la prophase lorsque les cohésines se
dissocient. Leur absence peut étre responsable d'une aneuploidie. Ils sont
initiés par des cassures double-brins (DSB pour double strand breaks) qui
sont génétiquement programmées mais dont les mécanismes restent pour
le moment mal connus. Chez les mammiféres, ce mécanisme implique-
rait un complexe multiprotéique formé par les protéines SPO11, RADS0,
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MRET11 et bien d'autres qui restent a identifier (24, 25). S'en suit, une
résection exonucléolytique en 5°. Le brin 3" va alors s'intercaler entre les
deux brins du chromosome homologue formant ainsi la boucle de recombi-
naison (D-loop). Enfin, des mécanismes de réparation de 'ADN finalisent
l'interaction et aboutissent a la formation des chromosomes recombinés.

Il est de plus en plus évident que les points de recombinaison ne sont
pas aléatoires. En effet, il existe des points chauds de recombinaison ot
des marqueurs épigénétiques, a savoir la conformation chromatinienne et
les modifications post-traductionnelles des histones, sont reconnaissables
par les protéines intervenant dans le DSB (26, 27).

Méiose Il

Le spermatocyte Il entre rapidement en deuxieme division méiotique
sans passer par une phase de réplication de TADN. Les chromosomes
se décondensent a minima dans le but de former une chromatine. Les
étapes suivantes sont les mémes que celles d'une mitose a la différence
pres qu'elles impliquent 23 chromosomes. Elles durent 24 heures environ
et aboutissent a la séparation des chromatides sceurs et a la naissance de
deux spermatides.

Régulation de la méiose

Les mécanismes de régulation de la méiose ne sont pas encore
completement élucidés. Le premier point de régulation est la décision
méme de l'entrée en méiose. Des études récentes soutiennent que son
initiation ferait intervenir l'acide rétinoique qui stimule I'expression de
STRAS. Les cellules germinales de souris déficientes en STRAS ne sont
pas capables d'exprimer les modifications signant I'entrée en prophase
méiotique (28, 29).

Par ailleurs, a I'image du cycle mitotique controlé par des cascades de
phosphorylations/déphosphorylations, la méiose est également contrdlée
par des mécanismes moléculaires équivalents. Ces systemes de contréle
veillent au bon déroulement de la méiose et assurent I'élimination des cel-
lules porteuses d'anomalies. Leur mise en place se ferait au stade pachy-
tene de la prophase I chez les mammiferes (30). En effet, les cellules pré-
sentant des défauts de recombinaison sont bloquées au stade pachytene
et éliminées par apoptose. En outre, des protéines telles que les kinases
ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia-Telangiectasia and
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RAD3-related) pourraient jouer un rdle dans la surveillance du bon dé-
roulement de la méiose de fagon similaire a leur réle dans la mitose (31).
Ainsi, les patients souffrant d'ataxie-télangiectasie, pathologie liée a un
déficit de la protéine ATM, présentent, entre autres, une infertilité.

Anomalies de la méiose et infertilité

Les conséquences liées a des anomalies de la méiose sont l'arrét de
maturation germinale conduisant soit a une azoospermie sécrétoire, ou
a la production de spermatozoides porteurs de mutations ou d’aneuploi-
dies. Néanmoins, peu d'études ont observé un lien de cause a effet entre
les erreurs méiotiques et linfertilité. Récemment, des études pangéno-
miques menées dans des populations d’hommes présentant une azoos-
permie ont identifié des mutations (32) ou des polymorphismes alléliques
(33) associés a un arrét méiotique. En outre, une augmentation signifi-
cative du pourcentage de bivalents sans chiasma a été mise en évidence
chez les patients présentant une azoospermie sécrétoire par rapport aux
controles fertiles (34), et ce pour les chromosomes 9, 21, X et Y. Enfin,
les non-disjonctions, qu’elles surviennent en méiose I ou 1, génerent des
gametes aneuploides qui peuvent étre fécondants mais conduisant a des
grossesses qui se terminent par des fausses-couches spontanées.

En conclusion, la méiose est un processus complexe dont les méca-
nismes moléculaires ne sont pas totalement clarifiés. Les défis des études
a venir sont la mise en lumiere des relations entre les différents acteurs et
le role de I'épigénétique dans la régulation de la méiose.

Références

1. Rey RA, Grinspon RP. Normal male sexual differentiation and aetiology of disor-
ders of sex development. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2011 Apr;25(2):
221-38.

2. Kolasa A, Misiakiewicz K, Marchlewicz M, Wiszniewska B. The generation of

spermatogonial stem cells and spermatogonia in mammals. Reprod Biol. 2012
Mar;12(1):5-23.

3. TFreeman B. The active migration of germ cells in the embryos of mice and men is
a myth. Reproduction. 2003 May;125(5):635-43.

243



48

10.

11.

12.
13.

14.

PRESERVATION DE LA FERTILITE

Pannetier M, Pailhoux E. [Sex differentiation: state of the art and future pros-
pects]. Med Sci (Paris). 2011 Oct;27(10):859-65.

Combes AN, Wilhelm D, Davidson T, Dejana E, Harley V, Sinclair A, et al.
Endothelial cell migration directs testis cord formation. Dev Biol. 2009 Feb
1:326(1):112-20.

Rey R. Regulation of spermatogenesis. Endocr Dev. 2003;5:38-55.

Lie G, Hutson JM. The role of cremaster muscle in testicular descent in humans
and animal models. Pediatr Surg Int. 2011 Dec;27(12):1255-65.

Sifer C, Sellami A, Poncelet C, Kulski P, Martin-Pont B, Bottero ], et al. A pro-
spective randomized study to assess the benefit of partial zona pellucida digestion
before frozen-thawed embryo transfers. Hum Reprod. 2006 Sep;21(9):2384-9.
Levy R, Seifer-Aknin I. Place de I'apoptose au cours de la spermatogenese et dans
le sperme éjaculé : relations avec la fécondation. Annales de Biologie Clinique.
2001;59(5):531-45.

Huirne JA, Hugues JN, Pirard C, Fischl F, Sage JC, Pouly JL, et al. Cetrorelix
in an oral contraceptive-pretreated stimulation cycle compared with buserelin in
IVE/ICSI patients treated with r-hFSH: a randomized, multicentre, phase I11b
study. Hum Reprod. 2006 Jun;21(6):1408-15.

Kawamura K, Kumagai ], Sudo S, Chun SY, Pisarska M, Morita H, et al. Paracrine
regulation of mammalian oocyte maturation and male germ cell survival. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2004 May 11;101(19):7323-8.

Ravel C, Jaillard S. [The Sertoli cell]. Morphologie. 2011 Dec;95(311):151-8,
Mruk DD, Cheng CY. Sertoli-Sertoli and Sertoli-germ cell interactions and their
significance in germ cell movement in the seminiferous epithelium during sper-
matogenesis. Endocr Rev. 2004 Oct;25(5):747-806.

Sofikitis N, Giotitsas N, Tsounapi P, Baltogiannis D, Giannakis D, Pardalidis N.
Hormonal regulation of spermatogenesis and spermiogenesis. ] Steroid Biochem
Mol Biol. 2008 Apr;109(3-5):323-30.

15. Jegou B, Pineau C. Current aspects of autocrine and paracrine regulation of sper-

matogenesis. Adv Exp Med Biol. 1995;377:67-86.

16. Jouannet P, Ducot B, Feneux D, Spira A. Male factors and the likelihood of preg-

17.

18.

19.

nancy in infertile couples. 1. Study of sperm characteristics. Int ] Androl. 1988
Oct;11(5):379-94.

De Rooij DG, Griswold MD. Questions about Spermatogonia Posed and An-
swered Since 2000. ] Androl. 2012 Aug 9.

Ruwanpura SM, McLachlan RI, Meachem S]. Hormonal regulation of male germ
cell development. ] Endocrinol. 2010 May;205(2):117-31.

Dadoune J-P. Processus fondamentaux liés a I'évolution des cellules germina-
les miles : nouvelle approche des anomalies de la spermatogenése. médecine

thérapeutique-médecine de la reproduction. 2006;8(2):85-98.

20. Johnson L, Thompson DL, Jr., Varner DD. Role of Sertoli cell number and func-

244



21.

22.

23.

24.

25

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

PHYSIOLOGIE DE LA FONCTION TESTICULAIRE 49

tion on regulation of spermatogenesis. Anim Reprod Sci. 2008 Apr;105(1-2):
23-51.

Dugast I, Jegou B. [Cytokines and Sertoli cell and germ cell interactions]. Contra-
cept Fertil Sex. 1994 Oct;22(10):631-4.

