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Résumé

L’infertilité touche environ 15 % des couples qui cherchent a obtenir une grossesse,

L’homme est impliqué dans prés de 60% des cas d’infertilité du couple.

L’exploration biologique de I’infertilité masculine est basée sur I’étude du sperme elle
permet d’apprécier I’ensemble des éveénements qui se produisent depuis le démarrage de la
spermatogénese jusqu’a 1’éjaculation. Le spermogramme et le spermocytogramme restent des
examens de premiére intention, d'autres techniques eévaluées l'intégralité de I'’ADN

spermatique viennent les compléter.

Notre étude a été effectuée sur des recueils de sperme de 52 hommes infertiles, qui ont
été soumis a un examen spermatique, L'objectif de notre recherche est d'évaluer L'état de
I'intégralité et la maturité de la chromatine spermatique par la technique de la coloration au
bleu d'aniline, et étudier le lien entre le taux de la condensation de la chromatine spermatique
et les parametres du sperme, les données ont été analysées a l'aide du logiciel spss 22.0. Des
tests statistiques comprenant le test de khi2, la corrélation de Pearson ont été utilisés, la
signification statistique a été prise en compte pour les valeurs p<0,05.

Les résultats obtenus ne montrent aucune association entre les deux parameétres,
Donc la relation entre la condensation de la chromatine spermatique et la morphologie du
sperme humain reste discutable et des investigations plus appropriées et approfondies sont

nécessaires pour répondre adéquatement a cette question.

Mots clés :

Infertilité, chromatine spermatique, bleu d'aniline.




Abstract

Infertility affects about 15% of couples who seek pregnancy. Men are involved in

almost 60% of couples' infertility cases.

The biological exploration of male infertility is based on the study of sperm; it allows
us to appreciate all the events that occur from the start of spermatogenesis until ejaculation.
The spermogram and the spermocytogram remain examinations of first intention, other

techniques evaluated the entirety of the spermatic DNA come to supplement them.

Our study was carried out on collections of sperm from 52 infertile men, who were
subjected to a sperm examination, The objective of our research is to assess the state of
completeness and maturity of the sperm chromatin by the aniline blue staining technique, and
to study the link between the rate of sperm chromatin condensation and sperm parameters, the
data were analyzed using the spss 22.0 software. Statistical tests including chi-square test,
Pearson's correlation were used, statistical significance was taken into account for values
p<0.05.

The results obtained do not show any association between the two parameters,
therefore the relationship between the condensation of sperm chromatin and the morphology
of human sperm remains questionable and more appropriate and in-depth investigations are

necessary to adequately answer this question.

Key words:

Infertility, sperm chromatin, aniline blue.
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Introduction

Introduction

L’infertilité est définie comme un probléme major de santé publique, c’est I’incapacité
définitive pour un couple a concevoir un enfant, malgré les progres récents dans le diagnostic
précoce et la prise en charge des couples infertiles, la non procréation demeure la premiere
cause de divorce en Algérie. Le pourcentage des couples concernés par des problemes
d’infertilité est estimé a environ 15% et dans 1/3 des cas elle se révele €tre d’origine masculine
(Martin, 2008). Les statistiqgues du ministére de la Santé, de la Population et de la Réforme
hospitaliere, 1’Algérie compte plus de 300.000 couples souffrant d’infertilité, soit 15 % des
couples (Hamdi, 2013).

Parmi les principales causes de l'infertilité masculine c'est I'altération quantitative et /ou
qualitative du sperme, du plasma séminal ou des spermatozoides, comme des oligo et/ou asthéno
et/ou tératozoospermies, plus rarement une azoospermie. Les causes de ces altérations peuvent

étre chromosomiques, génétiques ou liées a des altérations de la qualité de I’ADN spermatique

Une perturbation de la condensation de la chromatine et de I'ADN spermatique peut

perturber les parametres standard du sperme (Sivanarayana et al ., 2014; Agarwal et Said, 2003).

Les études récentes montrent que le défauts de la chromatine spermatique est di a de
nombreuses raisons, qui sont associées a une diminution des taux de fécondation et des échecs
d’AMP (Lewis et al., 2005) et un incidence ¢levé de fausse couche (Zini et al., 2008). La
chromatine spermatique transporte la moitié du matériel genétique vers la descendance et
I’intégrit¢ de la chromatine joue un role fondamental pour la transmission équilibrée aux

générations futures (Pourmasumi et al., 2018).

L’exploration de I’infertilit¢é masculine reste avant tout basée sur I’analyse classique des
parameétres du sperme. Néanmoins, d’autres techniques visant a évaluer 1’intégrité de I’ADN des
spermatozoides, et la maturité de la chromatine spermatique viennent aujourd’hui la compléter
(\Varghese et al., 2009 ; Fellous et Siffroi, 2003 ; Guérin et Benchaib , 2004 ; Hamadehh et al.,
2001 ; Sellami et al., 2003 ; Poumasumi et al., 2019 , Mohammdi et al ., 2020 ).
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Introduction

Le bleu d'aniline a une forte affinité pour les résidus lysines des histones nucléaires. La
persistance des histones dans le noyau spermatique indique une protamination incompléte de la
chromatine spermatique. les noyaux riches en histones des spermatozoides immatures prennent
plus le bleu d'aniline tandis que les noyaux riches en protamines des spermatozoides matures ne

sont pas colorés (Irez et al ., 2015;Kim et al., 2013).

De nombreuses études ont montré des corrélations négatives entre les défauts d'intégrité
de la chromatine desspermatozoides et le potentiel de fertilitt masculine (Foresta et al.,
1992). Alors que d’autres montrent une bonne association entre la maturit¢ du noyau des
spermatozoides évaluée par coloration au bleu d’aniline et certains parameétres du sperme d'une
part et la capacité de fécondation du sperme et la qualité de I'embryon d'autre part. D'autres
rapports ont trouvé que le compactage nucléaire a un caractére prédictif dans I'issue de la
grossesse pendant le traitement par AMP (Agarwal et Said, 2003). Ainsi, l'objectif des
techniques de sélection des spermatozoides appliquées dans les techniques de procréation
assistée n'est pas seulement basé sur I'évaluation de parametres classiques comme la mobilité, la
numération et la morphologie des spermatozoides, mais implique également d'autres

caractéristiques du sperme telles que l'intégrité nucléaire (Sellami et al., 2013).

L'objectif de notre travail a été de mettre en évidence le lien entre la condensation de la
chromatine spermatique et les parametres du sperme dans I'infertilité masculine, pour cela nous
avons évalué la maturité de la chromatine des spermatozoides chez les hommes normospermique

et des hommes a parameétres spermatiques anormaux en utilisant une coloration au bleu d'aniline.
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Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

I. Anatomie et physiologie de I'appareil reproducteur masculin

Les gonades méle sont les testicules, ils comprennent un systeme de conduits et sont
suspendus dan le scrotum. Une fois sortis des testicules, les spermatozoides s’engagent dans
une série des de conduits qui débouchent a I’extéricur du corps; ce sont, dans 1’ordre,
1’épididyme, le conduit déférent, le conduit éjaculateur et I’urétre . A ceux-ci se greffent les
glandes sexuelles annexes, soit les vésicules séminales, la prostate et les glandes bulbo-
urétrales, responsables de la production de la partie liquide de sperme. Ce dernier est un
liquide blanchatre dans lequel baignent les spermatozoides lorsqu’ils sont expulsés, par le

pénis, a I’extérieur du corps de I’homme (Oberline et al. ,2004), (Figure 1).

Vessie \

Vésicule

Canal séminale
déférent

Prostate

Testicule

Scrotum
Canal urogeénital

Figure 01 : l'appareil génital masculin (coupe sagittale)”

* https://www.maxicours.com/se/cours/devenir-homme-ou-femme/
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Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

I.1. Les organes génitaux externes

1.1.1. La verge ou le pénis

Organe de copulation, il comprend 3 parties qui sont : la racine, le corps, et le gland.

Il est constitué de deux corps caverneux et d’un corps spongieux qui participent a
I’érection, il permet aussi I’évacuation non seulement du sperme mais aussi de 1’urine.

La vascularisation artérielle est assurée par I’artére honteuse interne qui est une

branche de I’artére hypogastrique (Terriou et al. , 2000).

Artére

Uretre

Figure 02: Coupe transversal du peénis. (Terriou et al, 2000).

Le drainage veineux est relativement complexe et se fait grace a 3 systémes :
V' Le systéme veineux superficiel qui correspond au territoire de I’artére dorsale de la verge.
v Le systeme veineux profond qui intéresse seulement le drainage du sang des corps

caverneux.
v Le systeme vasculaire postérieur est assuré par les veines caverneuses

1.1.2. Le scrotum

Le scrotum est un sac fait de peau. Le divise en deux compartiments, chacun soutenant
un testicule. Son emplacement et la contraction de certains muscles avoisinants permettent de

régler la température des testicules afin d’assurer une production adéquate de spermatozoides.
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Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

En effet, la production et la survie des spermatozoides nécessitent une température inférieure
a celle du corps d’environ 3 degrés Celsius. Quand un homme se baigne dans I’eau froide de
la mer, son scrotum se rétrécit a cause de la contraction d’un muscle, le dartos, tandis qu’un
autre muscle, le crémaster, éléve les testicules vers la cavité pelvienne, ou ils peuvent

absorber la chaleur corporelle, L’exposition a des conditions chaudes renverse le processus

(Cabrol et al. , 1979).

scrotum

Figure 03 : Scrotum”

*https://fr.dreamstime.com/illustration-stock-image-masculine-testicules-image96658806

I.2. Les organes génitaux internes

1.2.1. Testicule

Le testicule assure une double fonction, I'une gamétogéne se traduisant par la
production de spermatozoides, 1’autre endocrine visant a élaborer les diverses hormones
testiculaires et en particulier les androgénes. La fonction gameétogéne ou spermatogenese se
déroule a I’intérieur des tubes séminifeéres qui renferment I’épithélium séminal constitué par
les éléments de la lignée germinale et les cellules de sertoli.les espaces intertubulaires

contiennent les cellules de leydig qui forment la glande interstitielle, support de ’activité
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Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

endocrine. Les échanges entre les tubes séminiferes (compartiment tubulaire) et les espaces
interstitiels (compartiments interstitiel) sont sous le contrble d'une barriére structurale

interposée entre 1’épithélium séminal et le sang :la barriere hémato-testiculaire (Oberline et al.

