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Article abstract

Mitochondria play a primary role in cellular energetic metabolism. They
possess their own DNA, which is exclusively maternally transmitted. The
relatively recent idea that mitochondria may be directly involved in human
reproduction is arousing increasing interest in the scientific and medical
community. It has been shown that the functional status of mitochondria
contributes to the quality of oocytes and spermatozoa, and plays a part in the
process of fertilisation and embryo development. Moreover, new techniques,
such as ooplasm transfer, compromise the uniquely maternal inheritance of
mitochondrial DNA, raising important ethical questions. This review discusses
recent information about mitochondria in the field of human fertility and
reproduction.
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Mitochondries
et reproduction

Pascale May-Panloup, Marie-Frangoise Chrétien,
Yves Malthiéry, Pascal Reynier

> Les mitochondries jouent un r6le central dans le
métabolisme énergétique cellulaire. Une de leurs
particularités est de posséder leur propre
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toutes les cellules, est la régle dans la plupart des

La prise en charge de infertilité a connu ces dernieres  organismes vivants. U’hétéroplasmie correspond a la

années un essor remarquable grdce a I'utilisation de
nouvelles techniques d’assistance médicale a la procréa-
tion. €n dépit de ces avancées, le taux moyen de gros-
sesses obtenues apres fécondation in vitro ne dépasse
pas 25% par transfert d’embryon. L’évaluation de la qua-
lité des gametes et de leur maturation est un critére
essentiel pour comprendre les échecs de fécondation ou
d’évolution embryonnaire. Parmi les facteurs détermi-
nant cette qualité, les mitochondries requiérent une
attention toute particuliére. Les mitochondries sont en
effet le siege de nombreuses réactions du catabolisme
cellulaire qui aboutissent, grdce au processus de phos-
phorylation oxydative, a la production d’énergie sous
forme d’ATP [1]. Les mitochondries jouent également un
role déterminant dans I'apoptose, la thermogenese et
’lhoméostasie du calcium, et dans de nombreuses voies
anaboliques comme la syntheése de I’héme, des protéines
fer-soufre, des nucléotides et des stéroides [2].

Le protéome mitochondrial humain comporte environ
1 000 protéines dont la plupart sont codées par le
génome nucléaire. Seules 13 protéines de la chaine res-
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coexistence, dans une cellule ou un tissu, de deux types
de génomes mitochondriaux qui different par la pré-
sence de mutation(s) ou de polymorphisme(s).

Mitochondrie et fertilité masculine

La spermatogenése est associée @ une réduction
majeure du nombre de mitochondries et de copies du
génome mitochondrial. 'arrét de la réplication de
PADNmt serait lié @ une réduction de I'expression de
Tfam (transcription factor A mitochondrial), principal
facteur de régulation de la transcription et de la répli-
cation de PADNmt [3]. Le spermatozoide humain
mature posséde des mitochondries extrémement diffé-
rentiées, qui s’enroulent en 11 a 13 tours de deux mito-
chondries par tour au niveau de la piéce intermédiaire.
Ces mitochondries délivrent a I’axonéme I’ATP néces-
saire au mouvement flagellaire. Uinhibition spécifique
des complexes de la chalne respiratoire a démontré que
la mobilité spermatique était directement dépendante
de la phosphorylation oxydative [4].
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Le nombre moyen de copies d’ADNmt présentes dans les
spermatozoides matures a été estimé a 10 chez
I’homme et chez la souris grace a des techniques de PCR
quantitative en temps réel, tandis que les spermatides
murines en comporteraient 15 fois plus [5-7]. De
maniere surprenante, nous avons observé que le nombre de copies
d’ADNmt était significativement augmenté dans les spermatozoides
anormaux, les spermatozoides de bonne qualité étant quasiment
dépourvus d’ADNmt (Figure 2) [6]. Le taux d’ADNmt, témoin du pro-
cessus de réduction mitochondriale, pourrait donc étre un marqueur
de la maturation spermatique.
Les anomalies qualitatives de I’ADNmt peuvent altérer la qualité sper-
matique. Une oligoasthénospermie a été observée chez des patients
présentant des mutations ponctuelles ou des délétions de ’ADNmt [38,
9]. Le stress oxydatif, fréquemment observé dans le sperme [10] et
auquel PADNmt est particulierement sensible [11], pourrait étre &
I’origine des nombreuses délétions de ’ADNmt mises en évidence dans
les spermatozoides [12, 13]. Les conséquences fonctionnelles de ces
délétions chez les patients infertiles demeurent cepen-