David G, Bisson ], Czyglik F, Jouannet P, Gernigon C. Anomalies morphologiques
du spermatozoide humain. 1) Propositions pour un systeme de classification. ]
Gynecol Obs Biol Reprod. 1975:4:736.

Verhoeven G, Hoeben E, De Gendt K. Peritubular cell-Sertoli cell interactions:
factors involved in PmodS activity. Andrologia. 2000 Jan;32(1):42-5.

Romanienko PJ, Camerini-Otero RD. The mouse Spol1 gene is required for mei-
otic chromosome synapsis. Mol Cell. 2000 Nov;6(5):975-87.

. Antinori M, Licata E, Dani G, Cerusico F, Versaci C, d'Angelo D, et al. Intracyto-

plasmic morphologically selected sperm injection: a prospective randomized trial.
Reprod Biomed Online. 2008 Jun;16(6):835-41.

Fukuda T, Kugou K, Sasanuma H, Shibata T, Ohta K. Targeted induction of mei-
otic double-strand breaks reveals chromosomal domain-dependent regulation of
Spoll and interactions among potential sites of meiotic recombination. Nucleic
Acids Res. 2008 Feb;36(3):984-97.

Balaban B, Yakin K, Alatas C, Oktem O, Isiklar A, Urman B. Clinical outcome of
intracytoplasmic injection of spermatozoa morphologically selected under high mag-
nification: a prospective randomized study. Reprod Biomed Online. 2011 Feb 15.
Bartoov B, Berkovitz A, Eltes F, Kogosovsky A, Yagoda A, Lederman H, et al.
Pregnancy rates are higher with intracytoplasmic morphologically selected sperm
injection than with conventional intracytoplasmic injection. Fertil Steril. 2003
Dec;80(6):1413-9.

Lin Y, Gill ME, Koubova ], Page DC. Germ cell-intrinsic and -extrinsic factors gov-
ern meiotic initiation in mouse embryos. Science. 2008 Dec 12;322(5908):1685-7.
Li XC, Schimenti JC. Mouse pachytene checkpoint 2 (trip13) is required for com-
pleting meiotic recombination but not synapsis. PLoS Genet. 2007 Aug;3(8):¢130.
Barlow C, Liyanage M, Moens PB, Tarsounas M, Nagashima K, Brown K, et al.
Atm deficiency results in severe meiotic disruption as early as leptonema of pro-
phase 1. Development. 1998 Oct;125(20):4007-17.

Miyamoto T, Hasuike S, Yogev L, Maduro MR, Ishikawa M, Westphal H, et al.
Azoospermia in patients heterozygous for a mutation in SYCP3. Lancet. 2003 Nov
22;362(9397):1714-9.

Sato H, Miyamoto T, Yogev L, Namiki M, Koh E, Hayashi H, et al. Polymorphic al-
leles of the human MEI1 gene are associated with human azoospermia by meiotic
arrest. ] Hum Genet. 2006;51(6):533-40.

Sun F, Mikhaail-Philips M, Oliver-Bonet M, Ko E, Rademaker A, Turek P, et al.
The relationship between meiotic recombination in human spermatocytes and an-
euploidy in sperm. Hum Reprod. 2008 Aug;23(8):1691-7.

245



Chapitre 3

Histologie de
I'appareil génital masculin

C. Dupont, B. Martin-Pont, R. Lévy

1. Les testicules

Les testicules, organes pairs, sont localisés dans les bourses et fixés au scrotum par
le gubernaculum testis au niveau de leur pdle inférieur. Leur pole supérieur est en
continuité avec le cordon spermatique dans lequel cheminent les vaisseaux et les
nerfs. Ils présentent a la fois une fonction endocrine par la sécrétion d’hormones
sexuelles et une fonction exocrine avec la production de spermatozoides.

1.1. Architecture testiculaire

1.1.1. Les enveloppes du testicule

Le testicule est protégé par différentes enveloppes. Le scrotum, I'enveloppe la plus
externe, est constitué d’'une peau riche en follicules pileux et en glandes séba-
cées et sudoripares qui recouvre le muscle lisse de Dartos. La tunique vaginale,
séreuse, recouvre l'albuginée, tissu conjonctif trés vascularisé. Au poéle antéro-
supérieur du testicule, en regard de I'épididyme, I'albuginée s’épaissit et s’enfonce
en profondeur pour former les corps de Highmore.

1.12. Le parenchyme testiculaire et les voies spermatiques
intra et extra-testiculaires

Chaque testicule est composé de nombreux lobules (200 & 300) qui sont sépa-
rés par des cloisons conjonctives (les septa testis). A I'intérieur de chaque lobule
se trouvent plusieurs tubes séminiféres (3 a 5), peletonnés, trés longs (80 cm a
1 m), d'un diamétre compris entre 150 et 300 pm. Le tissu interstitiel comble les
espaces entre les tubes séminiferes (Figure 1). Les tubes séminiféres rejoignent
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le rete testis (réseau testiculaire) qui se prolonge par les cones efférents a partir
desquels des canaux confluent vers la téte de I'épididyme.

Une vascularisation sanguine distribuée a la surface de I'albuginée provenant
de I'artére testiculaire se ramifie dans les cloisons interlobulaires.

Figure 1 - Parenchyme festiculaire : tubes séminiféres (TS) et tissu inferstitiel (TJ).
(Coloration : trichrome de Masson).

1.2 Le tissu interstitiel ou glande endocrine
du testicule (Figure 2)

Le tissu interstitie] comble les espaces entre les tubes séminiféres, on y observe
de nombreux vaisseaux sanguins ainsi que des vaisseaux lymphatiques et des
nerfs. Il est constitué de cellules de Leydig, grosses cellules polyédriques (15 a
20 um de diameétre) comportant un noyau central et un nucléole bien marqué.
En microscopie électronique, on peut observer un réticulum endoplasmique lisse
développé, ainsi que de nombreuses mitochondries a crétes tubulaires. De nom-
breuses inclusions lipidiques, reflet de la synthese de testostérone par les cellules,
et des inclusions protidiques (cristalloides de Reinke) sont présentes. Leur fonc-
tion principale est la syntheése de testostérone a partir du cholestérol régulée par la
Luteinizing Hormone (LH). Les cellules de Leydig produisent également I'Insulin-
like factor 3 (INSL3) qui controle, chez I'adulte, la survie des cellules germinales.
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Figure 2 - Tissu infersfitiel.

Présence de cellules de Leydig (CL) entre les tubes séminiféres (TS). (Coloration : trichrome
de Masson).

1.3. Les tubes séminiféres

Les tubes séminiferes assurent la fonction exocrine du testicule, C’est a dire la
production de gameétes matures : les spermatozoides.

L’épithélium séminifere est délimité par une gaine péritubulaire d’une épais-
seur de 5um, constituée d’une lame basale, de plusieurs couches de cellules
myoides péritubulaires, de fibres de collagénes et de fibroblastes. Il s’agit d’'un
épithélium haut, pluristratifié, constitué a la fois de cellules somatiques, les cel-
lules de Sertoli, et de cellules germinales disposées entre elles sur toute la hauteur
de Iépithélium.
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Figure 3 - Epithélium séminifere.

L'épithélium séminifére est délimité par une gaine péritubulaire entourant un épithélium haut,
pluristratifié, constitué de cellules de Serfoli et de cellules germinales disposées sur toute la
hauteur de I'épithélium. (Coloration : trichrome de Masson).

1.31. Les cellules de Sertoli

(Figure 4)

Les cellules de Sertoli ont un aspect pyramidal et s’étendent depuis la lame basale
jusqu’a la lumiére du tube séminifere. Leur noyau situé en position basale, de
forme triangulaire et d’aspect clair, présente un gros nucléole bien visible et une
chromatine fine. En microscopie optique, le cytoplasme est peu visible du fait de
la disposition des cellules germinales.

En microscopie électronique, le cytoplasme des cellules de Sertoli apparait
tres riche en organites (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique lisse, réti-
culum endoplasmique granuleux). Les jonctions serrées proches de la lumiere
(compartiment adluminal) assurent la cohésion des cellules. Au poéle apical, de
nombreuses vésicules de phagocytose participent a la spermiogénése.

La position des cellules de Sertoli dans le tube séminifére leur confére un role
fondamental pour le contréle de la spermatogénese. Leur nombre est corrélé au
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Figure 4 - La cellule de Sertoli et les cellules germinales.

nombre de cellules germinales susceptibles de former des spermatozoides. Les
nombreuses fonctions des cellules de Sertoli permettent le développement des
cellules germinales jusqu’au stade de spermatozoides et leur progression depuis
la lame basale vers la lumiere du tube séminifére.