, 2004).

Vaisseaux
sanguins
o Canal
Epididyme déférent
Testicule
~——— Scrotum

Figure 04 : Vue antérieure des deux testicules”

* https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-examens/2557058-testicule-role-schema-

symptomes-douleur-maladies/

» Anatomie du testicule

Les deux testicules sont situés dans les bourses, les testicules au nombre de deux sont
des organes, producteurs de spermatozoides. Ils sont aussi des glandes a sécrétion interne.
Chaque testicule a la forme d’un petit ceuf aplati transversalement et dont le grandaxe est
oblique de haut en bas et d’avant en arriére.

Le testicule pése 20g, mesure 4cm de long, 2,5cm d’épaisseur et 3cm de hauteur.

La consistance est trés ferme, on la compare a celle du globe oculaire. Les testicules
sont placés au-dessous de la verge dans les bourses. Le testicule gauche descend généralement

plus bas que le testicule droit. Une coupe verticale du testicule menée suivant le grand axe
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montre que 1’organe est entouré d’une membrane fibreuse appelée « albuginée ». Cette
membrane est résistante, inextensible et donne au testicule sa coloration blanc-nacrée

On décrit aux testicules :

v deux faces : une externe et une interne
v deux bords : I’'un postéro supérieur et 1’autre postéro-inferieur
Le testicule entre en rapport immédiat avec la séreuse vaginale, 1’épididyme, le déférent et les

divers vaisseaux et nerfs (Blanc et al. , 2002).

epididyme

rete testis

corps
d'Highmore

canal
déférent

canaux

efférents JODUNS

testiculaire

tube droit

septa testis

yf* T albuginée
tubes

séminiféeres testicule

Figure 05 : Coupe sagittale du testicule”

*https://www.pinterest.fr/pin/676525175252055427/

1.3. Les voies spermatiques
1.3.1. L’épididyme (Figure 5)

L'épididyme (epi: sur; didumos: testicule) est un organe en forme de virgule qui repose
sur le bord postérieur de chaque testicule. Sa plus grande partie est le conduit épididymaire.
Un long conduit pelotonné sur lui-méme. Star le plan fonctionnel, ce conduit est le siége de la
maturation des spermatozoides, processus au cours duquel les spermatozoides acquiérent leur
mobilité et leur capacité a féconder un ovocyte. La maturation des spermatozoides se déroule

sur une période de 10 a 14 jours. Le conduit épididymaire emmagasine les spermatozoides
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pendant un rapport sexuel. 1l favorise I'expulsion de ces derniers dans le conduit déeférent par
les contractions péristaltiques de ses myocytes lisses.

Les spermatozoides peuvent étre emmagasinés dans le conduit épididymaire et y
restent viables pendant quelques mois. Tous les spermatozoides qui ne sont pas éjaculés
dégenérent et finissent par étre phagocytés et réabsorbés (Cabrol et al. , 1979).

1.3.2. Les cones efférents (Figure 5)

Ce sont des canaux pelotonnés sur eux-mémes qui relient le rete testis au canal
épididymaire. Par I’intermédiaire du rete testis les spermatozoides pénétrent dans 12 a 20
canalicules efférents qui représentent la majeure partiec de la téte de 1’épididyme. Chaque
canalicule efférent a une longueur d’environ 20cm mais il se tortille en un petit peloton
conique de 2cm dont le sommet commence a la pointe du rete testis et dont la base s’abouche
dans le canal épididymaire. Histologiquement ils sont tapissés par un épithélium reposant sur
une membrane basale (Langman. , 1984).

1.3.3. Le conduit déférent (Figurel, 5)

Le canal déférent est un organe pair constitué d’un tube cylindrique qui présente une
augmentation de diamétre dans sa terminaison pour former I’ampoule différentielle. Sa
longueur moyenne est de 40 cm, son diamétre est de 2 mm sauf au niveau de I’ampoule ou il

atteint 5a 6 mm.

Partant de la queue de 1’épididyme, il traverse le canal inguinal et la fosse iliaque, puis
il se recourbe vers le bas fond vésical ou il se continue par le canal éjaculateur, il présente une
dilatation allongée ; I’ampoule du canal déférent ou ampoule différentielle située au-dessus du

point d’abouchement des vésicules séminales dans le canal déférent.

Le canal déférent n’est pas une simple voie vectrice du sperme ; la présence des
cellules de type glandulaire le rapproche du canal épididymaire ; il est parcouru d’ondes

péristaltiques qui assurent la progression des sécrétions testiculo-épididymaires.

Quant a ’ampoule du canal déférent, elle apparait comme un réservoir a I’intérieur

duquel s’accumule le sperme dans I’intervalle des éjaculations ( Oberline et al. , 2004) .

1.3.4. Le conduit €jaculateur
Long de 2cm sur 1 mm de diameétre, il s’étend du point d’abouchement de la vésicule
séminale dans le canal déférent a I’urétre prostatique ; son calibre diminue progressivement de

son origine a sa terminaison. C’est un simple conduit vecteur (Langman ,1984).
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1.3.5. Ureétre

L'uretre est la portion terminale des voies génitales de I'homme, parce qu'il transporte
I'urine et le sperme (& des moments différents), I'urétre fait partie a la fois du systéme urinaire
et du systéme génital. 1l se divise en trois parties: (a) la partie prostatique de I'urétre, qui est
enveloppée par la prostate; (b) la membranacée de I'uretre, qui se trouve dans le diaphragme
uro-génital; et (c) la partie spongieuse de l'uretre (partie pénienne), qui passe dans le pénis et
s'ouvre sur I'extérieur par le meat urétral. La partie spongieuse de I'urétre mesure a peu prés
15 cm elle compte pour environ 75 %de la longueur totale de I'urétre ( Schlosser et al. ,2006).
I.4. Glande annexes

Trois glandes sont annexées aux voies excrétrices masculines : les deux vésicules
séminales (droite et gauche), la prostate et les deux glandes bulbourétrales ou glandes de

Cowper. Ces glandes produisent la majeure partie du sperme.

1.4.1. Vésicules séminales (Figure 1, 6)

Les vésicules séminales (ou glandes vésiculeuses), sont les deux glandes débouchant
dans la prostate située au voisinage de la vessie, produisent plus de la moitié du liquide
séminal, mesurant 5 a 10 cm de long, pour un volume de 5 a 10 (Bailleul et al. , 1991).

Les vésicules seminales sécretent un liquide alcalin de nature visqueuse et de
coloration jaunatre 28 renfermant du fructose ainsi que de l'acide ascorbique. Des protéines
jouant un réle dans la coagulation (spécifiquement la séminogéline et des prostaglandines).
Les spermatozoides et le liquide séminale se mélangent dans le conduit éjaculateur puis
pénetrent dans l'urétre et plus précisément dans sa partie prostatique a I'instant de I'éjaculation
(Mauvais. , 1986).
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Figure 06 : La vésicule séminale. (Société canadienne du cancer, 2017)
1.4.2. La Prostate (Figure 7)

La prostate est une glande exocrine de ’appareil génital masculin. Elle est située au
croisement des voies génitales et urinaires, ce qui lui confére plusieurs fonctions. Son atteinte

compromet la fertilité, I’éjaculation et la miction .

C’est un organe impair et médian, situé sous la vessie, en avant du rectum et entourant
la portion initiale de l'uréetre. Elle est contenue dans une loge fibreuse ou loge prostatique. Elle
a la forme d’une chataigne d’environ 3 cm de hauteur et 4 cm de large, pour un poids de 15 a

20 g chez ’homme jeune .

C’est un organe impair et médian, situé sous la vessie, en avant du rectum et entourant
la portion initiale de l'urétre. Elle est contenue dans une loge fibreuse ou loge prostatique. Elle
a la forme d’une chataigne d’environ 3 cm de hauteur et 4 cm de large, pour un poids de 15 a

20 g chez I’homme jeune( Cartier et al. , 2005) .
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Figure 07 : La prostate”

*https://blog.hirslanden.ch/fr/2017/10/10/le-depistage-du-cancer-de-la-prostate/

1.4.3. La glande de cowper ou glandes bulbo-urétrales

Au nombre de deux, les glandes bulbo-urétrales ( ou glandes de cowper ) sont située
derriére la prostate, de par et d’autre de 1’urétre membranacé . Ces glandes ont la taille d’un
pois. Durant I’excitation sexuelle, Elles sécrétent, dans 1’urétre spongieux, un épais mucus
translucide qui protége les spermatozoides du milieu acide que représente 1’urétre de
I’homme, en plus de lubrifier sa paroi afin de faciliter le passage du sperme et ainsi réduire le
nombre de spermatozoides endommagés au cours de I’¢jaculation . le muscle lubrifie

¢galement I’extrémité du pénis pendant les relation sexuelle (Bujan , 1988 ).

Page 14



Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

1.5. Les cellules testiculaires

1.5.1. Tubes séminiferes (Figure 8)

Les tubes séminiféres contiennent des cellules germinales a différents stades de leur
développement ainsi que des cellules somatiques, les cellules de sertoli (Dadoune et
Démolin,1991) . Cette association des cellules germinales et de cellules de sertoli forme

I’épithélium séminifére (Gérard et al., 1994)
Les cellules germinales sont hautement organisées dans 1’épithélium séminifere.

Les cellules moins différenciées sont situees du coté basal du tube séminiféere (vers
lame basale ) et les cellules les plus matures sont situées du coté apical du tube séminifére (

vers la lumiére ) ( Gérard et al., 1994 )

L’épithélium séminifére repose sur la lame basale du tube séminifére. Cette lame
basale est constituée de tissus conjonctifs et d’une fine couche de cellules appelées cellules
moyide péri-tubulaires. Ces cellules contractiles qui participent & la propulsion et a
I’évacuation des spermatozoides qui ne sont pas mobiles dans le testicule (Dadoune et

Démolinn,1991) .

p paroi du tube séminifere

épithélium séminal

cellule de Leydig
artériole

Figure 08 : Coupe histologique de tube séminifere. (Blanc et al , 2002)
1.5.2. Cellules de sertoli

Ce sont des cellules de type épithélial s’étendant depuis la lame basale cernant les
tubes séminiféres jusqu’a leur lumiére. Elles sont unies par des desmosomes, mais ménagent

entre elles des interstices dans lesquels sont logees les cellules germinales.
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Elles jouent un role de soutien et de nutrition vis-a-vis des cellules germinales mais

interférent aussi avec la fonction endocrine du testicule (Blanc et al, 2002).