d’un processus d’ubiquitinylation débuté au cours de la
spermatogenése. Une protéine membranaire mitochon-
driale, la prohibitine, en serait la principale cible [17].
Les sites ubiquitinylés seraient masqués par des ponts
disulfures au cours du transit épididymaire et décou-
verts uniquement lors de la décondensation du sperma-
tozoide dans le cytoplasme ovocytaire. Une destruction
des mitochondries paternelles par le protéasome ovo-
cytaire se produirait au plus tard lors de la troisieme
division cellulaire embryonnaire [18]. Ce mécanisme
semble spécifique d’espéce, car on observe la persis-
tance des mitochondries paternelles dans des embryons
de souris issus de croisements interespéces [19]. Seules
les mitochondries de la lignée germinale masculine sont
concernées par cette destruction spécifique, car I’in-
jection de mitochondries de différents tissus dans des
ovocytes de souris conduit a la persistance de ’ADNmt
étranger chez les nouveau-nés [7].

dant controversées [12].

Par ailleurs, certains haplogroupes mitochondriaux
(combinaisons spécifiques de polymorphismes nucléoti-
diques qui reflétent I’évolution des populations) ont été
corrélés a la qualité spermatique [14]. Chaplogroupe T,
surreprésenté chez les patients asthénospermiques,
s’accompagne d’une baisse significative de I'activité
des complexes | et IV de la chaine respiratoire dans le
sperme. Des anomalies de genes nucléaires codant pour
des protéines mitochondriales sont aussi associées a ND 1
certaines infertilités. Ainsi, certaines oligoasthénotéra-

tospermies ont été associées a des polymorphismes de t
I’ADN polymérase spécifique de ’ADNmt (POLG) ou a des

mutations de la glutathion S-transférase M1. "
Le pouvoir fécondant du sperme est directement lié a A
I’activité mitochondriale. Uincubation du sperme de oL ~

patients infertiles avec de ’ATP améliore le taux de
fécondation in vitro [15]. €n revanche, les mitochondries
paternelles ne participent pas au développement
embryonnaire précoce. En effet, le traitement par le cya-
nure (inhibiteur spécifique du complexe IV de la chaine
respiratoire) des spermatozoides injectés dans un ovocyte
ne perturbe pas le développement embryonnaire [16].
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La transmission uniparentale de ’ADNmt est un proces-
sus classiquement admis. La disproportion numérique
entre les ADNmt spermatiques et ovocytaires dans
I’ceuf fécondé, I'élimination spécifique des mitochon-
dries paternelles dans I’ovocyte et I'absence de répli-
cation de I’ADNmt au sein de I"ovocyte fécondé sont
autant de mécanismes avancés pour rendre compte de
I’absence de transmission de ’ADNmt paternel. Les
mécanismes de reconnaissance et de destruction des
mitochondries paternelles dans "ovocyte sont la suite
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Figure 1. Organisation du génome mitochondrial. Le génome mitochondrial,
support de I’hérédité cytoplasmique, est une molécule d’ADN circulaire double
brin de 16569 paires de bases. Les génes qui le composent sont 2 genes d’ARN
ribosomiques (125 et 16S), 22 génes d’ARN de transfert nécessaires a I"expres-
sion de ’ADNmt (représentés par les points) et 13 génes codant pour des pro-
téines de la chaine respiratoire. ND: NADH-déshydrogénase; Cytb: cytochrome
b (ubiquinone-cytochrome c-réductase); CO: cytochrome c-oxydase; ATPase:
ATP-synthase. La boucle D est une région de contrdle de la réplication et de la
transcription qui comporte deux promoteurs de transcription (HSP et LSP) et

une origine de réplication (OH).