Les cellules de Sertoli assurent le soutien et la cohésion des cellules germi-
nales. Elles établissent des jonctions communicantes avec les cellules germinales
voisines et les autres cellules de Sertoli au niveau du compartiment basal.

Elles établissent une barriére impermeéable, la barriére hémato-testiculaire
séparant le compartiment basal du compartiment adluminal. Elle est composée
de I'endothélium vasculaire, des cellules péritubulaires et des cellules de Sertoli
elles mémes. Cette barriére régule le transport des molécules : elle permet le pas-
sage sélectif d’eau, d’électrolytes, de nutriments, d’acides aminés et d’hormones
de I'espace interstitiel vers le compartiment adluminal. Elle est indispensable au
déroulement de la spermatogénése.

La barriére hémato-testiculaire isole les cellules germinales entrées en méiose
de la circulation systémique, leur procurant ainsi une protection immunitaire.

Les cellules de Sertoli sont également impliquées dans la progression des cel-
lules germinales vers la lumiére du tube séminifére. Le cytosquelette (microtu-
bules, microfilaments d’actine et filaments intermédiaires de vimentine) joue un
role important dans la migration des cellules germinales. De plus, les protéases
et les inhibiteurs de protéase, synthétisés par les cellules de Sertoli, contrdlent
le déplacement des spermatocytes du compartiment basal vers le compartiment
adluminal. La barriere hémato-testiculaire constitue un systtme dynamique
qui s’ouvre et se referme pour permettre aux spermatocytes de migrer vers le
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compartiment adluminal ou ils achéveront leur méiose. L’urokinase ainsi que les
activateurs du plasminogene dégradent les complexes de jonctions.

Les cellules de Sertoli sont indispensables au déroulement de la spermiogé-
nese (différenciation des spermatides en spermatozoides). Les cellules de Sertoli
éliminent les corps résiduels et les cellules germinales anormales par phagocy-
tose. La procathepsine L intervient dans la libération des spermatozoides. La
collagénase de type IV et d’autres métalloprotéases permettent le remodelage tis-
sulaire pendant la spermiogénese.

L’épithélium séminifére n’étant pas vascularisé, la nutrition des cellules ger-
minales se fait par 'intermédiaire des cellules de Sertoli. Celles ci transportent des
nutriments venant du tissu interstitiel et synthétisent du lactate et du pyruvate,
nécessaires aux cellules germinales qui ne métabolisent pas le glucose. La cellule
de Sertoli sécrete des protéines de transport comme 'androgen binding protein
(ABP) qui assure le transport des androgenes, la transferrine et la ceruloplasmine
permettant 'apport de fer et de cuivre aux cellules germinales.

Les cellules de Sertoli synthétisent et sécrétent également de nombreux fac-
teurs paracrines contrdlant la prolifération, la différenciation et le métabo-
lisme des cellules germinales.

132 La spermatogénése

La spermatogénése est un phénomene continu a partir de la puberté. Les cellules
germinales souches se multiplient et se différencient aboutissant a la formation
des spermatozoides. La spermatogénese évolue du compartiment basal vers la
lumiére du tube séminifére (évolution centripéte) sous le controle des cellules de
Sertoli. On distingue trois phases : une phase de prolifération des spermatogonies
(mitoses), les phases méiotiques permettant le brassage génétique et la spermio-
génese. La durée totale de la spermatogénese est constante pour une espece don-
née : elle est de 74 jours chez ’homme.

Les spermatogonies, situées dans le compartiment basal, constituent le pool de
réserve. Il s’agit de petites cellules arrondies ou ovalaires, de 10 a 15 pm de dia-
metre. Elles présentent trois aspect en fonction de leur noyau : les cellules Ad
(dark) ont une chromatine fine et sombre, les cellules Ap (pale) ont une chro-
matine claire, les cellules B ont un noyau présentant des mottes chromatiniennes
avec un nucléole bien visible. L’homéostasie du pool de spermatogonies résulte
de I'équilibre entre la prolifération cellulaire par mitoses (renouvellement cellu-
laire) et la mort cellulaire programmée (apoptose). Certaines spermatogonies Ap
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se différencient en donnant les spermatogonies B qui se divisent a leur tour et
donnent des spermatocytes de type L

Les spermatocytes de type I, volumineuses cellules arrondies, débutent leur
méiose. Ce stade de premiére division dure 23 jours et aboutit aux spermatocytes
de type IL.

Les spermatocytes de type II sont des cellules rondes, plus petites qui entrent
en deuxiéme division de méiose, étape tres rapide (1 jour). Elles aboutissent aux
spermatides.

Les spermatides, cellules les plus petites (6 & 7 pm), sont trés nombreuses. On
observe des spermatides jeunes et rondes, des spermatides intermédiaires en
cours d’élongation et des spermatides matures allongées.

Au cours de la spermiogéneése, les spermatides subissent un certain nombre
de remaniements cellulaires pour aboutir aux spermatozoides. La formation de
I'acrosome résulte de la fusion des vésicules golgiennes contenant des enzymes.
L’acrosome recouvre les deux tiers antérieurs du noyau. Des remaniements
nucléaires ont lieu, le noyau se condense et s’allonge avec le remplacement pro-
gressif des histones par les protamines. Le flagelle se développe a partir du cen-
triole distal, formant la structure de I'axonéme. Le cytoplasme se redistribue et
les corps résiduels sont phagocytés par les cellules de Sertoli. Les mitochondries
se disposent en spirale autour de la partie initiale du flagelle, jusqu’a la zone
d’étranglement ('annulus) constituant la piéce intermédiaire du spermatozoide.

1.33. Le spermatozoide (Figure 5)

Les spermatozoides sont libérés dans la lumiére du tube séminifére (spermiation).
Ils rejoignent les tubes droits, le rete testis puis I'épididyme ol leur maturation se
poursuit. Ils sont stockés principalement dans la queue de I'épididyme jusqu’a
leur émission (éjaculation).

Le spermatozoide, cellule mobile, présente trois parties. La téte, d'une lon-
gueur d’environ 4,1um et d’une largeur de 2,8 um (OMS, 2010%) est composée
d’un noyau haploide qui fournit a 'embryon la moiti¢ du matériel génétique,
d’un cytoplasme réduit et de 'acrosome. Lui fait suite la piéce intermédiaire
d’une longueur équivalente a celle de la téte, au niveau de laquelle sont locali-
sées les mitochondries, et la piéce principale du flagelle (45 pm), qui apporte
au spermatozoide sa mobilité, puis la piéce terminale. L’axonéme, qui parcourt
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Figure 5 - Spermatozoide observé en microscopie électronique

la longueur du flagelle, s’arréte avant la piece terminale, composé d’un dou-
blet central de microtubules entouré de neuf doublets périphériques. La gaine
mitochondriale disposée de fagon hélicoidale entoure la piéce intermédiaire.
Au niveau de la piéce principale, une gaine fibreuse entoure les fibres denses.

1.34. Régulation de la spermatogénése

Le fonctionnement testiculaire est sous la dépendance d’hormones qui agissent
de fagon endocrine et paracrine (Figure 6).

L’hypothalamus sécrétant la GnRH (Gonadotrophine Releasing Hormone)
de fagon pulsatile stimule la synthése de LH (Luteinizing Hormone) et de FSH
(Follicle Stimulating Hormone) par 'hypophyse. La LH stimule la synthese et
la sécrétion de testostérone par les cellules de Leydig en se liant a un récepteur
présent sur ces cellules. La FSH, via des récepteurs présents sur les cellules de
Sertoli, stimule la synthese d’inhibine B, qui exerce un rétrocontréle négatif sur
I’hypothalamus et I’hypophyse et stimule la spermatogénése.

La spermatogéneése est également controlée par de nombreux facteurs auto-
crines et paracrines qui exercent leur action via le réseau de communications
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intercellulaires. Les cellules germinales ne possédant pas de récepteurs hormo-
naux, la régulation de la spermatogénése utilise les jonctions communicantes
entre les cellules de Sertoli et les cellules germinales. Les cellules de Sertoli pro-
duisent de nombreux facteurs (cytokines et facteurs de croissance) qui inter-
viennent dans la multiplication et la différenciation des cellules germinales.
Parmi les mieux décrits, les interleukines (IL-1 et IL-6) jouent un réle dans la
réplication de TADN des cellules germinales. L'IL-1 est activé par la phagocy-
tose des corps résiduels et stimule la synthése d’ADN dans les spermatogonies
et dans les spermatocytes. L’IL-6 qui est induit par I'IL-1 inhibe, au contraire, la
synthése ’ADN (Figure 7).