1.5.3. Cellules de leydig

Les cellules de Leydig, situées dans I'espace interstitiel testiculaire, entre les tubules
séminiféres, assurent la bio synthése des stéroides dont le plus important est la testostérone.
Sécrétée dés la sixieme semaine de la vie embryonnaire, celle-ci induit directement la
différenciation des organes génitaux masculins. Le développement et la fonction des cellules
de Leydig sont sous le contréle de I'normone gonadotrophine chorionique pendant le début de
la vie feetale puis de la LH (luteinizing hormone) : I'action des deux hormones est relayée par
le méme récepteur a sept domaines transmembranaires, couplé a I'adénylyl cyclase. Le
maintien des récepteurs dépend directement de la LH. La régulation de la synthése des
androgeénes par la LH semble modulée par de multiples facteurs, sécrétés au sein du testicule
par les cellules de Sertoli et les cellules germinales, variant non seulement au cours de
I'ontogenése mais aussi selon le stade du cycle spermatogénétique dans le tubule voisin (Eric
etal.,2013).

I1. Spermatogénése
I1.1. Origine méiotique des spermatozoides

La spermatogenése (Figure 09) est le processus de différenciation cellulaire qui aboutit
a la transformation des cellules germinales en spermatozoides. Elle se déroule dans la paroi
des tubes séminiferes du testicule (Clermont, 1963; Czyba et Montella, 1993; Dadoune et
Demoulin, 1991; Hartl et Jones, 2003; Wing-Yee et Yan Cheng, 2008).
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Figure 09 : Schématisation de la spermatogenése chez ’homme et du contenu

chromosomique des cellules au cours des différentes étapes (Perrin A., 2009).
11.2. Evolution des cellules de la lignée germinale :

Trois types de cellules germinales sont impliqués dans la spermatogenése : les

spermatogonies, les spermatocytes et les spermatides (Figure 10).
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Figure 10 : Les cellules de la lignée germinale (Thibault et Levasseur, 2001).

4 Les spermatogonies :

Il s’agit de cellules diploides se divisant par mitoses, disposées en périphérie des tubes
séminiféres. Ce sont des cellules arrondies, d’un diameétre de 10 a 15 pum, avec un cytoplasme

clair et un noyau ovoide. Il en existe trois types selon Clermont (Clermont, 1963) :

e spermatogonies Ad, a chromatine dense, d’aspect sombre;
e spermatogonies Ap, a chromatine poussiéreuse, claire;

e spermatogonies B, a chromatine mottée et irréguliére.
+ Les spermatocytes :
I1 s’agit de cellules disposées a distance de la membrane tubulaire.

Issus de la derniere division des spermatogonies B, les spermatocytes primaires sont de
grandes cellules au noyau arrondi contenant plusieurs nucléoles. Ils traversent une courte

interphase (stade pré-leptoténe), pendant laquelle s’effectue une réplication d’ADN (les
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spermatocytes primaires sont des cellules a 2n chromosomes dupliqués ou 4n molécules
d’ADN).

Ces cellules entrent ensuite dans un processus de division qui n’affecte que les cellules
de la lignée germinale, appelé la méiose. Sa finalité est d’assurer le brassage de I’information
génétique et la diminution de moitié du contenu en chromosomes de la cellule. Elle consiste
en deux divisions successives (meioses | et 1), consécutives a une seule phase de réplication
d’ADN (Figure 11 et 12). Chacune des deux divisions peut étre décomposee, comme la

mitose, en 4 étapes distinctes : prophase, métaphase, anaphase, télophase.

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

stade méiotique.

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

équatoriale.

En anaphase de méiose I, les chromosomes homologues se séparent et s’orientent vers

chacun des poles cellulaires de facon aléatoire.

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

sont les cellules au stade pachyténe car elles ont une durée de vie longue (16 jours).

La premiere division méiotique aboutit a la séparation des chromosomes homologues et
a la formation de spermatocytes secondaires, dans lesquels chaque chromosome est formé de
deux chromatides. Les spermatocytes secondaires contiennent donc n chromosomes dupliqués
ou 2n molécules d’ADN. Ces cellules sont rarement visualisées en histologie sur les coupes
de biopsie testiculaire, car elles ont une duréee de vie trés breve (1 jour). Elles se présentent

comme des cellules au noyau arrondi avec une chromatine homogeéne.
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Figure 11 : Principe de la méiose | avec 4 chromosomes (1/prophase, 2/métaphase,

3/anaphase, 4/télophase).

Apres une interphase tres courte ou les chromosomes ne se decondensent que
partiellement, les spermatocytes secondaires entrent en deuxieme division de méiose, sans
réplication d’ADN préalable. La deuxiéme division est similaire a une mitose somatique

normale, a ceci pres qu’elle ne porte que sur 23 chromosomes au lieu de 46.

La prophase de deuxieme division méiotique a une durée trés courte, contrairement a la

prophase .

En métaphase II, les chromosomes s’alignent au niveau de leurs centromeres sur la

plaque équatoriale.

En anaphase de méiose Il, ce sont les centroméres qui se séparent, entrainant la
séparation des chromatides sceurs de chaque chromosome qui vont s’orienter vers chacun des

poles cellulaires de facon aléatoire.

La deuxieme division méiotique aboutit a la ségrégation des chromatides sceurs dans les
deux cellules filles, les spermatides, qui sont des cellules haploides contenant n chromosomes
et n molécules d’ADN (Faure, 2007).
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Figure 12 : Principe de la méiose Il avec 4 chromosomes (1/prophase, 2/métaphase,
3/anaphase, 4/télophase).

+ Les spermatides :

La différenciation post-méiotique des spermatides en spermatozoides est appelée la

spermiogenese. Chez I’homme, elle dure environ 23 jours, et peut étre divisée en 8 étapes

(Figure 13).

Les spermatides, localisées pres du centre du tube séminifére, sont de petites cellules de 6

a 7 um de diamétre divisées en trois classes :

i/ les spermatides rondes (étapes 1-2), qui possedent un noyau rond avec une

chromatine péale et homogeéne;

ii/ les spermatides en élongation (étapes 3-4-5), dont le noyau s’allonge et dont la

chromatine devient plus sombre;

iii/ les spermatides en condensation (étapes 6-7-8), dont le noyau est tres allongé, avec
une partie caudale globulaire et une partie antérieure saillante, et dont la chromatine est

sombre et condensée.
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La maturation consiste en :

i/ une réorganisation nucléaire, avec élongation et compaction importante du noyau.

Cette etape cruciale modifie globalement la structure du génome. Elle sera détaillée plus loin;
ii/ une élimination de la majeure partie du cytoplasme via les corps résiduels;
111/ la mise en place de I’acrosome a partir de ’appareil de Golgi;
v/ I’assemblage des structures du flagelle.

La spermiogenese aboutit & la libération des spermatozoides dans la lumiére des tubes
séminiféres. Ceux-ci subiront une derniére maturation dans 1’épididyme, puis dans les voies

génitales féminines, de maniere a acquérir leur pouvoir fécondant (Faure, 2007).
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Figure 13 : Schéma de la spermiogenése, adaptée de Marc, 2004.

11.3. Cinétique de la spermatogeneése :

La production des spermatozoides est continue a partir de la puberté grace au
renouvellement des spermatogonies souches Ad et Ap par mitoses. Chez 1’homme, les
spermatogonies Ap un peu plus différenciées donneraient naissance aux cellules souches de

renouvellement ou spermatogonies B, lesquelles entameraient leur différenciation.
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La spermatogenese humaine dure 74 jours. Le cycle spermatogénétique est défini comme
la succession chronologique des différents stades de différenciation d’une génération de
cellules germinales (depuis la spermatogonie jusqu’au spermatozoide) (Figure 09). Chacune

des étapes du cycle spermatogénétique a une durée constante (Tableau 1).

Tableau 1 : Durée de vie moyenne des cellules germinales humaines (Faure, 2007).

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

11.4. Emission des gameétes:

Les spermatozoides sont produits et formés dans les testicules, puis suivent leur trajet
dans les voies génitales masculines ; ce trajet peut "étre distingué en deux "étapes : intra et

extra-testiculaire.
11.4.1. Transit intra-testiculaire :

Apres la production dans 1’"épithélium s’séminifére, les spermatozoides ‘a 1’"état
immobile sont transportés dans un liquide sécrété par les cellules de Sertoli, le fluide
testiculaire (trés riche en testostérone), sous ’effet des contractions des tubes s’séminifeéres,

via les tubes droits, le rete testis (Nguyen M-H, 2015)

11.4.2. Transit extra-testiculaire

Les spermatozoides cheminent des canaux efférents jusqu’au canal "épididymite, ou ils
peuvent étre stockés dans la queue de 1’"épididyme. A ce niveau-la, les spermatozoides

subissent encore des modifications pour acquérir leurs fonctions complétes.
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En fait, sous I’influence de la carnitine et des facteurs protéiques sécrétés par les
cellules épididymaires, les spermatozoides acquierent leur mobilité, une propriété essentielle.
La mobilite des spermatozoides est améliorée successivement dans les trois parties de

I’épididyme.

Les spermatozoides sont décapacités par les modifications de la répartition des
protéines, du changement de composition des lipides, de 1’intégration de nouvelles protéines
d’origine épididymaire. Toutes ces modifications rendent les spermatozoides provisoirement
inaptes "a la fécondation. Les derniers restes cytoplasmiques sont “évacués et libérés dans le
liquide épididymaire, la compaction compléte du noyau est achevée, le manchon
mitochondrial acquiert sa forme d"définitive, des modifications des protéines acrosomiales et
I’intégration de protéines membranaires intervenant dans la fixation du spermatozoide "a la

zone pellucide et a la membrane ovocytaire ont lieu.