Mitochondrie et fertilité féminine

Une biogenese mitochondriale intense est associée a
I’ovogenese, au cours de laquelle on observe une crois-
sance spectaculaire du cytoplasme ovocytaire (le dia-
metre de I’ovocyte passe de 30 @ 120 um) et une accu-
mulation des substrats énergétiques. Plus précisément,
un phénomene de restriction puis d’amplification du
contingent mitochondrial se produit durant "ovogenese.
Ce phénomeéne d’expansion clonale a partir d’un trés
faible nombre d’ADNmt sélectionnés permettrait a
I’ovocyte, et donc au futur individu, de recevoir une
population homogéne homoplasmique d’ADNmt. Les cel-
lules germinales primordiales ne contiendraient qu’une
dizaine de copies d’ADNmt, alors que les ovocytes en fin
de croissance en renfermeraient jusqu’a 4.10° [20], fai-
sant des ovocytes les cellules les plus riches en mito-
chondries de I’organisme. Ce « goulot génétique », en
homogénéisant la population d’ADNmt, permet norma-
lement d’éliminer les rares formes mutées. Mais si cette
sélection inclut accidentellement un ADN muté, elle
pourra accélérer une dérive génétique qui fixera rapide-
ment une mutation dans la descendance.

La quantification de PADNmt dans les ovocytes humains
non fécondés au cours de protocoles de fécondation in

vitro a été réalisée par PCR quantitative en temps réel.

Les valeurs retrouvées s’échelonnent entre 50000 et

400000 copies d’ADNmt par ovocyte [21, 22]. Ces

études réalisées sur des ovocytes isolés montrent, de

maniere surprenante, une trés grande variabilité entre

les ovocytes, y compris entre les ovocytes d’'une méme cohorte. Cepen-
dant, d’une maniere générale, les cohortes d’ovocytes présentant un
échec de fécondation in vitro sont significativement beaucoup moins
riches en ADNmt que les cohortes présentant un taux normal de fécon-
dation (Figure 3) [22]. Ces résultats suggeérent fortement qu’il existe
un lien, dans "espece humaine, entre la richesse en ADNmt d’un ovo-
cyte et sa fécondabilité. Il reste toutefois a déterminer si cette déplé-
tion en ADNmt est directement responsable de I’hypofertilité, ou si elle
n’est que le reflet d’un état de maturation cellulaire incomplet. Comme
pour les spermatozoides, le taux d’ADNmt dans les ovocytes constitue-
rait néanmoins un excellent marqueur de maturation cytoplasmique.
La littérature rapporte peu d’anomalies qualitatives de ’ADNmt ovo-
cytaire. La délétion la plus commune de 4 977 paires de bases a été
retrouvée dans 33% a 66 % des ovocytes humains, sans qu’aucune cor-
rélation avec I’dge maternel soit retrouvée. Le taux d’hétéroplasmie
de ces délétions étant voisin de 0,1%, il semble peu probable qu’il
puisse entrafner un quelconque retentissement fonctionnel [23].
Enfin, de récents résultats obtenus sur des ovocytes de vache démon-
trent que les haplogroupes mitochondriaux influencent le taux de pro-
duction de blastocystes indépendamment de la qualité du sperme uti-
lisé [24]. Cette donnée suggere un effet maternel
important porté par ’ADNmt.
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Mitochondrie et développement embryonnaire

La fécondation s’accompagne d’une redistribution
majeure du réseau mitochondrial ovocytaire. Les mito-
chondries de "ovocyte, dispersées avant la fécondation
au sein du cytoplasme, sont redistribuées dans le
zygote autour des deux pronoyaux, probablement pour
1 fournir I’ATP nécessaire aux événements nucléaires.

G100 )
n=231

Spermes
anormaux
n=35

Spermes
normaux
n =32

G40
Avant la compaction, le contingent mitochondrial

maternel ovocytaire serait suffisant pour assurer 'ap-
port énergétique et métabolique nécessaire au déve-

Figure 2. Quantification de 'PADNmt dans les spermatozoides sélectionnés par gra-
dient de centrifugation. A. Comparaison du taux moyen d’ADNmt (PCR quantita-
tive en temps réel, ADNmt/B-globine) par spermatozoide dans le sperme de
patients présentant des parametres spermatiques normaux (selon les criteres de
I’OMS) et anormaux (étude sur la couche 100% aprés centrifugation sur gradient
de densité Puresperm). B. Comparaison du taux moyen d’ADNmt par spermato-
zoide entre deux fractions spermatiques obtenues pour chaque patient aprés cen-
trifugation sur gradient de densité. G100 correspond a la fraction de plus forte
densité contenant les spermatozoides les plus potentiellement fécondants, et G40
a une fraction retenant une majorité de spermatozoides anormaux. On observe
une différence significative (p < 0,001) pour chacune de ces comparaisons. De
maniére générale, le taux d’ADNmt serait inférieur dans les spermatozoides nor-

maux, suggérant un lien entre la qualité gamétique masculine et le taux d’ADNmt.