2. Les voies excrétrices

2.1. Les voies intra-testiculaire : tubes droits et refe testis

Les tubes droits sont de courts segments de 25 um de diameétre faisant suite aux
tubes séminiferes. Leur paroi est constituée d’une seule assise de cellules cubiques
(cellules de Sertoli transformées). Ces tubes droits servent de jonction entre les
tubes séminiferes et le rete testis.

Le rete testis formé par les corps de Highmore est un réseau de canaux tapissé
par un épithélium pavimenteux simple qui repose sur une lame basale.
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22 Les cénes efférents

Les cones efférents composés de canaux efférents, font suite au refe testis et tra-
versent I'albuginée. Ils sont constitués par un épithélium haut pseudo-stratifié
de hauteur inégale. Les canaux efférents sont entourés d’une couche de fibres
musculaires lisses qui modulent la taille de la lumiére. Trois types cellulaires com-
posent 'épithélium.

Les cellules ciliées sont des cellules prismatiques avec un gros noyau en posi-
tion basale. De nombreux organites (réticulum endoplasmique, mitochondries)
sont observables en microscopie électronique. Ces cellules permettent le brassage
du liquide séminal.

Les cellules glandulaires ou sécrétrices sont également des cellules pris-
matiques avec un noyau en position basale et riches en organites. Des vésicules
sécrétrices sont présentes a l'apex des cellules.

Les cellules basales, facilement repérables, sont de petites cellules aplaties
situées au niveau basal. Elles permettent le renouvellement des deux autres types
cellulaires.

Les spermatozoides apres passage dans les cones efférents rejoignent ensuite
I'épididyme. Les canaux efférents jouent également un réle dans la résorption du
liquide séminal et la sécrétion des protéines.

2.3. L'épididyme ou canal épididymaire

L’épididyme est un tube de 7-8 m de long composé de 3 segments histologi-
quement différents : la téte, le corps et la queue. La téte, trés pelotonnée, forme
un renflement en position antéro-supérieure du testicule. Le corps et la queue de

*épididyme plus déroulés rejoignent le pole postéro-inférieur.

Le canal épididymaire est constitué d’un épithélium prismatique pseudo-stra-
tifié composé de deux types cellulaires : des cellules glandulaires prismatiques a
stéréocils qui présentent de nombreuses vésicules de pinocytose et d’endocytose,
des lysosomes et des corps multi-vésiculaires, et des cellules basales qui assurent
le renouvellement cellulaire. L’épithélium diminue de hauteur de la téte vers la
queue. Il est entouré par un tissu conjonctif richement vascularisé et par une
couche de cellules musculaires lisses qui s’épaissit de la téte vers la queue.

Les spermatozoides acquiérent progressivement leur pouvoir fécondant au
cours de leur trajet dans I'épididyme, au contact du fluide épididymaire. Ils sont
stockés dans la queue.
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Figure 8 - L’épidlidyme est constitué c'un épithélium prismatique pseudo-stratifié composé de cellules
glandulaires prismatiques ¢ stéréocils et de cellules basales. (Coloration : trichrome de Masson).

Au niveau de la téte de I'épididyme, 90 % du fluide testiculaire est réabsorbé.
Les cellules de la téte et du corps synthétisent entre autre I'a-glucosidase. La car-
nitine et 'acétylcarnitine sont tres concentrées dans le corps de I'épididyme. Les
cellules de la queue de I'épididyme synthétisent des lipides. Toutes ces fonctions
sont régulées par la sécrétion d’androgeénes.

24. Le canal déférent

Le canal déférent fait suite a la queue de I'épididyme. Sa longueur est de 40 a
45 cm pour un diameétre de 2 mm.

La lumiére est étroite et festonnée. Elle est bordée par un épithélium prisma-
tique pseudostratifié de composition proche de celle de la queue de I'épididyme.
Le chorion est constitué de tissu conjonctif lache, riche en élastine. La couche
musculeuse est trés développée et composée de 3 tuniques : une couche longitudi-
nale interne, une couche circulaire moyenne et une couche longitudinale externe
qui est entourée par 'adventice.

Le canal déférent termine son trajet au niveau de 'abouchement des vésicules
séminales par une portion renflée : 'ampoule déférentielle. Il se continue ensuite
par le canal éjaculateur puis par I'urétre prostatique.
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25. L'urétre

L’urétre masculin est constitué de 3 segments :

o lurétre prostatique (3 cm) ;

« l'uretre membraneux qui traverse le périnée (1 cm) ;

« et l'urétre spongieux qui traverse le pénis.

La muqueuse irréguliére présente un épithélium de type urinaire pres de
la vessie qui devient cubique stratifié et pavimenteux pluristratifié, non kérati-
nisé a proximité du méat urinaire. De petites glandes intra ou extra-épithéliales
sont situées dans le chorion (glandes de Littre). La musculeuse est composée de
2 couches : une longitudinale interne et une circulaire externe.

3. Les glandes annexes

3.1. Les vésicules séminales

Les deux vésicules séminales se jettent avec le canal déférent dans le canal éjacu-
lateur apres 'ampoule déférentielle.

Ce sont deux grandes glandes lobulées constituées de tubes pelotonnés sépa-
rés par cloisons conjonctives. Les tubes sont tapissés par un épithélium contourné,
unistratifié composé de 2 types cellulaires : les cellules principales glandulaires

Figure 9 - Les vésicules séminales sont fopissées par un épithélium confourné, unistratifié composé de
cellules principales glandulaires et de cellules basales. (Coloration : Trichrome de Masson).
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et les cellules basales. La muqueuse présente de nombreux replis et délimite des
cavités de taille variable. Autour de la muqueuse, s’établissent les tuniques mus-
culaires et I'adventice.

Les vésicules séminales élaborent la majeure partie du volume plasma sémi-
nal de pH alcalin. Elles sécrétent de I'eau, des électrolytes et des sucres, notam-
ment le fructose qui est un marqueur de lactivité des vésicules séminales. Elles
produisent des protéines ayant des propriétés antibactériennes (lactoferrine et
lysosyme), des immunosuppresseurs, des facteurs de dé-capacitation et des fac-
teurs de coagulation. Des prostaglandines favorisant les contractions utérines et
activant la migration des spermatozoides, ainsi que de la vitamine C entrent dans
la composition du plasma séminal.

32. La prostate

La prostate est une glande exocrine unique de 20 g entourée d’une capsule
conjonctive fibro-élastique, riche en cellules musculaires lisses. Elle est consti-
tuée par une cinquantaine de glandes tubulo-alvéolaires ramifiées dont les
canaux excréteurs s’abouchent dans l'uretre prostatique. Trois groupes de

Figure 10 - La prostate présente un épithélium prismatique simple constitué de cellules basales
et de cellules excrétrices (apex clair). (Coloration : trichrome de Masson).
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glandes concentriques s’organisent autour de I'urétre prostatique : les glandes
péri-urétrales internes, les glandes péri-urétrales externes et les glandes
principales.

L’épithélium prismatique simple est constitué de cellules basales et de cel-
lules excrétrices. Les cellules excrétrices présentent un apex clair du a leur
activité phosphatase acide, marqueur de la fonction prostatique. La pros-
tate sécrete un liquide épais et blanc dont le pH est légérement acide. Cette
sécrétion prostatique contient de la spermine et de la spermidine, de I'acide
citrique, de Palbumine, des enzymes protéolytiques telles que la fibrinolysine,
des phosphatases acides, des facteurs de liquéfaction du sperme et des ions
(zinc, magnésium, calcium).

Des calcifications (sympexions de Robin) sont observables : leur nombre aug-
mente avec ['age.

3.3. Les glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cowper

Ce sont de petites glandes tubulo-alvéolaires d’aspect lobulé qui s’abouchent
dans l'urétre membraneux et sécrétent un mucus permettant de la lubrification
de l'uretre avant I'éjaculation. Elles permettent la protection des spermatozoides
contre I'acidité de I'urine.

4. Le sperme

Le sperme est le produit de I'éjaculat. Il est composé des sécrétions testiculaires,
des spermatozoides et du liquide séminal (majorité du volume).