Les spermatozoides sont stockés dans la queue de 1’"épididyme et "émis hors de
I’organisme de maniére discontinue, dans le liquide séminal, par "éjaculation. Un éjaculat est
constitué au moins de 1,5ml de sperme et contient environ 15 millions de spermatozoides par
ml (selon ’OMS. 2010). Au moment de 1’"¢jaculation, la premiére partie de I’’éjaculat est
constituée des sécrétions épididymaires, des sécrtions prostatiques et des spermatozoides ; le
premier jet est donc tres fécondant. La deuxiéme partie de 1’’¢éjaculat, quant a elle, est
constituée des sécrétions des vésicules s’séminales et est beaucoup plus riche en fructose
(Nguyen M-H, 2015).
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I11. Spermatozoide

I11.1. Morphologie

Le spermatozoide est une cellule trés allongée (environ 60um), composée de trois

parties : la téte, le col et le flagelle (Figure 14).

La téte est constituée d’un noyau et d’un acrosome. Le noyau occupe la majorité de la
téte, il contient du matériel génétique extrémement condensé (ADN). L’acrosome est une
vésicule aplatie, recouvrant les 2/3 supérieurs du noyau. Il contient de nombreuses enzymes
hydrolytiques : glucuronidase, hyaluronidase, phosphatase acide. . . permettant au

spermatozoide de traverser la zone pellucide de I’ovocyte pour le féconder.

Le col est la zone de jonction entre la téte et le flagelle, dans laquelle se trouve un

appareil centriolaire et une piece connective.

Le flagelle se lie avec le col et se divise en trois parties : la piece intermédiaire, la
piéce principale et la piéce terminale. Elles ont toutes en commun une structure axiale,
I’axonéme, tandis que les pieces intermédiaires et principale différent de la pi¢ce terminale
par les structures concentriques. Dans la piéce intermédiaire, ’axonéme est entouré de
mitochondries qui fournissent 1’énergie nécessaire a la mobilité du spermatozoide (Nguyen
M-H, 2015).

111.2. Caractéristiques physiologiques

La mobilité est un caractére essentiel du spermatozoide. Le mouvement flagellaire est
de type ondulatoire, les ondes naissant au niveau du col et se propageant vers 1’extrémité
selon une fréquence de 10 par seconde. Le déplacement du spermatozoide est sinusoidal
suivant une direction générale plus ou moins rectiligne. La vélocité du spermatozoide dépend
de I’environnement (liquide s’séminal liquéfié ou non, glaire cervicale, liquide utéro-tubaire).

(Nguyen M-H, 2015).
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Figure 14 : Structure de spermatozoide”

*(https://fr.wikipedia.org/wiki/Spermatozo%C3%AFde#/media/Fichier:Complete diagram of a hum

an_spermatozoa fr.svq)

La capacité fécondante d'un spermatozoide dépend de plusieurs facteurs : sa
morphologie, sa mobilité, I'équipement enzymatique acrosomial, le degré de condensation de
la chromatine, la présence de protéines cytoplasmiques, des caractéristiques membranaires...

Dans un sperme, les spermatozoides ne sont pas tous fécondants.

La vitalité du spermatozoide est limitée. En fait, dans un sperme maintenu in vitro a
37°C, seulement 20% des spermatozoides sont encore vivra au bout de 24h. Dans le tractus
génital féminin leur survie est au moins de 48 heures en conservant leur fécondance mais peut

étre plus longue en perdant progressivement la fécondance (Nguyen M-H, 2015).

Page 26


https://fr.wikipedia.org/wiki/Spermatozo%C3%AFde#/media/Fichier:Complete_diagram_of_a_human_spermatozoa_fr.svg
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spermatozo%C3%AFde#/media/Fichier:Complete_diagram_of_a_human_spermatozoa_fr.svg

Chapitre I : La fonction génital male Revue bibliographique

Concernant les activités métaboliques, le spermatozoide est inerte, ¢’est-"a-dire il n’existe
pas d’activité transcriptionnelle et traductionnelle & cause d’une chromatine condensée et de
I’absence des ARN ribosomaux. Seule 1’activité respiratoire des mitochondries permet au
spermatozoide la mobilité. En regardant 1’équipement chromosomique, il y a deux sortes de
spermatozoides : 23,X et 23,Y. lls ne peuvent pas étre différenciés morphologiquement les
uns des autres (Nguyen M-H, 2015).

IVV. Régulation hormonale de la fonction de reproduction chez I'homme

La régulation hormonale (Figure 15) de la production de gameétes et d’hormone
sexuelles fait intervenir des interactions entre I'hypothalamus, I'adénohypophyse et les
testicules. Ces interaction constituent ce qu'on appelle parfois I'axe hypothalamo-hypophyso-

gonadique.

La séquence d'événement régulateurs de I'axe hypothalamochypophyso-gonadique,

déroule comme suit :

1- L'hypothalamus sécréte la gonadolibérine (GnRH, gonadotropin-releasinhormone), qui est
transportée jusqu'a I'adénohypophyse par le sang circulant da le systéme porte hypophysaire.
La GnRH régit la libération par l'adénohypophy de deux gonadotrophines- I'hormone
folliculostimuline (FSH, follicule-stimulati hormone) et I'hormone lutéinisante (LH,lutéinzing

hormone). la FSH et la LH été nommeées d'aprés leurs effets sur les gonades femelles.

2- La liaison de la GnRH aux cellules hypophysaire entraine la libération de FSH de LH dans

le sang.

3- La FSH stimule indirectement la spermatogénése en déclenchant la sécrét d'ABP
(androgéne-binding protein) par les épithéliocyctes de soutien. L’ABP permet le maintien
d'une concentration élevé de testostérone prés des cellules germinales, qui favorisent la
spermatogenese la FSH rend donc ces derniéres cellules réceptives aux effets stimulateurs de

la testostérone.

4- La LH se lie aux cellules interstitielles du tissu conjonctif lache qui entoure les tubules
séminiféres contournés et les pousse a sécreter la testostérone. Les cellules interstitielles

secretent aussi un peu d'estrogénes.

5- L'augmentation locale des concentrations de testostérone est le facteur qui declenche

finalement la spermatogénése.
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6- La testostérone qui entre dans la circulation sanguine produit plusieurs effets dans d'autres
régions de l'organisme. Elle stimule la maturation des organes sexuels, le développement et le

maintien des caracteres sexuels secondaires et la libido.

7- L'augmentation des concentrations de testostérone déclenche une boucle de rétro inhibition
qui inhibe la sécrétion de GnRH par I'hypothalamus et agit directement sur I'adénohypophyse
pour inhiber la libération de FSH et de LH.

8- L inhibine est une hormone protéique sécréte par les épithéliocyctes de soutien.

La concentration de cette hormone constitue un indicateur de I'état de la
spermatogénese. Lorsque la numération des spermatozoides est élevée, la sécrétion d'inhibine
augmente, ce qui inhibe directement la libération de FSH par I'adénohypophyse et de GnRH
par I'nypothalamus. Quand la numération des spermatozoides est devenue inférieur a 20

millions par millilitre, la sécrétion d'inhibine baisse fortement et la spermatogénese reprend

La quantité de testostérone et le nombre de spermatozoides produits par les testicules
refletent un équilibre entre les trois groupes d'hormone qui forment I'axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique: (1) la GnRH, qui stimule indirectement les testicules par
I'intermédiaire de son influence sur la libération de FSH et de LH; (2) la FSH et la LH, qui
stimulent directement les testicules; (3) les hormones sexuelles (testostérone et inhibine), qui
exercent une rétro-inhibition sur I'hypothalamus et I'adénohypophyse. Une fois cet équilibre
établi au cours de la puberté (ce processus dure environ trois ans), la quantité de testostérone
et de spermatozoides produits demeure relativement stable tout au long de la vie. Parce que
I'nypothalamus est également influencé par d'autres régions du cerveau, tout I'axe
cérébrotesticulaire est régi par le SNV. En I'absence de GnRH, de FSH et de LH, les testicules

s'atrophient et la production de spermatozoides et de testostérone s'arréte (Eric et al. 2013).

Le développement des organes génitaux de I'homme dépend de la sécrétion prénatale
des hommes males. Durant quelques mois aprés sa naissance, le bébé de sexe masculin
présente des concentrations plasmiques de FSH, de LH et de testostérone presque égales a
celles du garcon qui est au milieu de la puberté. Peu apres, la concentration sanguine de ces
hormones diminue et demeure basse tout au long de I'enfance. A I'approche de la puberté, le
seuil d'inhibition de I'nypothalamus augmente, et il faut des concentrations de testostérone
beaucoup plus élevées pour réprimer la sécrétion de GnRH par I'hypothalamus, Plus la

sécrétion de GnRH augmente, plus les testicules sécretent de testostérone, mais le seuil
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d'inhibition de I'hypothalamus continue d'augmenter jusqu'a ce que soit atteint le mode
d'interaction hormonale de I'adulte, lequel se manifeste par la présence de spermatozoides
matures dans le sperme (Eric et al. 2013).
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Figure 15 : Régulation hormonale de la fonction de reproduction chez 1’nomme (Schlosser et
al., 2007)
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. Généralité

L’infertilité est définie par ’OMS comme 1’incapacité a engendrer une grossesse apres
un an de rapports sexuels réguliers non protégés. Cette incapacité est rapportée au fait que les
facteurs cliniques et biologiques nécessaires pour parvenir a une grossesse ne sont pas réunis
chez I'un ou l'autre des partenaires. L’infertilité est, a tort, souvent confondue avec
I’infécondité, qui désigne plus un état : celui de ne jamais avoir été¢ impliqué dans I’obtention
d’une grossesse ou la naissance d’un enfant. Le terme d’infertilité ne peut donc étre employé
que s’il existe une preuve de I’existence d’un facteur ou un ensemble de facteurs
compromettant I’obtention d’une grossesse. Elle représente un probléme de santé publique qui

concerne 10 a 15% des couples (Boivin et al ., 2007).

1. Définition de ’infertilité masculine

Est I’incapacité pour un homme d’assurer une procréation du fait d’une défaillance des
paramétres spermatiques, ce qui établit de facon significative la différence biologique entre
population fertile et infertile (pontonnier et al ., 1993) .

v On décrit deux types d’infertilité masculine :
L’infertilité primaire : c’est I’absence de grossesse apres un minimum d’un an de rapports
sexuels non protégés chez une femme qui n’a jamais eu de grossesse.
L’infertilité secondaire : c’est ’absence de grossesse aprés un minimum d’un an de rapports

sexuels non protégés chez une femme qui a déja eu une grossesse.

