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Reprotoxicologie

Carlsen et coll. Br. Med. J. 1992 : Diminution significative de la
concentration du sperme chez les hommes fertiles.

Swan et coll. Environ. Health Perspect. 2000
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- 15% des couples consultent pour infertilité (Juul et coll. 1999)
- parametres spermatigues moyens proches de la limite inf.
de normalité (Andersen et coll. 2000 ; Carlsen et coll. 2005)




Reprotoxicologie

Andersen et coll. 2000 : 21% & jeunes < 20 Millions spz/ml
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N. Skakkebaek et coll. 2006 : variations rapides liées a
- mode de vie
- expositions environnementale (perturbateurs endocriniens)



Spermatogenése . rappels...
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Controle hormonal :
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- Stress oxydant
- Toxiques chimiques
—> Altération mobilité des spz



Altération de la

Coupe de tube séminifere

spermatogenese :

-> Altération des spermatozoides :

- Baisse concentration

- Altération morphologie

- Altération stabilité de la chromatine
- Dommages a I'ADN
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hyperacetylation dephosphorylation

ubiquitination®
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R.E. Braun Nat. Genet. 2001
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Indicateurs de santé reproductive &

- Volume éjaculat

- Marqueurs
biochimiques
- Concentration spz - Zinc
- Morphologie spz Taux hormonaux sériques : - Mobilité spz

FSH, LH, Inh. B, Sex Ho bind
Prot, Testostérone...

Coupe de tube séminifére
Membrane

SPERMATOGENESE REGULATION HORMONALE TRACTUS SEMINAL

FERTILITE
- Délai nécessaire a concevoir - Probabilité de concevoir en un temps donné
- Fécondabilité



Indicateurs de santé reproductive &

- Volume éjaculat

- Marqueurs
biochimiques

- Concentration spz - Zinc

- Morphologie spz Taux hormonaux sériques : - Mobilité spz

- Intégrité ADN FSH, LH, Inh. B, Sex Ho bind - Intégrité ADN

- Intégrité chromatine Prot, Testostérone... - Intégrité chromatine

SPERMATOGENESE REGULATION HORMONALE TRACTUS SEMINAL

FERTILITE
- Délai nécessaire a concevoir - Probabilité de concevoir en un temps donné
- Fécondabilité



Evaluation des dommages a 'ADN

ds la cellule germinale

* Pourquoi ?
Sun et coll. 1997 . augmentation de l'altération de la chromatine
des spz quand altération sévere des parametres spermatiques

Spano et coll 2000 ; Larson et coll. 2000 : impact négatif des dommages
a ’ADN des spz sur la fertilité

- naturelle

- apres Assistance Médicale a la Procréation (AMP)

« Comment ?

- Lésions primaires de 'ADN

- Anomalies du contenu chromosomique
- Qualité de la chromatine



Mesure des dommages a I'’ADN du spz

Sperm DNA

| DNA adducts ‘l/ DNA adducts §

32P POST LABELLING

TANDEM MASS
SPECTROMETRY/HPLC

IMMUNOLABELLING

Adapté de G. Delbes et coll. Molecular Human Reprod 2010



Adduits a 'ADN des spz

NON FUMEURS FUMEURS

Perrin et coll. unpublished



Adduits a 'ADN des embryons

Immunostaining of BPDE DNA adducts in embryos
g _ . ___according to parental smoking.
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(A) both parents smoke
(B) only father smokes

(C) neither parent smokes
(D) negative control

Zenzes et coll. 1999



Mesure des dommages a I'’ADN du spz

Sperm DNA

| DNA adducts | DNA adducts
/ DMNA breaks %

[ DNA Strand breaks|

Denaturation %:rvﬂH
32P POST LABELLING n dUTE_ \ enzyme

Fl e .
SPECTROMETRY/HPLC e

Microscope

COMET Flow
Cyvlometry

IMMUNOLABELLING -
TUNEL

TANDEM MASS %

Adapted from Delbes et coll. 20710



Principaux mécanismes de

Spermatocytes

Epididymis Early spermatids

Elongated spermatids

Mature spermatozoa

Seminiferous
Tubules

Meiotic recombinationand ___
(i) Apoptosis during spermatogenesis
(ii) DNA strand breaks during spermiogenesis

| v) DNA fragmentation induced by endogenous
caspases and endonucleases;
ﬁ (v) DNA damage induced by radio and

— chemotherapy; and
(iii) Post-Testicular DNA (vi) DNA damage induced by environmental
fragmentation via ROS toxicants.