Le liquide séminal est composé des sécrétions des vésicules séminales (50 a
60 %, pH basique), des sécrétions prostatiques (154 30 %, pH acide), du fluide épi-
didymaire (5a 10 %) et des sécrétions des glandes de Cowper (tres faible volume).
D’apres les normes établies par 'OMS en 2010', le volume normal est supé-

rieur a 1,5 ml, le pH doit étre supérieur ou égal a 7,2 et la concentration en sper-
matozoides doit étre supérieure a 15.10%/ml.

1 World Health Organization, WHO, Laboratory Manual for the Examination and Processing of
Human Semen. 5™ ed., Geneva, 2010.
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Abstract

Background/Aim: Excess of fat intake is dramatically increasing in women of childbearing age and results in numerous
health complications, including reproductive disorders. Using rabbit does as a biomedical model, the aim of this study was
to evaluate onset of puberty, endocrine responses to stimulation and ovarian follicular maturation in females fed a high fat
high cholesterol diet (HH diet) from 10 weeks of age (i.e., 2 weeks before normal onset of puberty) or a control diet (C diet).

Methodology/Principal Findings: Three experiments were performed, each including 8 treated (HH group) and 8 control (C
group) does. In experiment 1, the endocrine response to Gonadotropin releasing hormone (GnRH) was evaluated at 13, 18
and 22 weeks of age. In experiment 2, the follicular population was counted in ovaries of adult females (18 weeks of age). In
experiment 3, the LH response to mating and steroid profiles throughout gestation were evaluated at 18 weeks of age. Fetal
growth was monitored by ultrasound and offspring birth weight was recorded. Data showed a significantly higher
Luteinizing hormone (LH) response after induction of ovulation at 13 weeks of age in the HH group. There was no difference
at 18 weeks, but at 22 weeks, the LH response to GnRH was significantly reduced in the HH group. The number of atretic
follicles was significantly increased and the number of antral follicles significantly reduced in HH does vs. controls. During
gestation, the HH diet induced intra-uterine growth retardation (IUGR).

Conclusion: The HH diet administered from before puberty onwards affected onset of puberty, follicular growth, hormonal
responses to breeding and GnRH stimulation in relation to age and lead to fetal IUGR.
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Introduction of oxidative stress [3,4]. Oxidative stress is well known to be
- ) ) detrimental in many tissues, including the female reproductive

"\.d“h lifestyle - g‘(‘Tl(‘rally diet and S(‘dcma.ry hal).lls as W(‘l.l as tract [5]. Compromised oocyte quality, altered pubertal develop-
environmental chemicals are known factors impacting the fertility

ment and hormonal and ovulatory dysfunction have been
of men and women. According to the recent national observa-

described.
tional study “Obésité-Epidémiologie” (ObEpi), the prevalence of

overweight (defined by a Body Mass Index (BMI) >25 kg/m?) and
obesity (BMI >30 kg/m?) among French women is 25% and 15%
respectively [1]. The weight of women in childbearing age is
dramatically increasing by about 0.5 to 0.7 kg/year. Moreover, in

Early onset of puberty has also been described in animals fed a
high fat diet or in models of obese animals. Feng Li et al. [6]
showed a dramatic acceleration of the LH pulse frequency
concomitant with an early onset of puberty in rat fed a high fat
diet. Even the short term (7 days) administration of a fat enriched
diet can significantly modify endocrine responses, inducing higher
plasma LH concentrations in rats [7]. In pigs, Iberian gilts, which
are naturally obese due to leptin resistance subsequent to a
mutation in the leptin receptor, have an earlier onset of puberty
compared to other breeds [8]. In primates, precocious menarche

Europe, lipid intake represents more than 32% of food intake with
a high proportion of saturated fat [2]. The Normal Weight Obese
syndrome, which affects up to 37% of apparently healthy patients,
is characterized by a BMI <25 together with a high fat mass
(>30%), leading to high inflammatory cytokines and a high level
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was reported in rhesus monkeys fed a high calorie diet, in
association with high nocturnal plasma LH concentrations [9].

In adults, numerous studies have demonstrated a reduced LH
surge in adult obese women. Overweight and obese women were
found to have a longer follicular phase and reduced plasma LH
concentrations [10,11,12]. In a study where 22 fertile, overweight
or obese women were compared with 10 fertile, normal-weight
women, the overweight group had lower plasma LH concentra-
tons compared with normal weight women and LH concentra-
tions were negatively correlated to BMI and waist circumference
[13]. An additional study including 18 premenopausal, eumenor-
rheic (nonpolycystic syndrome) morbidly obese women and 12
cumenorrheic, normal-weight subjects found a dramatic reduction
of both the amplitude and the mean LH concentration in the
morbid obesity group [14]. In women, it has been suggested that
the pituitary response to endogenous GnRH is attenuated by
obesity. Recent work in Assisted Reproductive Technologies
(ART) has shown that obese patient require higher doses of
gonadotropins and prolonged ovarian stimulation compared to
normal weight individuals [15,16,17]. Other studies, however,
have failed to demonstrate a difference in the ovarian response to
stimulation in obese women [18,19,20].

Effects of high fat diets were also observed on the ovarian
function. In rats, the administration of a cafeteria diet was shown
to negatively affect female reproduction by reducing the number
of oocytes (median number (interquartile range) of oocytes in
cafeteria diet fed females [1(0/6)] vs. chow-fed rats [10(8/12)]) and
preantral follicles in the ovary [21]. In obese hyperinsulinemic (fa/
fa) adult rats, the ovaries from the obese rat contained more
corpora lutea, antral, pre antral and atretic follicles compared to
controls, with a positive association between follicular atresia and
the expression of the pro apopotic factor of transcription FOXO1
[22]. Similarly, the number of follicles present in the ovary of
obese, ob/ob mice, is reduced and granulosa cell apoptosis and
follicular atresia are increased [23].

In the same model, excessive lipid storage was shown to induce
ovarian function disorders with advanced follicular atresia,
apoptosis and defective steroidogenesis [24]. In contrast to what
has been found in rodents, fat supplementation in lactating cows
did not appear to affect follicular growth, although luteal
progesterone was reduced in supplemented cows [25]. In the
obese Iberian pig model, the ovarian follicular population, plasma
estradiol concentrations and ovulation rates were not different
compared to lean pigs [26].

High fat diets appear to induce different effects on reproduction
according to the model, the age, the exposure and/or the fat
content in the diet. The objective of this work was to explore the
effects of a high fat, high cholesterol diet administered from the
prepubertal period on the onset of reproductive function,
endocrine status and follicular growth, using a previously
established rabbit model [27]. The rabbit was chosen as a model
because of its decisive advantages over the rat or mouse models for
the proposed longitudinal studies [28]. Indeed, it is a preferred
model for diet-induced lipid metabolic disorders and insulin
resistance [29] and its size allows for repetitive blood sampling and
transabdominal ultrasound during pregnancy.

Materials and Methods

Ethical Statement

The experiment was performed in accordance with the
International Guiding Principles for Biomedical Research involv-
ing Animals as promulgated by the Society for the Study of
Reproduction and in accordance with the European Convention
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on Animal experimentation. The animal studies were approved by
the local animal care and use committee (CSU UCEA) and
received ethical approval from the local ethics committee
(COMETHEA), under protocol number 12/029. Researchers
involved in the work with the animals possessed an animal
experimentation license (level 1 or 2) delivered by the French
veterinary authorities.

Animals and Diet

Forty-eight female New Zealand rabbits (INRA 1077 or PS 19
line) were housed individually with free access to water, under a 8
hours light/ 16 hours dark photoperiod unless stated below. At 10
weeks of age, they were allocated to one of two groups and fed ad
libitum with either a hyperlipidic hypercholesterolemic diet (HH
group) (n=24) or a control diet (C group) (n=24) containing
respectively 7.71% or 1.83% fat and 0.2% or 0% cholesterol as
previously described [27].

The fat supplementation consisted of soybean oil, i.e. mainly
polyunsaturated fatty acids (N6/IN3 = 6.86). The euthanasia of the
animals was performed by exsanguination after electronarcosis at
the local experimental slaughterhouse, according to the protocol
approved by the local ethics committee and the veterinary services.

Experimental Protocol

The study was organized in 3 consecutive experiments as
summarized in Figure 1.

Experiment 1 m=16). The first experiment was conducted
in does from 10 to 27 wecks of age to evaluate the influence of the
HH diet on the onset of puberty and ovulation disorders according
to age. Experiments were repeated in the same animals at 13, 18
and 22 weeks of age.

Females were fasted overnight, weighed and blood was collected
from the auricular vein into EDTA coated vacutainers for
biochemical dosages (total cholesterol and triglycerides, progester-
one, leptin and estradiol).