I1-1- Facteurs impliqués dans I’infertilité masculine

En dehors des causes connues de D’infertilit¢ masculine de nombreuses études ont
démontré I’implication de différents farceurs liés a I’environnement et aux conditions de vie :
a- Age
On sait qu’apres 35 ans, la fertilité de la femme décline fortement. Le déclin de la
fertilité des hommes avec I’age est une question encore mal comprise.
Le taux de paternité chez les hommes de plus de 35 ans est en augmentation de 16%
selon une étude américaine menée de 1980 a 1995 (Wagner, 2004).
La dégradation de la fertilit¢ chez I’homme n’est pas un processus obligatoire
contrairement au phénomeéne d’arrét brutal des fonctions gonadiques rencontré chez la
femme. Il n’y a pas de limites physiologiques aux fonctions de reproduction chez 1’étre

masculin.
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Cependant, cette fertilité qui apparait constante et continue semble ne pas rester a son
maximum tout au long de la vie d’'un homme. Un age paternel supéricur a 40 ans est un
facteur de risque clé pour I’infertilité tout comme 1’age maternel €¢levé (Larochebrochard et al
., 2003)

Une méta-analyse regroupant 20 études s’étendant de 1980 a 1999 (Kidd et al., 2001)
a mis en évidence une diminution du volume spermatique avec 1’dge. On note ainsi la
survenue d’une hypospermie qui peut étre significative apres 50 ans. A cela peut s’ajouter une
diminution de la mobilité spermatique. Celle-ci diminuerait de 0,6% par an (12% de 30 a 50
ans). Enfin, le taux de tératospermie peut également augmenter avec 1’age : plus 0,9% par an
(18% de 30 a 50 ans) (Auger et al., 1995).

b- Exposition

On sait depuis longtemps que les expositions a certaines substances que ce soit dans la
vie guotidienne ou dans la vie professionnelle diminuent la fertilité masculine :
b-1-La chaleur

Fonction principale du scrotum est réputée étre de maintenir les testicules a une
température légérement inférieure a celle du corps. La température scrotale et en reflet, celle
du testicule, est inférieure d’environ 3 a 4°C par rapport a la température centrale corporelle
euthermique soit 33°C (Sharpe et Irvine , 2004).

Celle-ci est physiologiquement nécessaire pour assurer une bonne spermatogéneése.
Plusieurs études ont montré qu’une augmentation de 1,8 a 5,2°C de la température des
testicules a des effets négatifs sur la spermatogenese, qu’elle ralentit voire bloque.

De nombreux métiers (boulangers, chauffeurs, soudeurs) augmentent les risques
d’hypofertilité d’une part et d’autre part le port de sous-vétements serrés en tissu synthétique,
I’utilisation d’un ordinateur portable posé sur les cuisses (qui augmente la température des
testicules de 4,6 a 5,2°C en une heure) et la prise de bain tres chauds (qui a été longtemps
utilisée en Inde comme méthode de contraception masculine) sont eux aussi mis en cause.
Une étude rétrospective faite en France a relevé que le temps mis par des couples fertiles a
concevoir était long, puisque ces hommes conduisaient 3heures par jour (Bujan et al ., 2000).
Les pyrexies aigues entrainent des oligoasténospermies transitoires c¢’est la raison pour
laguelle on demande généralement le spermogramme 03 mois apres un épisode fébrile.

b-2- Perturbateurs endocriniens

Le développement de I’industrie chimique exposerait la population a des substances

chimiques a des effets ostrogéniques ou anti-androgéniques. On sait depuis longtemps que les

expositions de certaines professions aux pesticides (agriculteurs) ou aux éthers de glycol
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(peintres) diminuent la fertilité masculine. Cependant, on considere que ces molécules
auraient des effets sur la fertilité de la population générale a des doses environnementales
(Ravel et al., 2009).

De nombreuses études, résumées par ( Garlantézec et Multigner , 2012) citent les
principaux agents incrimines :
b-2-1- Les métaux lourds ou I’on retrouve une augmentation du délai nécessaire pour
concevoir (DNC) pour les couples dont ’homme est exposé. En termes de qualité de sperme,
ont été mises en évidence une diminution de la concentration en spermatozoides
(oligospermie), une diminution de leur mobilité (asthénospermie) en cas d’exposition au
plomb et une augmentation des anomalies morphologiques des gametes (tératospermie) en cas
d’exposition au cadmium. L’ensemble de ces perturbations des parameétres spermatiques a été
détecté pour des niveaux sanguins circulants jusque la considérés comme inoffensifs.
b-2-2- Les pesticides dans leur ensemble entrainent les mémes types d’anomalies. L’étude
(Sallemen et al., 2003) s’intéresse essentiellement et appui la responsabilité sur les
pyréthrinoides, les carbamates et les organophosphorés. Les insecticides tel que le Fenvalerate
ou encore le carbaryl sont également cités dans d’autres études.
b-2-3- Les solvants ont les mémes conséquences. On pourra citer les éthers de glycols, les
solvants pétroliers, le diméthylformamide ou encore le disulfure de carbone.
Il a été remarqué que I’exposition des hommes a ces familles de toxiques entrainait une
diminution de production de testostérone (notamment pour 1’exposition aux pesticides) et des
autres hormones type LH, progestérone et cestradiol. On décrit également des malformations
génitales (hypospadias et cryptorchidie) chez les garcons nés d’un parent expose.

c- Au tabac
La fumée de cigarette contient plus de 4000 composants parmi lesquels on peut citer le

monoxyde de carbone, des alcaloides comme la nicotine, des hydrocarbures polyaromatiques,
des métaux lourds comme le cadmium. La cotinine, 20 métabolite de la nicotine, se retrouve
On en déduit donc un passage actif de ce métabolite a travers la barriére hémato-testiculaire
depuis les artéres testiculaires vers les tubes séminiféres. Ceci peut aisément expliquer les
anomalies présentes sur les spermogrammes des patients fumeurs. On note une tendance a
I’oligospermie et une diminution relative de la vitalité des spermatozoides. La mobilité
spermatique semble étre altérée comme la morphologie des gametes qui apparaissent
microcéphales (Sepaniak et al., 2004).

Une spécificité supplémentaire du tabac par rapport aux autres toxiques, au-dela de

I’altération des paramétres spermatiques, est une atteinte nucléaire des spermatozoides sous la
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forme d’une fragmentation de leur ADN. Le liquide séminal des fumeurs est appauvri en
substances anti-oxydantes comme 1’acide ascorbique et le tocophérol ; ce qui réduit les
défenses déja faibles du matériel génétique des gameétes. Il se crée alors un stress oxydatif par
I’émergence de radicaux libres. La membrane cytoplasmique et I’ADN sont alors 1ésés. Ayant
une faible capacité de réparation, cet ADN abimé peut se transmettre au zygote. Une étude
(Zenzes et al . , 1995) a méme suggéré que la transmission d’altérations nucléaires était plutot
paternelle. Cela avec de graves conséquences pour la descendance chez laquelle une relation
entre tabagisme paternel et survenue de cancer (leucémies aigues, lymphomes, tumeurs
cérébrales ) a été mise en évidence par une étude réalisée par( Ji et al ., 1997) sur des enfants
de 0 &5 ans de péres fumeurs uniquement.

Cette derniére observation, associée a toutes les autres pathologies engendrées par
I’intoxication tabagique, pousse au sevrage radical chez 1’ensemble de la population
hypofertile ou non en sachant que les effets sur la spermatogénese ne sont completement
réversibles qu’apres deux ans suivant 1’arrét de la consommation.

d- L’alcool et aux diverses drogues

La consommation excessive et prolongée de ces types de produits entraine comme
dans le cadre du tabac des perturbations significatives de la fonction de reproduction chez
I’homme. L’alcool a des effets néfastes sur la spermatogenése car il inhibe la synthése de
testostérone. D’autre part, la consommation de plusieurs drogues telles que le cannabis,
I’héroine ou encore la cocaine peut étre a 1’origine d’asthénospermie voire de tératospermie
(Hamamah et Barthelemy, 1997 ).

e- Les médicaments
Les médicaments peuvent exercer une action a différents niveaux : I’aspect qualitatif
ou quantitatif du sperme, la libido, 1’érection et 1’éjaculation (Olivennes et al ., 2006) :

- Inhibition hypophysaire : testostérone, analogues GnRH, stéroides anabolisants.
- Effets anti-androgéniques : cimétidine, spironolactone.

- Anéjaculation : antidépresseurs, phénothiazines, bétabloquants.
- Dysfonctionnement érectile : bétabloguants, diurétiques thiazidiques, metoclopramine,

hypocholestérolémiants, anxiolytiques, antidépresseurs, antiépileptiques.

- Altération qualitative ou quantitative de la spermatogénese : nitrofuranes, salazopyrine,

kétoconazole, médicaments anticancéreux (alkylants)
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- Trouble de la libido : antidépresseurs (IMAO, ISRS, tricycliques), neuroleptiques
(sulpiride), thymorégulateur (lithium), béta-bloquants, diurétiques, antiépileptiques
et anxiolytiques (Hazard et a |., 2000).

I11. Etiologie de I’infertilité masculine

Les infertilités masculines ont différentes causes. Elles peuvent étre pré-testiculaires
(hypogonadisme hypogonadotrope), post-testiculaires (le plus souvent un obstacle empéchant
I’évacuation des spermatozoides en dehors du testicule), ou étre le résultat d’une maladie
testiculaire ou d’un trouble érectile ou ¢&jaculatoire. Dans certains cas, aucune cause
anatomique n’est retrouvée, on parle alors d’infertilité idiopathique (Young , 2016).

I11-1- Les causes pré-testiculaires

Les causes d’infertilités pré-testiculaires sont majoritairement liées a un
Hypogonadisme hypogonadotrope, c’est-a-dire une diminution de la synthese des hormones
sexuelles due a une diminution de la sécrétion des hormones gonadotropes LH et FSH (Roz
et al. ,2009).