Adapted from Sakkas and Alvarez 2010.




Test des cometes sur cellules germinales
en culture Iin vitro

Day 1 Day 4 Day 10
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Perrin et coll. Toxicol in Vitro 2007 Day




Test des cometes sur spz

Duty et coll. 2003 Phthalates and DNA damage in human sperm



Mesure des dommages a I'’ADN du spz

| DNA adducts |

Sperm DNA
DNA adducts

Denaturation
electrophoresis

LA B i T 3-0OH
" B.PDE -

TdT
32P POST LABELLING dUTE_ \ enzyme

Fl e .
SPECTROMETRY/HPLC e

Microscope

TANDEM MASS %

COMET Flow

Cyvlometry

IMMUNOLABELLING

TUNEL
Adapted from Delbes et coll. 20710
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Anomalies chromosomiques des spz

ADN Cible
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to the environmental estrogen 17 a-ethynylestradiol

Kim H. Brown®', Irvin R. Schultz®, J. G. Cloud?, and James J. Nagler®-

aDepartment of Biological Sciences and Center for Reproductive Biology, University of Idaho, P.O. Box 443051, Moscow, ID 83844-3051; and PBattelle Pacific

Morthwest National Laboratory-Marine Science Laboratory, 1529 West Sequim Bay Road, Sequim, WA 938382
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Environmental contaminants that mimic native estrogens (i.e.,
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Qualité de la chromatine du spz

Sperm chromatin
Chromatin structure

(Acridine orange, SCSA®) HS- S

Normal chromatin 5 S

X T XX /

HS S
Damaged chromatin
A LA

Extent of protamination Status of sulfhydryl groups
(CMA3) (mBBr)
Normal chromatin  Damaged chromalin -~ Normal chromatin - Damaged chromatin
() Protanine

Delbes et coll. Molecular Human Reprod 2010
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Qualité de la chromatine du spz : le Pb

Stabilisation
par le Zinc

Adapted from Braun Nat. Genet. 2001

Compétition avec le Zn -
altere la condensation de la
chromatine des spz

l

-Diminution de la fécondance
-Dommages a 'ADN
des spz (stress oxydant)



Information épigenétique

de 'ADN du spz

ADN du spz :
- Information géneétique
- Information épigénétique

L3
Crosslinking of cysteines in protamines
D lation of protamines

- — ~ —
Y
~15% of sperm DNA - ~B5% of sperm DNA in the form of a highly
retaining a compact nucleoprotamine complex
nucleosome structure _
(telomeres) R. Oliva Human Reprod. Update 2006

Structure hétérogene



Information épigenétique

de 'ADN du spz

Nature. 2009 Jul 23;460(7254):473-8. Epub 2009 Jun 14.

Distinctive chromatin in human
sperm packages genes for embryo

development.
Hammoud SS, Nix DA, Zhang H, Purwar J, Carrell DT, Cairns BR.

Howard Hughes Medical Institute, Department of Oncological Sciences,
University of Utah School of Medicine, Salt Lake City, Utah 84112, USA




Au total...

« Parametres du sperme : spermatogenese,
mais pas qualité de 'ADN

* Nbx toxiques alterent ADN sans effet
visible sur parametres spermatiques

« FECONDATION POSSIBLE :
Déséquilibre chromosomique
Alteration developpement embryonnaire

» Génotoxicité germinale : et la femme ?



Comet assay on mouse oocytes: an improved
technique to evaluate genotoxic risk on female

germ cells
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Examples of different aspects of DNA damages as detected by the comet assay on mouse oocytes. (A) Control group: intact oocyte after
comet assay process. (B) Oocyte exposed in vitro to SSI (12 J/em?) for 4 minutes: moderate DNA damage. (C) Oocyte exposed in vitro for 5
minutes to H.O5 (250 uM): major DNA damage. (D) Oocyte exposed in vitro for 1 hour to methylmethanesulfonate (100 pM). Maximal DMNA
damage, with the aspect called ghost cell. The direction of electrophoresis was from left to right, and the comet tail containing the DNA
fragments was stained by iodide propidium 0.1 mg/mL. Scale bar, 100 um. Magnification, = 200.