The rabbit being an induced ovulator, puberty can only be
assessed by inducing ovulation, either by mating or by chemical
stimulation. Here, the onset of puberty was evaluated by injecting
40 pug of a GnRH analogue (Receptal®) IM after 1 week of
synchronization with light (16 hours of light/8 hours of dark).
Blood was collected for LH assay at 0, 30, 60, 90, 120 and 180
minutes after injection. Blood samples were obtained through a
catheter previously placed in the peripheral ear vein into EDTA
coated vacutainers which were placed on ice until processing.
Samples were centrifuged within an hour of collection and
supernatants stored in several aliquots at —20°C until analysis.

Experiment 2 (n=16). In the second experiment, ovaries
were collected from 18 week old females after slaughter in order to
assess follicular populations in the ovaries and ovarian function.

One week before slaughter, 16 does were synchronised by 16
hours of light and 8 hours of dark by day. At 18 weeks of age, the
body composition was analysed by Total Body Electrical

sonductivity ('OBEC) [30]. After euthanasia, the liver, kidney,
ovaries, interscapular and perirenal fat were weighted. All ovaries
were flash frozen in liquid nitrogen and then conserved at —80°C
for molecular analysis (1 ovary per animal) or fixed in 10%
formalin and processed for histological analysis (1 ovary per
animal).

For histological analysis, ovaries were embedded in paraffin
wax. Four transversal 6 um sections, each spaced from 100 um
minimum from the others, were stained per ovary using a routine
hematoxylin-eosin-saffron (HES). The microscopic observation
was performed blindly in two steps: 16 randomly selected fields per
ovary were observed with x10 magnification (4 fields per section,
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Figure 1. Schematic representation of the experimental protocol. Three experiments were performed, each including 8 treated (HH group)
and 8 controls does (C group). Experiment 1: Influence of HH diet on puberty and hormonal response. Experiment 2: Influence of HH diet on the
ovarian follicular population. Experiment 3: Influence of HH diet on endocrine function during gestation, with fetal growth monitored by ultrasound

and recording of offspring birth weight.
doi:10.1371/journal.pone.0063101.g001

4 sections per ovary) and 4 randomly selected fields at x5
magnification per ovary (2 fields per section, 2 sections per ovary)
using a light microscope combined with a digital camera (DXM
1200, Nikon, Champigny, France). The intermediate magnifica-
tion (x10) was chosen in order to count all smaller follicles
(primordial, primary, secondary) and low magnification (x5) to
count larger ones (tertiary, hemorrhagic, luteum corpus). Boden-
steiner histological criteria were used for follicle classification [31].
Atretic follicles as assessed by the irregular shape of the pellucid
membrane, were also numbered. Repeatability was tested by
reproducing measurements 3 times on the same sample by the
same experimentator.

The expression of 9 genes involved in ovarian development was
studied by RT-qPCR. Total rabbit RNAs were extracted from
cach sample using Trizol® reagent (Invitrogen Life Technologies,
Cergy-Pontoise, France) using the RNeasy Mini kit (QIAGEN SA,
Courtaboeuf, France), following the manufacturer’s instructions.
RT was performed on each sample using 5 ug Dnase-treated
RNA incubated with random hexanucleotide primers with
Superscript II' (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), according to
the manufacturer’s instructions.

Real-time PCR analysis of the different genes was performed
using the ABIPrism 7700 HT apparatus (Applied Biosystems).

PLOS ONE | www.plosone.org

Briefly, PCR was performed in triplicate with the ABsolute blue
QPCR SYBR Green ROX mix (Abgene, Les Ulis,France), using
50 ng of cDNA from the RT. Specific primers were used (data
supplied as Data S1). Control experiments were performed to
ensure that the primers could not amplify any genomic products.
Cycle conditions were as follows: one cycle at 50°C: for 2 min,
followed by 1 cycle at 95°C for 10 min, followed by 45 cycles at
95% for 15 s and 60°C for I min. All expression data were
normalized using the mean expression level for each sample of
three different genes (H2AFX, CPR2 and YWHAZ). Results were
analyzed using Qbase Software (Ghent University, Ghent,
Belgium). Each condition (control or HH diet) represents the
mean of 5 different animals.

Experiment 3 (n=16). The aim of the third experiment was
to measure the effects of the HH diet on hormonal response just
after mating and during gestation. At 18 weeks of age and after
synchronization with light as described in Experiment 2, 8 control
and 8 HH rabbit does were mated with 3 different males. The LH
response was analysed in samples collected from the peripheral ear
vein, through a previously placed catheter, into EDTA coated
vacutainers, 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360 minutes after
mating. Blood samples were collected from the peripheral ear vein
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Figure 2. Mean (+SEM) LH response after induction of ovulation at 13 (A), 18 (B) and 22 weeks (C) of age (ng/ml).

doi:10.1371/journal.pone.0063101.g002

for estradiol (E2) and progesterone (P4) assays 3, 6, 13, 20 and 27
days after mating.

Pregnancy was followed by ultrasound scanning at 13, 21 and
27 days of gestation as described previously [27,32], using a
Voluson V8 (General Electrics Healthcare). Does were allowed to
deliver naturally and offspring were numbered and weighed at
birth.

Total cholesterol and triglycerides were analysed using a
colorimetric  enzymatic technique (OSR  6116-6187-61118
(OLYMPUS, Hamburg, Germany)).

Hormones were assayed in one single assay to avoid inter-assay
variability. LH was measured both after stimulation (experiment 1)
or mating (experiment 3) with a multispecies ELISA, with an intra-
assay variation of 2.5% for values above 1 ng/ml (LH-DETECT®,

PLOS ONE | www.plosone.org

Repro-Pharm, France). Leptin was measured in duplicate with a
multi-species leptin RIA Kit (LINCO Research, Missouri, USA)
(25 pL) with an intra-assay variation below 5% [33]. Estradiol was
measured in duplicate by using the I'*® E2 Diasorin RIA Kit with
an intra-assay of 8% (Sorin diagnostic, Antony, France). Proges-
terone was measured in duplicate (25 and 40 pL) by direct RIA
method (without extraction) using an in-house antibody. Intra-
assay variation was 25%.

Statistical Analyses

Non parametric statistical analyses were used. For LH response,
areas under the curves (AUCs) were calculated for each animal
and data analysed using the Mann and Whitney test. The others
variables were analysed by a comparison of means using the
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of age for progesterone (C). Median values are indicated by the red line within the box. The upper point (in purple) and the lower point (in blue)
represent the first and the third quartile respectively. The highest and the lowest values are representing by circle and square respectively. *indicates
P<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0063101.g003

Wilcoxon test (PROC NPARIWAY, SAS version 9.1; SAS
Institute, Cary, NC). For progesterone and estradiol values,
rabbits were also classified according to the peak value time and a
Fisher’s test was used to analyse repartition. All results are
expressed as means * Standard Error of the Mean (SEM) (figures

as curves) or as median (quartilel; quartile3) (box plot figures).
Significance was defined as P=0.05.
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Table 1. Mean number follicles (intermediate magnification).
Type of follicle HH diet Control diet P
Primordial 289.00+29.64 340.20+37.05 0.14

Type | 30.60+3.51 29.70+£3.91 043

Small type II 16.70+2.48 14.70+3.24 0.31

Large type Il 12.00+2.42 13.50%£2.18 0.32
Antral 9.50*1.85 12.20%+1.49 0.13
Atretic 51.40+4.83 39.10£5.02 0.05
Hemorrhagic 3.60:0.65 6.20%+0.96 0.02
Corpus luteum 0.00+0.00 0.12+0.13 0.16
Corpus albicans 0.60+0.26 0.25*+0.16 0.12
Follicles are classified in 9 categories. The counting was realized using one
ovary per rabbit and per group (intermediate magnification).
doi:10.1371/journal.pone.0063101.t001

Results

Experiment 1

Weight and metabolic blood test results. The HH diet did
not induce obesity, as no significant difference in body weight was
observed at 13, 18, 22 and 27 weeks (data supplied as Data S2).

Plasma cholesterol concentrations were significantly higher in
HH does compared to controls, at all times. However, no
significant difference was found between HH and Controls for
plasma triglyceride concentrations (data supplied as Data S3 and
S4).

Hormonal response after induction of ovulation. The
LH response to GnRH stimulation according to age is shown in
Figure 2. At 13 weeks, the peak LLH concentrations in response to
GnRH was significantly higher in HH does (P<<0.02). At 18 weeks,
no difference was found between the two groups (P=0.428). At 22
weeks, the LH response was significantly reduced in HH does
(P<<0.0001).