Cette diminution de synthése des hormones sexuelles entraine une altération de la
production de spermatozoides (Roz et al. ,2009). Un hypogonadisme hypogonadotrope doit
étre évoqué devant une azoospermie ou une oligospermie (Roz et al ., 2009). Il existe
plusieurs étiologies d’hypogonadisme hypogonadotrope comme des mutations de genes
responsables de la stimulation de 1’axe gonadique, I’adénome a prolactine, certains
médicaments ou produits comme les anabolisants parfois utilisés par les sportifs (Valdez-
socin, 2014).

I11-2- Les causes testiculaires

Les causes testiculaires sont les plus fréquentes et associent une atteinte qualitative

et quantitative des spermatozoides. L’origine des modifications peut étre chromosomique

Jésionnelle, infectieuse ou endocrinienne (Foresta et al. ,2001).

» Causes chromosomiques

Parmi les causes chromosomiques on retrouve le syndrome de Klinefelter, aneuploidie
caractérisée par un chromosome sexuel X supplémentaire. Ce syndrome entraine une
augmentation des taux de gonadotrophines donc un taux de testostérone faible (Plotton et al.
,2010). Un développement insuffisant du pénis et du scrotum, une descente incomplete des

testicules ainsi qu’une azoospermie ou une oligospermie sévere (Rock et al. ,2014). Pres de
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11% des hommes présentant une azoospermie souffrent d’un syndrome de Klinefelter (Plotton
et al. ,2010).
L’infertilité est en partie expliquée par le chromosome X surnuméraire qui entraine

une apoptose et une altération du renouvellement des spermatogonies (young, 2016).

On distingue aussi des Iésions génétiques dont les micro-délétions du chromosome Y,
seconde cause génetique responsable d’infertilit¢é masculine (Masoudi et al. ,2016).Une
micro-délétion au niveau du bras long du chromosome Y, ou se situe la région AZF (facteur
d’azoospermie), est a 1’origine d’une azoospermie ou d’une oligospermie (young, 2016). La
région AZF peut étre divisée en 3 locus : AZFa, b et c, contenant de nombreux genes
impliqués dans la spermatogénése. Les délétions les plus fréquentes concernent le locus
AZFc, codant pour le gene DAZ (Delete in AZoospermia) (young, 2016). Cependant aucune
corrélation claire n’existe entre la localisation de la délétion et le phénotype clinique (Foresta
etal. ,2001).

D’apres ’étude réalisée par Foresta et al. en 2001 chez 185 patients stériles, les

délétions du chromosome Y entrainent frequemment une azoospermie (84,3%), une
oligospermie sévere (14,1%) ou une oligospermie modérée (1,6%). Ces micro-délétions sont a
I’origine d’une perte importante des cellules de la lignée germinale (Foresta et al. ,2001).
Le chromosome Y est responsable de la formation des testicules et de la spermatogéneése,
grace au gene SRY (sex-determining region Y ou région déterminant le sexe), qui est un
facteur de détermination testiculaire (TDF) (Tachdjian, 2017). En effet on observe un
inversement du phénotype et une infertilité chez les femmes dont le caryotype est 46,XY
(délétion du gene SRY) ou chez des hommes au caryotype 46,XX (présence d’un fragment Y
par duplication du géne SRY sur le chromosome X paternel) (Poulat, 1992).

Des mutations sur d’autres génes comme le SRD5A2 qui code pour la 5- a —réductase
peuvent entrainer des troubles du développement sexuel et une insensibilité aux androgeénes.
Le déficit en 5- o -réductase est un trouble autosomique récessif, empéchant la conversion de
la testostérone en DHT. Les hommes atteints de cette pathologie ont des organes externes
incomplétement virilisés, des anomalies au niveau des vésicules séminales et de la prostate,

entrainant une infertilité (Hsieh, 2010).
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» Lésions testiculaires

Les lésions testiculaires font partie des causes d’infertilit¢é masculine acquise. On
recense des lésions congénitales comme la cryptorchidie ou les dysgénésies gonadiques. La
cryptorchidie est une malformation due a un défaut de migration du testicule de I’abdomen
dans la bourse durant la vie feetale (Hsieh, 2010). La descente du testicule est régulée par une
protéine appelée insulin-like 3 (INSL3), analogue de I’insuline, qui est sécrétée par les
cellules de Leydig lors de la vie feetale (Bay et al. ,2011). Une mutation de cette protéine ou
de son récepteur LGRS, récepteur couplé a une protéine G, engendre une cryptorchidie.
Cependant les patients atteints de cryptorchidie n’ont pas obligatoirement une mutation
d’INSL3. Il semble que de nombreuses étiologies peuvent étre retrouvées : des mutations sur
des génes codant des hormones importantes pour la spermatogénese, des anomalies
cytogénétiques et des causes environnementales. Des études étiologiques sont en cours,
puisqu’il semble que la cause de cryptorchidie reste inconnue pour de nombreux patients
(Ravel et al. ,2007). Le gargons atteints de cette malformation, naissent avec un nombre de
cellules germinales réduit, ce qui entraine un risque d’infertilité ultérieur. D’apres 1’étude
rétrospective de cohorte de Cortes et al. en 2001, les hommes atteints de cryptorchidie
unilatérale ont un risque de stérilit¢ de 10%, c’est pourquoi une chirurgie réparatrice est
recommandée le plus t6t possible (Cortes et al. ,2001) .

> Infertilités immunologiques ou auto-immunes

Il existe une infertilité immunologique ou infertilité auto-immune caractérisée par la
présence d’anticorps anti-spermatozoides (ACAS) (Elloumi et al. ,2013). Dans les
circonstances normales les antigénes des spermatozoides ne déclenchent pas de réaction
immunitaire, puisque ceux-ci sont séparés du systeme immunitaire par la barriere hémato-
testiculaire (Tuech, 2012). La physiopathologie est encore peu connue cependant plusieurs
étiologies semblent émerger : une bréche dans la barriere hémato-testiculaire, une intervention
chirurgicale, une tumeur testiculaire, la varicocéle (dilatation des veines du cordon
spermatique (Kantartzi et al. ,2007)), la cryptorchidie ou I’orchidopexie (traitement
chirurgical permettant de fixer le testicule a I’intérieur du scrotum (Orchidopexie, 2017)). Ces
ACAS vont entrainer une agglutination des spermatozoides, une diminution de leur mobilité,
un effet cytotoxique sur les spermatozoides conduisant a leur cytolyse et une inhibition du

pouvoir fécondant (Elloumi et al. ,2013).
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> Lésions acquises

De nombreuses Iésions acquises sont responsables d’infertilité chez "’homme. Il est
possible qu’une infertilité puisse apparaitre suite a des 1ésions traumatiques et/ou ischémiques
lors d’une torsion du cordon spermatique, d’une chirurgie ou d’un cancer. Le testicule est un
organe sensible a I’hyperthermie, les rayonnements ionisants (radiothérapie), les toxiques
(chimiothérapie, médicaments) ainsi qu’a des pathologies comme les oreillons ou les orchites
Infectieuses (young, 2016).

I11-3- Les causes post-testiculaires

Les causes post-testiculaires sont principalement liées a une obstruction au niveau des
voies génitales. L’obstruction peut étre liée a une anomalie congénitale, une infection, un
traumatisme et méme un acte chirurgical : la vasectomie, qui consiste a ligaturer
volontairement les déférents pour une action contraceptive. Tout le cheminement des
spermatozoides de la lumiére des tubes seminiféres aux canaux éjaculateurs peut étre le lieu

d’un obstacle (young, 2016).

» Causes malformatives

Les causes malformatives sont rares, mais cependant on peut observer dans de rares
cas d’infertilité une absence de canaux déférents ou une agénésie bilatérale congénitale des
déférents (ABCD) (Fontaine et Jarfin, 2001). L’ABCD est une maladie génétique
autosomique récessive, liée a des mutations du gene CFTR, régulateur de conductivité
transmembranaire, responsable aussi de la mucoviscidose (young, 2016). Cette anomalie peut
conduire a une azoospermie obstructive non résolutive chirurgicalement, associée a un faible
volume de sperme, un pH inférieur a 7,2 et un taux de fructose diminué (Bouyé et al. ,2014).
Des anomalies des canaux ¢éjaculateurs sont aussi responsables d’infertilité¢ mais de fagon plus
sporadique, avec un tableau clinique semblable a I’ABCD mais avec présence des canaux
déférents (Rigot et al. ,2013).

> Obstructions acquises

Des obstructions acquises peuvent aussi étre responsables d’infertilité masculine. Elles
sont d’origine tumorales, infectieuses ou iatrogénes/chirurgicales (young, 2016). En effet, les
interventions chirurgicales au niveau du pelvis ou des bourses sont un facteur de risque
d’infertilit¢ masculine (Khodari et al. ,2015). Parmi les causes infectieuses, les urétrites

et epididymites altérent la fertilité masculine avec des perturbations plus ou moins transitoires

Page 38



Chapitre2: Exploration de linfertilité masculine Revue bibliographique

du spermogramme. L’épididymite peut é&tre le résultat d’infections sexuellement
transmissibles (gonocoque, mycoplasme, Trichomonas ou Chlamydia) ainsi que de prostatite
aigué bactérienne a Escherichia Coli, Klebsiella, Enterobacter ou Pseudomonas (Legeume,
1992).

I11-4- Autres causes

Parallelement a ces causes pré-testiculaires, testiculaires et post-testiculaires, des
troubles érectiles, éjaculatoires et sexuels peuvent entrainer une incapacité a féconder.
Les dysfonctions érectiles étant des causes mécaniques réversibles et non un réel probleme
d’infertilité. Les causes d’infertilité étant variées, il est nécessaire de réaliser un bilan complet
pour établir un diagnostic précis et trouver la meilleure prise en charge possible au désir de
paternité. Néanmoins pour une part non négligeable de patients infertiles, aucune étiologie

n’est retrouvée. On parle alors d’infertilité masculine idiopathique (Phé et Rouprét, 2010).