M/S n°8-9, vol. 20, aoiit-septembre 2004

loppement embryonnaire, puisque I’exposition a des
inhibiteurs de la transcription et de la traduction mito-
chondriales ne perturbe pas le développement jusqu’au
stade de blastocyste chez la souris [25].

Apres les premiéres divisions cellulaires, a un stade
variable selon I'espéce [26], la production d’ATP aug-
mente, témoin d’une nette reprise de I’activité mitochon-
driale et du métabolisme oxydatif. Ce phénomene serait
essentiel a la production d’énergie nécessaire aux syn-
théses et aux processus morphologiques qui se déroulent
au cours des phases de compaction et de blastulation. La
croissance de I'activité mitochondriale se manifeste par
une augmentation des transcrits et des protéines de la
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chaine respiratoire [27], par de profondes modifications

morphologiques (décondensation de la matrice mitochon-

driale, élongation des organelles et augmentation du
nombre de crétes) et par une augmentation de la consom-

mation des principaux substrats énergétiques [26, 28].

Le contenu en ATP serait un bon indicateur de la vitalité
de ’embryon préimplantatoire et de sa capacité développementale
[29]. Cette hypothese est corroborée par le fait qu’une réduction
expérimentale du taux d’ATP ovocytaire chez la souris entraine une
baisse de la capacité développementale des embryons qui en sont
issus. De plus, il a été observé une absence d’activation métabolique
dans les embryons spontanément arrétés en phase préimplantatoire.
Des expériences de transfert de cytoplasme, chez ’animal, entre un
ovocyte donneur normal et un ovocyte de mauvaise qualité ont montré
qu’il était possible de restaurer chez ces derniers un potentiel dévelop-
pemental normal [30]. Si de nombreux composants cytoplasmiques
(substrats énergétiques, protéines, ARN messagers) peuvent étre a
I’origine de ce phénomeéne de «sauvetage», les mitochondries jouent
probablement un rdle essentiel [31] puisque le transfert de mitochon-
dries purifiées est, a lui seul, capable d’augmenter la production d’ATP
de I’ovocyte receveur [32] et de prévenir 'apoptose ovocytaire [33].
[l ne semble pas y avoir de réplication de ’ADNmt avant 'implantation
embryonnaire. La plupart des études réalisées chez la souris montrent
que le taux d’ADNmt demeure constant jusqu’a la gastrulation [34].
Parallelement, les expériences de transgenése ont montré que les
mutants homozygotes invalidés pour le géne Tfam étaient capables
d’évoluer jusqu’a la gastrulation. Néanmoins, ces embryons présen-
taient un grave retard de croissance, d’importantes malformations et
n’étaient plus viables a partir du dixieme jour de vie

gametes de qualité médiocre (spermatozoides imma-
tures plus riches en ADNmt) pourrait rendre possible ce
risque de transmission paternelle de ’ADNmt.

Une hétéroplasmie a clairement été mise en évidence
chez les individus nés d’une fécondation in vitro avec
transfert de cytoplasme. Cette technique a été utilisée
pour traiter avec succes I’infertilité de patientes pré-
sentant une mauvaise qualité ovocytaire et des échecs
répétés de fécondation in vitro [38]. La procédure
consiste a injecter dans I’ovocyte de la patiente, 5% a
15% du cytoplasme d’un ovocyte donneur, de maniere
concomitante a I’injection intracytoplasmique du sper-
matozoide du conjoint. Une trentaine d’enfants ont été
ainsi congus a ce jour, principalement aux Etats-Unis.
U'hétéroplasmie persiste aprés la naissance et s’avere
variable en fonction du tissu étudié [39]. Lutilisation
de telles techniques en clinique humaine souléve le pro-
bléme de la naissance d’individus porteurs d’informa-
tion génétique issus de trois « parents ». Qutre les pré-
occupations éthiques qu’elles suscitent, il est
impossible en I’état actuel des connaissances d’évaluer
les conséquences a long terme de cette hétéroplasmie
artificielle, et donc les éventuels risques pathogenes.