Leptin serum concentrations were significantly higher in HH
does compared to controls at 22 weeks of age (2.8 ng/ml (2.7;2.9)
vs. 2.1 ng/ml (2.0;2.2), respectively) P<<0.05) but not before
(Figure 3 (A)). Estradiol concentrations were significantly reduced
in HH does at 18 weeks of age (76.0 pg/mL (66.0;108.5) vs.
137.0 pg/mL (98.5;149.0) respectively, <0.05) (Figure 3 (B)). No
difference was found between groups for progesterone concentra-
tions at any time (Figure 3 (C)).

Experiment 2

Body composition by TOBEC. At 18 weeks of age, HH
does had a significantly higher body lipid content compared with
controls (6.11%£0.19% vs. 5.67%£0.14%, respectively, P=0.04,
other data supplied as Data S5).

Despite a large difference in the means for adipose tissue weight
(mean perirenal+interscapular tissue: 101.84 g £15.41 vs. 82.95 g
*16.90 in HH and Controls, respectively, = 0.20), there was no
significant difference in adipose tissue weight. There was no
significant difference in organ weight either (liver, kidney and
ovaries), data supplied as Data S5).

Histological results. The aim of this analysis was to evaluate
follicular populations in the ovary. Using intermediate x10
magnification, a significantly higher number of atretic follicles
was observed in the HH group compared to controls (51.40+4.83
vs. 39.10£5.02, respectively, P=0.05) (Table 1, Figure 4). Using
the x5 magnification, a significantly reduced number of antral
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follicles was observed in the HH group compared to controls
(7.38%£1.00 vs. 17.88%2.28, respectively, P<<0.001) (Table 2,
Figure 4).

Gene expression in the ovary. The expression of 9 genes
involved in ovarian development was studied by RT-qPCR. These
transcripts fell within functional categories which included: (i)
steroidogenesis (HSD3B2), (ii) germ cell differentiation (VASA),
(ii1) apoptosis (Caspase), (iv) folliculogenesis (FOXL2, FST, GDF9,
BMP15), and (v) receptors (ESR1, ESR2). Of these quantified
transcripts, none showed any significant difference in expression
between the 2 groups (data supplied as Data S6).

Experiment 3

Endocrine response after mating. After mating at 18
weeks of age, all the control does but only 4 out of 7 HH does had
a normal LH response. The three other animals had either no LH
increase at all (N=2) or a delayed response (N = 1) (Figure 5 (A))
but the difference was not significant between the two groups.

During gestation, there was no significant difference between
the groups for plasma estradiol and progesterone concentrations,
although the hormonal peaks appeared to be delayed in HH does
(Figure 5 (B and C)).

Fetal growth and offspring characteristics. All control
females became pregnant whereas the two females that had no LH
response did not become pregnant. The median litter size was 6
pups in the Control group and 7 pups in the HH group, with no
statistical difference between groups.

On ultrasound examination, biparietal diameter, abdominal
circumference and body surface area were significantly smaller in
HH diet fetuses at 27 days of gestation (P=0.012, P=0.001;
P=0.005 respectively) (data supplied as Data S7). At birth, HH
pups were significantly lighter in the HH group compared to
control group (37.3%£1.89 g vs. 47.77%£1.63 g, respectively,
P<0.0001).

Discussion

This study evaluated the effect of a diet supplemented in
soybean oil and cholesterol, administered from before the age of
puberty (13 weeks) on reproductive hormones, ovarian maturation
and ovulation disorders, using a previously used rabbit model. In
summary, although the rabbit does were not overweight, the HH
diet administered from before puberty onwards affected onset of
puberty, follicular growth and hormonal responses to breeding
and GnRH stimulation. Although the number of antral follicles
was decreased and that of atretic follicles increased in HH does,
the ovarian expression of genes involved in folliculogenesis was not
modified. Fertility and prolificity did not appear to be affected,
although 2 does did not get pregnant as a result of a lack of LH
response to mating (LH response and ovulation are induced by
mating in rabbits). In contrast, fetal growth was affected with intra-
uterine growth retardation observed in offspring, as previously
observed [27].

The enhanced LH response at 13 weeks in the HH group
indicates an early puberty onset compared to controls. An early
onset of puberty [9] and of high LH pulse frequency [34,35] has
also been demonstrated in obese rats. In this model, a fat-related
signal has been shown to facilitate the activation of hypothalamic
GnRH release and advance the onset of puberty [6,36]. In rhesus
monkeys, administration of a high-calorie diet results in the
acceleration of growth accompanied with precocious menarche
[6]. In humans, the onset of puberty is influenced mainly by
genetics, lifestyle, environment, nutrition and body fat [37,38,39].
In adults, body size parameters, such as weight or BMI, are
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Figure 4. Ovarian histology. Hematoxylin-eosin-saffron staining ovary sections of rabbits fed a control diet (left panel) or HH diet (right panel) at
low (A,B) or high (C,D) magnification. Compared to the control sample (A), numerous atretic follicle remnants (open arrowheads) are scattered in the
ovary parenchyma of the high fat diet-fed animal (B). With higher magnification, primary (1), secondary (Il) and tertiary follicles (lll) are observed in the
control samples (C) whereas numerous fields in high fat diet-fed animal samples are devoid of maturing follicles and are only composed of atretic
follicle remnants at different stage of involution (D). Scale bars =500 um (A, B) and 100 um (C, D).

doi:10.1371/journal.pone.0063101.g004

Table 2. Mean number follicles according to size (low
magnification).

Type of follicle HH diet Control diet P
Type Il 15.50+2.27 1213+2.01 0.14
Antral 7.3821.00 17.88+2.28 <0.001
Atretic 4438827 31132489 009
Hemorrhagic 3.13+0.61 2.13+0.69 0.14
Corpus luteum  0.00+0.00 0.25+0.16 007

Follicles are classified into 5 categories. The counting was realized using one
ovary per rabbit and per group (low magnification).
doi:10.1371/journal.pone.0063101.t002

PLOS ONE | www.plosone.org

strongly correlated with an earlier onset of puberty [37]. In the
prepubertal age (5-9 years), increased subcutaneous fat and BMI
are associated with increased likelihood of early (<I1 years)
menarche [38]. Interestingly, the studies evaluating whether
nutritional habits (total, unsaturated or saturated fatty acids) could
influence age of menarche are still controversial. Some studies
reported that higher intake of total fat or PUFA intake in
childhood were associated with earlier age at menarche
[39,40,41,42] while others found that a balance towards satured
fat or MUFA decreased the risk of early menarche [41,43]. In any
case, early menarche constitutes a robust marker of obesity and
mortality risk in adult life [44,45]. In humans, an earlier age of
menarche has been associated with an earlier age at menopause
[46,47]. In experiment 3, at 18 weeks of age, although there was
no significant difference in the LH response to GnRH, 2 out of 8
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Figure 5. Hormonal response (LH response, estradiol and progesterone) after mating. (A) Mean *SEM serum LH concentrations (ng/mL)
according to time after mating and response to mating: C animals that all responded (N =7). HH animals that had a LH response (N =5). - HH animal
that had a delayed response (N=1). - HH animals that did not respond (N =2). (B) Mean £SEM serum estradiol concentrations (pg/mL) in HH and C
does at 0, 3, 6, 13, 20 and 27 days of gestation (term: 31 days). (C) Mean =SEM serum progesterone concentration (ng/mL) in HH and C does at 0, 3, 6,
13, 20 and 27 days of gestation (term: 31 days).

doi:10.1371/journal.pone.0063101.g005
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HH does did not respond to mating and 1/8 had a delayed
response. In experiment I, in slightly older animals, at 22 weeks of
age, the HH diet induced a significant decrease of the LH response
in all females after induction of ovulation. In rats, a reduced LH
surge before estrous and a reduction in plasma estradiol leading to
anovulation were reported in females fed a high fat diet (45%
calories from fat) [48]. In humans, a significant reduction of both
amplitude and/or mean LH has been reported in obese compared
to normal weight women [10,11,12,14] and a recent study on 154
normal weight and 25 obese weight women showed that adiposity
may delay the timing and the concentration of hormonal peaks
(progesterone and LH) during the menstrual cycle [13]. In mice,
neonatally undernourished is associated with delayed puberty and
an impairment of the peripubertal GnRH/LH system to respond
to ovariectomy [49].