V. Exploration de I’infertilité masculine

IV.1. L’examen clinique

Un examen clinique, physique et approfondi doit étre réalisé pour écarter anomalies
morphologiques des organes génitaux (young, 2016). Une éventuelle gynécomastie doit étre
recherchée ainsi qu’une diminution de la pilosité. Une exploration des organes génitaux
externes et du volume testiculaire doit également étre faite par palpation (estimation du
volume et de la consistance des bourses, de la taille de la verge et de la présence éventuelle de
cicatrice pouvant évoquer une chirurgie) (Mehrpour et al ., 2014). Une échographie du
scrotum et des organes génitaux internes doit étre réalisée par un médecin spécialiste, pour
rechercher la présence des canaux deférents et de potentielles anomalies (young, 2016).
En fonction des cas, un toucher rectal peut étre recommandé pour évaluer 1’état de la prostate
et des vésicules séminales (Mehrpour et al. , 2014). Des examens complémentaires doivent

étre systématiquement effectués pour un diagnostic plus preécis.
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Figure 16 : Orchidometre de Prader permettant d'évaluer le volume testiculaire en consultation”

* https://french.alibaba.com/product-detail/hot-sale-original-wooden-color-orchidometer-
60466945724 .html

IVV.2. Analyse du sperme :

Le bilan de sperme est un examen crucial dans 1’évaluation de la fertilit¢ masculine et

fournit des informations sur la fonction testiculaire et I’intégrité du tractus génital masculin.

IV.2.1. Le spermogramme :

Le spermogramme selon les normes de I’OMS 2010 (Tableau 2) Le spermogramme
est I'examen fondamental chez I'homme, il prend en compte 1’aspect quantitatif: le volume et
qualitatif: la couleur, Iodeur, la viscosité, la mobilité¢, la numération, la vitalité¢ et la

morphologie des spermatozoides.
e Le recueil du sperme

Doit étre fait aprés un délai d'abstinence de 2 a 5 jours, aprés ce délai, si la numération
des spermatozoides augmente, en revanche leur mobilité et leur vitalité sont sensiblement
diminuées. Le recueil par coit interrompu est a proscrire ainsi que le recueil dans un
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préservatif. Une toilette des mains et de la verge au savon et une miction doivent
immédiatement précéder le prélevement pour éliminer les germes commensaux urétraux. Le
recueil du sperme doit se faire par masturbation dans un flacon stérile et le placé dans une

étuve a 37 °C, pendant 10 a 20 minutes, le temps nécessaire a la liquéfaction du sperme.

e Levolume

Le volume normal de I'éjaculat pour 3 jours d'abstinence sexuelle se situe entre (2 et 6
ml), il est le reflet des capacités sécrétoires des glandes annexes. Environ :
20% du volume de I'éjaculat provient des sécrétions prostatiques
20% provient des épididymes et les déférents 60% du volume provient des vésicules
séminales
Hypospermie, volume total de I'éjaculat inférieur a 2 ml
Hyperspermie, volume total de I'éjaculat supérieur a 6 ml

Aspermie, absence d'éjaculat ou absence totale d'émission de sperme

e La viscosité

Le liquide séminal coagule rapidement apres I'éjaculation puis il se liquéfie

secondairement dans les 20 min & 1 heure de temps graces aux enzymes prostatiques.

e lLepH

Le pH normal se situe entre 7,2 et 8, il est le ttmoin indirect des sécrétions des glandes
annexes (sécrétions prostatiques acides et secrétions des vésicules séminales basiques).Un pH
acide inférieur & 6,5 témoigne un défaut de fonctionnement des vésicules séminales .Un pH >

8 évoque le diagnostic d'une insuffisance prostatique ou une infection.

e Lanumération

La numération normale de spermatozoides dans I'éjaculat est supérieure a 15
millions/ml et supérieure a 39 millions pour la totalité de I'éjaculat. La premiére partie de
I'éjaculation qui est constitué des sécrétions prostatiques et épididymaires contient la grande
partie des spermatozoides (jusqu'a 80% de la totalité des spermatozoides contenus dans

I'éjaculat).
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e La mobilité des spermatozoides

La mobilité des spermatozoides est classée en quatre catégories (ou grades) :
Catégorie "a" : mobilité fléchante et rapide (vitesse >25 um/s).
Catégorie "b" : mobilité lente (vitesse de 5-25 um/s).
Catégorie "c" : mobilité sur place.
Catégorie "d" : immobilité.
Une heure aprés I'éjaculation, au moins 30% des spermatozoides doivent avoir une mobilité

normale (catégories a+b).
e Lavitalité

Le pourcentage des spermatozoides vivants dans I'éjaculat doit étre supérieur égal ou a
(58%) de I'ensemble des spermatozoides. Il existe plusieurs techniques au laboratoire pour
tester la viabilité des spermatozoides dont, une coloration diagnostique a 1’éosine nigrosine

(Y-éosine).
e La morphologie

Selon la classification de " David 2010 " au moins 4 % des spermatozoides doivent

avoir une morphologie normale.
e Les agglutinats

Les agglutinats correspondent un rassemblement (accolement) de plusieurs
spermatozoides vivants ensemble.

Les agglutinats s'expliquent par la présence de spermatozoides vivants et porteurs
d’anticorps anti-spermatozoides. lls doivent étre différencies des agrégats de spermatozoides,

qui sont la réunion et I'accolement de plusieurs spermatozoides morts ensemble.
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Tableau 2 : Les valeurs normales du spermogramme selon les normes de I’OMS 2010.

*https://www.centre-gynecologigue-lavancee.fr/fr/fertilite/medecine-de-la-reproduction

Parametre Norme (OMS 2010)
Volume de sperme >1,5ml
Nombre total de SPZ (par éjaculat)
> 39 millions
Concentration de SPZ (par ml) > 15 millions/ml
Mobiliteé totale ( A+B+C%) > 40 %
Mobilité progressive (A+B %) =32 %
Vitalité (SPZ vivants, %0) > 58 %
PH Entre 7,2 et 8
Les leucocytes < 1 million/ml
Morphologie des SPZ (formes normales, %) >4 %

1V.2.2 Les anomalies spermatiques

e Les anomalies de la quantité du volume spermatique

> Aspermie : I’absence d’éjaculét ou le volume de sperme inférieur a 0,5 ml peut-étre a
cause des étiologies suivantes :
* Soit une éjaculation rétrograde
* Soit une anéjaculation (absence d’éjaculation), (Comhaire et al ., 1976).

» Hypospermie : le volume total de I’¢jaculat inférieur a 1,5 ml. L’hypospermie peut
étre due :
* Soit & un probléme technique de recueil du sperme
* Soit a un déficit de sécrétion au niveau des glandes annexes (prostate, vésicules séminales)
* Soit a une éjaculation rétrograde (dans la vessie), (OMS, 2010).

» Hyperspermie : volume total de 1’éjaculat supérieur a 6 ml ; elle évoque la présence
de lésioninfectieuse des glandes annexes et en particulier les vésicules séminales. Elle peut

étre due aussi a une abstinence trop longue, (OMS, 2004)
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e Lesanomalies du nombre de spermatozoides
» Azoospermie
L’azoospermie se définit comme 1’absence de spermatozoide lors de la réalisation d’au
moins trois spermogrammes pratiqués dans des conditions optimales : ce diagnostic ne peut
étre affirmé que si I’on examine avec attention le culot de centrifugation avant et apres
coloration pour infirmer la présence de spermatozoides. Il faut étre trés prudent dans le
diagnostic définitif de I’azoospermie car un phénomeéne infectieux sévére peut entrainer une
azoospermie réversible, (Hammamah et al ., 1999).
» Oligospermie
Elle se définit par une diminution du nombre de spermatozoides dans I’¢jaculat
inférieur a 15 millions par ml, (OMS, 2010).
> Polyspermie ou Polyzoospermie
La numération des spermatozoides est supérieure & 200 millions par ml. (OMS, 2010).
» Cryptozoospermie
Crypto c’est caché, donc il s’agit de I’absence de spermatozoides a 1’examen
d’observation direct d’une goutte de sperme mais a I’opposé de I’azoospermie, une recherche
approfondie permet d’en trouver quelques uns (moins de 100000 spermatozoides dans la

totalité de I’¢jaculat), (Clément, 2004).

e Lesanomalies de la qualité du sperme
» Asthénospermie ou asthénozoospermie

Moins de 40% des spermatozoides sont mobiles une heure apres 1’éjaculation, (OMS,
2010).

» Nécrozoospermie

S’il n’y a pas de spermatozoides vivants a 1‘éjaculation ; il faut rechercher un
probléme infectieux ou oxydatif. Les spermatozoides humains présentent un fort pourcentage
d’anomalies morphologiques.

L’étude morphologique a été codifiée et quantifiée et la plupart des laboratoires
utilisent la classification de David qui tient compte de poly malformation des spermatozoides,
(Cook et al ., 2007).

» Leucospermie
La numération des leucocytes est supérieure a 1million /ml ; elle évogue une infection ou

un processus inflammatoire (lithiase prostatique ; abstinence trop longue), (OMS, 2010).
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» Tératozoospermie
Elle se caractérise par un taux de spermatozoides sont normaux morphologiquement
inférieur a 15%. Les spermatozoides humains présentent un fort pourcentage d’anomalies

morphologiques, (Auger et al ., 2000).
IV.2.3.Le Spermocytogramme

Des frottis de spermes fixés et colorés (coloration de Harris Schorr ou de
Papanicolaou) vont permettre la lecture ultérieure de la morphologie spermatique lors
duspermocytogramme. Le spermocytogramme analyse la morphologie spermatique.

Le spermiologiste doit la définition en microscopie optique, d’un spermatozoide
normal aux équipes de David (1975) puis de Kruger (1986) qui sont les peres des deux
classifications utilisées aujourd’hui pour I’évaluation de la tératozoospermie. La classification
de David a été modifiée en 2000 (Auger et al. 2001) et demeure aujourd’hui un outil
diagnostique clé de I’infertilité masculine puisqu’elle permet de définir la tératozoospermie,
c'est-a-dire d’évaluer le pourcentage de spermatozoides typiques et atypiques d’un sperme et
de décrire le type et le nombre d’anomalies portées par chaque spermatozoide (index

d’anomalies multiples ou IAM).

IVV.2.4.Méthode de classification de David : Principe, définition et exemples
a- Principe

La méthode de David pour le classement des anomalies morphologiques des
spermatozoides humains a été proposée en 1972 lors d’un colloque sur la fécondité et la
stérilité du male et publiée en 1975 (David et al ., 1995). La classification initiale comportait
13 types d’anomalies, sept pour la téte et six pour le flagelle. L originalité de la méthode de
classification repose sur la prise en compte de toutes les anomalies observées grace a un
systtme de classification a entrées multiples : un spermatozoide porteur de plusieurs
anomalies est défini par ’ensemble de ces anomalies c’est-a-dire qu’il figure plusieurs fois
dans la grille de classement, a chacune des anomalies concernées.