Conclusions

L'étude des interactions entre les facteurs génétiques
nucléaires, génétiques cytoplasmiques et épigénétiques

embryonnaire. Ces résultats confirment "absence d’im-
plication de la réplication de ’ADNmt dans le dévelop-

Nombre de copies
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pement embryonnaire précoce, et son rdle primordial 500 - 600 -
aux stades plus tardifs. 400 - A 500 - B
. . .z . 300 = 400
Risques potentiels associés aux techniques 200
de procréation médicalement assistée 200 -
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Certaines données récentes remettent en cause la
transmission uniparentale de I’ADNmt au cours de la Groupe 1 Groupe 2 Groupe 2 Groupe 3
fécondation naturelle. Chez ’lhomme, la persistance de n=21 n=47 n=47 n =45

’ADNmt paternel a été mise en évidence dans les tissus
extra-embryonnaires [35], ainsi qu’au niveau du
muscle squelettique d’un patient adulte affecté par
une myopathie mitochondriale [36]. La fréquence de ce
phénomene, qui n’est pas encore précisément connue,
semble toutefois particulierement faible. Lutilisation
des nouvelles techniques de biologie de la reproduction
pourrait entrafner une hétéroplasmie constitutionnelle
importante. Bien que les premieres études sur la trans-
mission de I’ADNmt apres ICSI (intracytoplasmic sperm
injection) montrent que I’ovocyte élimine parfaitement
’ADNmt du spermatozoide injecté [37], I'utilisation de

M/S n°8-9, vol. 20, aolit-septembre 2004

Figure 3. Quantification de I’ADN mitochondrial dans les ovocytes isolés aprés
échec de la fécondation in vitro (PCR quantitative en temps réel, ADNmt/ovo-
cyte isolé). A. Le nombre de copies d ’ADNmt dans les ovocytes non fécondés
pour cause probablement spermatique (groupe 1) est significativement supé-
rieur (p < 0,001) a celui retrouvé dans des ovocytes issus d’échecs de féconda-
tion sans étiologie spermatique avérée (groupe 2). B. Les ovocytes collectés a
partir de cohortes avec échec de fécondation (< 20% d’ovocytes fécondés)
(groupe 2) présentent un taux d’ADNmt significativement inférieur (p < 0,02) a
celui des ovocytes collectés a partir de cohortes normalement fécondées
(>20% d’ovocytes fécondés) (groupe 3). Globalement, le taux d ’ADNmt ovo-
cytaire est relié a la fécondabilité et donc a la qualité ovocytaire.



est un défi majeur de la recherche en biologie de la reproduc-
tion pour les prochaines années. La mitochondrie joue indénia-
blement un rdle important dans les processus de maturation
gamétique, de fécondation et de développement embryon-
naire. Des anomalies de la fonction mitochondriale, jouant un
role a tous les stades de la reproduction, sont susceptibles de
rendre compte d’une part non négligeable des troubles de la
fertilité humaine. U'analyse des mécanismes moléculaires mis
en jeu dans la régulation de la biogenése et du métabolisme
mitochondrial devrait ainsi permettre d’améliorer la compré-
hension de la physiologie de la reproduction. Les perspectives
de thérapie mitochondriale ne sont probablement pas d’un
intérét négligeable dans un avenir plus lointain, méme si elles
nécessitent une expérimentation animale rigoureuse avant
d’étre raisonnablement envisagées. ¢

SUMMARY

Mitochondria in reproduction

Mitochondria play a primary role in cellular energetic metabo-
lism. They possess their own DNA, which is exclusively mater-
nally transmitted. The relatively recent idea that mitochondria
may be directly involved in human reproduction is arousing
increasing interest in the scientific and medical community. It
has been shown that the functional status of mitochondria
contributes to the quality of oocytes and spermatozoa, and
plays a part in the process of fertilisation and embryo develop-
ment. Moreover, new techniques, such as ooplasm transfer,
compromise the uniquely maternal inheritance of mitochondrial
DNA, raising important ethical questions. This review discusses
recent information about mitochondria in the field of human
fertility and reproduction. ¢
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