Moreover, in the present study, circulating estradiol concentra-
tions were significantly reduced in the HH group at 18 weeks, in
agreement with data obtained in one obese rat model [48]. The
anti apoptotic role of estradiol [50] could pessibly explain the
significant increase observed in the number of atretic follicles. A
significant increase in plasma leptin concentrations was only
observed at 22 weeks of age. Unfortunately, these females were not
put down nor their body composition analysed with TOBEC at
that time, so it can only be assumed that this increase in leptin is
related to higher percentage of fat in these animals. It is also
difficult to try and relate this increased plasma leptin to direct
effects on the ovary and more work is needed to elucidate this
question. During gestation both progesterone and estradiol peaks
tended to be delayed in HH does, and HH fetuses were growth
retarded. In women, a positive correlation has been established
between plasma progesterone concentrations and weight gain
during pregnancy. In obese pubertal use, intra-uterine growth
retardation has also been associated with a reduced placental
secretion of progesterone [51]. No association was found, however,
between gestational weight gain, maternal dietary fatty acid intake
and estradiol concentrations [52].

Histological analysis of the ovaries of HH does at 18 weeks of
age showed a higher number of atretic follicles and remnants of
atretic follicles, indicating a possible increase in apoptotic
mechanisms during folliculogenesis. Unfortunately, direct num-
bering of atretic follicle using specific - Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling (TUNEL) on sections of these ovaries,
did not display significative results (data not shown) as this assay is
focused on on-going atresia and do not reveal ended previous
processes evidenced in HES staining by the presence of fibrotic
foct with central hypereosinophilic remnants of the zona pellucida.
Morcover no difference was found in the expression of genes
involved in the ovarian development. In parallel, histological
analysis also showed a significantly reduced number of antral
follicles in the HH group. Previous studies showed that the
administration of a polyunsaturated fatty acids (PUFA) diet to
cows during the periconceptional period reduces the number of
small and middle size ovarian follicles, without affecting oocyte
quality or in vitro cleavage [53]. In contrast, in a sheep model, short
term overnutrition increased the number of large size ovarian
follicles [54]. In agreement with the present study, rat models of
obesity have impaired ovarian follicular growth with increased
apoptosis [21,55], but no difference in morphology nor in the
number of antral follicles [21]. In the rabbit, the ovarian cortex is
thin and is characterized by a small number of primordial and
small developing follicles with a higher number of mature follicles
[56,57]. In terms of reproduction, rabbit females are characterized
by the fact that mating induces ovulation. Follicular growth is a
continuous process with waves of maturation that guarantee
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mature oocytes nearly anytime. During post-natal growth,
secondary, tertiary and antral follicles appear between 4 and 12
weeks of age. Basal growth until antral formation 1s independent of
gonadotrophin secretion whereas terminal follicular development
depends on FSH. Therefore, the beginning of the study (10 wecks
of age) occurred during a key period when hormonal dependence
was starting, between tertiary and antral follicles and it is not
known whether this was an important determinant in the observed
results.

Systemic alterations associated with woman obesity (hyperinsu-
linemia, dyslipidemia, and symptoms of chronic inflaimmation)
extend directly into the ovarian follicular microenvironment.
Overweight and obese women were shown to exhibit elevated
intrafollicular insulin, triglyceride and androgens which were
associated with poor reproductive outcome [58], although there
was no direct relationship between serum and follicular concen-
trations of free fatty acids [59]. Recently, a higher concentration of
inflammatory factors was also observed in the follicular fluid of
infertile obese women [60]. In the present study, the increased
plasma cholesterol concentrations may have induced increased
oxidative stress in the ovary, leading to increased follicular atresia.
Whether direct effects of the maternal diet on the oocyte and/or
effects on the oviductal and uterine environment induced fetal
IUGR also remains to be determined, although the very early
deregulation of gene expression in the embryo with the present
model suggests that the oocyte quality may be affected by the HH
diet [27].

In conclusion, this paper highlights, using an animal model, the
possible adverse effects of unbalanced diets on the reproductive
function and possible fertlity of women. Although the diet used
here is rich in poly-unsaturated fatty acids whereas the diet in
humans consist mainly of saturated fats, this model remains
relevant for hypercholesterolemia and also gives insight in general
effects of high lipid diets. Given the dramatically increasing
prevalence of obesity among women of reproductive age, it is
essential that women be counseled on the reproductive risks of
obesity and dangerous dietary behaviors and the proven benefits of
lifestyle modification. This intervention must occur in the pre-
conception period.
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RESUME

Le surpoids et ’obésité, dont la prévalence augmente réguliérement depuis quelques décennies, ont un impact
négatif sur les fonctions de reproduction masculine. De plus, le concept de DOHAD suggere que
I’environnement trés précoce pourrait programmer a long terme la fertilité d’un individu.

L’objectif de cette thése est d’évaluer, d’une part, la relation entre I’obésité et les parameétres spermatiques,
d’autre part, l’influence de I’environnement maternel et du développement néonatal sur les fonctions de
reproduction masculine.

Dans une étude incluant 300 hommes infertiles, nous avons observé un impact négatif de I’obésité sur 1’intégrité
de ’ADN spermatique. L’obésité abdominale, évaluée par impédancemétrie et mesure du tour de taille, semble
également impacter sur la qualité spermatique. Nous n’avons cependant pas observé d’influence du surpoids ou
de I’obésité sur la capacité des spermatozoides a se fixer a la zone pellucide.

Nous rapportons aussi 1’histoire de 6 patients infertiles présentant une obésité abdominale et une augmentation
de la fragmentation de ’ADN spermatique. Apres quelques mois de prise en charge hygiéno-diététique, une
diminution ciblée de 1’obésité abdominale et une amélioration de I’intégrité de ’ADN spermatique et du bilan
hormonal ont été observées. Les 6 couples ont par la suite obtenu une grossesse et la naissance d’un enfant en
bonne santé.

Concernant I’impact de la croissance in utero sur les paramétres spermatiques masculins, nous avons observé
une corrélation négative entre le poids de naissance et le nombre total de spermatozoides, ainsi qu’une
corrélation positive entre le poids de naissance et la fragmentation de I’ADN spermatique.

Une étude chez le lapin nous a permis d’observer un impact négatif de I’hyperlipidémie-hypercholestérolémie
maternelle sur le poids des testicules et des épididymes des lapins adultes et sur les concentrations en
testostérone, montrant ainsi I’importance de 1’alimentation maternelle dans le développement des fonctions de
reproduction masculine.

Ces résultats confirment I’importance de la corpulence des hommes dans la prise en charge de I’infertilité. Les
effets néfastes de 1’obésité, simplement définie par 'IMC, ou de 1’obésité abdominale, définie par une
augmentation du tour de taille, pourraient étre réversibles avec une prise en charge adaptée. L’alimentation de la
mere pendant la grossesse semble également &tre un facteur important pour la programmation de la fertilité a
long terme. Ce travail s’inclut dans un large projet, qui prend en compte I’origine multifactorielle de I’infertilité
et nécessite une prise en charge multidisciplinaire trés précoce du couple.
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ABSTRACT

Infertility is a public health issue affecting almost 15% of couples in developed countries, in 50 % of cases, a
male factor is involved. The worldwide epidemic of obesity seems to have a negative impact on male fertility.
Moreover, the concept of DOHaD suggests that the very early environment may program long-term fertility.

The objective of this thesis is to evaluate both, the relationship between obesity and sperm parameters, and the
influence of maternal and neonatal environment on male reproductive functions.

In a study including 300 infertile men, we observed a negative impact of obesity on sperm DNA integrity.
Abdominal obesity, measured by bioelectrical impedance and waist circumference, seems also impact sperm
quality. However, body mass index was not associated with sperm—zona pellucida binding ability in subfertile
males. We also report the cases of six infertile patients with abdominal obesity and high sperm DNA
fragmentation rates. After a few months following a dietary program, a reduction of abdominal obesity and
improvements of sperm DNA integrity and hormonal balance were observed. All female partners subsequently
achieved pregnancy and delivered a healthy child.

Considering fetal growth, we observed a negative correlation between birth weight and total sperm count and a
positive correlation between birth weight and sperm DNA fragmentation.

Furthermore, in rabbits, we observed a negative impact of maternal diet induced hyperlipidemia,
hypercholesterolemia, on the testes and epididymes weights and on testosterone concentrations in adults. These
data highlighted the importance of maternal nutrition in the development of male reproductive functions.

These results confirm the importance of male body composition in the management of infertility. The adverse
effects of obesity or abdominal obesity may be reversible with appropriate health care. The maternal diet during
pregnancy also appears to be an important parameter in the programming of offsprings’ long-term fertility. This
work is a part of a larger project, which consider the multifactorial etiology of infertility and requires a
multidisciplinary approach.
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