Compte tenu de I'inhomogénéité du sperme humain et de la faible fréquence de certaines
anomalies, 100 spermatozoides au minimum doivent étre classés pour fournir une évaluation
correcte du pourcentage de spermatozoides typiques et du profil des différentes atypies. Cette
recommandation est cependant parfois impossible a suivre lorsque la concentration de
spermatozoides est tres faible. Dans ces cas, la classification peut étre faite a partir de 50

spermatozoides, mais le résultat pour les spermatozoides normaux et anormaux ne doit pas
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étre rendu en pourcentage et la conclusion doit tenir compte de la fiabilité diminuée des

fréquences des anomalies retrouvées, notamment lorsqu'il s'agit d'anomalies rares.

Les flagelles isolés ou les spermatozoides en lyse ne sont pas classés dans la grille de
lecture modifiée, mais leur fréquence est évaluée parallélement au compte des spermatozoides
normaux et anomaux. Il en est de méme pour la fréquence des cellules de la lignée blanche,

des autres cellules (cellules du tractus urogeénital) et des fragments cellulaires (Ounis, 2015).

Les anomalies des spermatozoides sont classées en trois catégories selon cette
classification de David :
Sept anomalies de la téte :
% Spermatozoides micro céphaliques (longueur de la téte inférieure a 3um)
% Spermatozoides macro céphaliques (longueur de la téte supérieure a Sum)
% Spermatozoide a téte allongée
% Spermatozoide a téte multiple
% Spermatozoide a téte amincie
% Spermatozoide présentant un acrosome anormal ou absent
% Spermatozoide présentant une base (région post acrosomique) anormale.
Trois anomalies de la piéce intermédiaire :
% Restes cytoplasmiques (le cytoplasme est attaché a la piece intermédiaire, mais rarement a
la téte)
% Angulation (la piéce intermédiaire ne se trouve pas dans 1’axe longitudinal de la téte mais
possede une angulation dépassant les 90°)
% Piece intermédiaire gréle
Cing anomalies du flagelle
% Spermatozoide a flagelle absent
“ Spermatozoide a flagelle enroulé
% Spermatozoide a flagelle écourté
% Spermatozoide a flagelle multiple

% Spermatozoide a calibre irrégulier
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| Longueur: 4 - 5 microns
| Largeur: 2.5 - 3 microns
| Forme: ovale réguliére (gland)
| Acrosome: 40 & 70 % de la surface de
| la té@te. régulier et texture homogéne

| | | Critére=s de normalité de la piéce
|l inrtermédiaire
1| 6-10 microns de long, dans |'axe de la téte,
réguliére, texture homogeéne

Critéres de normalité du flagelle
45 microns, développé, régulier et
homogéne

Figure 17 : lllustrations du spermatozoide humain normal ou subnormal, considéré comme

normal, et rappel des définitions (Auger et Eustache, 2000).

4+ Anomalies de la téte (Figure 18)

Téte allongée: Le grand axe est plus long que la normale et le petit axe présente une longueur
normale.

Téte amincie: Le petit axe a une longueur plus petite que la normale et le grand axe présente
une longueur normale.

Microcéphale: Le grand axe et le petit axe ont des longueurs plus petites que la normale.
Dans cette catégorie entrent les tétes rondes le plus souvent dépourvues d'un acrosome, mais
il existe d'autres aspects de spermatozoides microcéphales avec un acrosome plus ou moins

normal.

Macrocéphale: Le grand axe et le petit axe sont plus grands que la normale
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Figure 18 : Anomalies de taille de la téte des spermatozoides humains (Auger et Eustache,
2000).

Tétes multiples : Il y a plus d'une téte par spermatozoide. Elles peuvent étre accolées et
occuper une surface totale similaire a celle d'une seule téte ou bien étre parfaitement

dissociées (Figure 19).

Anomalies de I'acrosome : On classe dans cette catégorie toute anomalie de taille, de contour
ou de texture de la région acrosomique ainsi que l'absence d'acrosome. La surface de
I'acrosome est inférieure a 40 % ou supérieure a 70 % de la surface totale de la téte (Figure
19).

Anomalies de la base de la téte ou région post-acrosomique : Toutes les anomalies de
contour et de texture de la région post-acrosomique.
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Figure 19 : Anomalies de forme et de texture de la téte des spermatozoides humains (Auger
et Eustache, 2000).

4+ Anomalie de la P.1 (Figure 20)

Reste cytoplasmique : le reste cytoplasmique est considéré comme une anomalie s'il a une
surface supérieure au tiers de la surface d'une téte normale. Il se situe le plus souvent a la
jonction de la téte et de la piéce intermédiaire et c'est pourquoi il est classé comme anomalie
de la piéce intermédiaire mais il peut également entourer I'ensemble de la cellule (souvent

dans le cas de spermatozoides enroulés) ou englober seulement la téte (Figure 20).

Piece intermédiaire gréle: le diametre de la piece intermédiaire est égal ou inférieur au
diamétre de la piece principale dans sa partie initiale. Cette anomalie correspond a une gaine

mitochondriale qui ne s'est pas constituée (Figure 20).
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Angulations du flagelle : I'axe de la piece intermédiaire et I'axe de la téte ou I'axe de la piece
principale forment un angle net ou encore le flagelle n'est pas implanté dans I'axe de la téte.
Les angulations sont bien visibles en microscopie électronique. Elles se présentent sous la
forme d'une plicature a la jonction de la piéce intermédiaire et de la piéce principale ou plus
loin sur le flagelle et régulierement les structures axonémales et périaxonémales en regard

sont désorganisées (Figure 20).

QT

SrA4S0RE (58

Figure 20 : Anomalies de la piéce intermédiaire des spermatozoides humains (Auger et
Eustache, 2000).

4+ Anomalie du flagelle (Figure 21)

Flagelle absent : les tétes isolées sont comptées dans cette catégorie. La pathologie
ultrastructurale intéresse les colonnes striées qui sont absentes et/ou la piece connective qui

est rudimentaire (Figure 21).

Flagelle court : le flagelle est significativement écourté (<5 fois la longueur de la téte). La
microscopie électronique a transmission indique parfois que le flagelle est court du fait d'une
brieveté de la piece intermédiaire mais, le plus souvent, on observe des flagelles courts et
épaissis avec une prolifération des éléments composant la gaine fibreuse. Ces flagelles ne sont

pas fonctionnels (Figure 21).
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Flagelle irrégulier : le diamétre de la piece principale est variable, présentant des
rétrécissements ou des élargissements. En microscopie électronique a transmission, cette
anomalie correspond a des désorganisations étagées de l'axonéme et/ou du périaxonéme
(Figure 21).

Flagelle enroulé : Le flagelle est enroulé autour de la téte ou en dehors de la téte. En
microscopie électronique a transmission, on observe des coupes transversales multiples de
flagelles correspondant & des niveaux différents au sein d'un méme reste cytoplasmique,
parfois des incidences longitudinales plus rares montrant nettement un enroulement du
flagelle autour de la téte. Sur les coupes transversales de flagelle, on observe des
désorganisations de la disposition circulaire stricte des différents é1éments de lI'axonéme et du

périaxoneme dont certains manquent.

Flagelles multiples : il y a plus d'un flagelle par spermatozoide, la piece intermédiaire étant
commune ou multiple. En microscopie électronique a transmission, on observe des tétes
spermatiques bien isolées avec deux (et plus) plaques basales et deux (et plus) piéces
connectives (Figure 21) (Ounis, 2015).

I
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\

Figure 21 : Anomalies de la piece principale des spermatozoides humains (Auger et
Eustache, 2000).
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IVV.3. Exploration cytogénétique

IV.3.1. La cytogénétique
IV.3.1.1. La cytogénétique conventionnelle — Caryotype:

Historiquement le caryotype est le premier examen permettant une analyse globale du
génome qui a permis d’identifier des anomalies chromosomiques. La réalisation d’un
caryotype est basée sur la culture cellulaire avec un blocage du cycle cellulaire au stade
métaphase de la mitose. La métaphase mitotique est la phase durant laquelle les chromosomes
sont condensés permettant une analyse de leur nombre et de leur structure (Dimassi et al .,
2017).

Le caryotype conventionnel est reconnu comme étant le gold standard du diagnostic
des anomalies chromosomiques de nombre ou de structure (gain ou perte de chromosome,
délétions, duplications, translocations...). Il est utilis¢ pour analyser les modifications du
génome qui impliquent a la fois le gain ou la perte des parties des génomes, ainsi que les
réarrangements intra et inter-chromosomiques. L’analyse du caryotype est utilisée pour mettre
en évidence le lien de causalité entre des anomalies chromosomiques spécifiques et des

syndromes cliniques (Kang j-u, 2018).

IV.3.1.2. La cytogénétique moléculaire:

Pour surmonter les limites des analyses des bandes chromosomiques, des techniques
de cytogénétique moléculaire telles quel’hybridation in situ en fluorescence (FISH), le
caryotype spectral (SKY), et I’hybridation génomique comparative (CGH) sont apparues
comme des outils diagnostiques efficaces. Ces techniques sont largement utilisées comme
complément de la cytogénétiqgue conventionnelle pour identifier les anomalies
chromosomiques (Kang j-u et Koo, 2012). Les techniques de cytogénétique moléculaire ont
été reconnues comme des atouts précieux, voire méme des alternatives aux techniques
d’analyse des bandes chromosomiques, puisqu’elles améliorent 1’interprétation approfondie
des anomalies chromosomiques, en comblant 1’écart entre la cytogénétique conventionnelle et
la cytogénétique moléculaire (Russo et Degrassi, 2018).

a. L’hybridation in situ en fluorescence FISH :

La technique de I’hybridation in situ en fluorescence FISH est basée sur 1’utilisation

des sondes d’ADN spécifiques a une région chromosomique marquées au fluorochrome. Ces

sondes sont des fragments clonés d’ADN génomique qui peuvent s’hybrider avec leurs
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séquences d’ADN complémentaires et produire un signal fluorescent sur des chromosomes de
fond colorés qui peuvent étre facilement détectés, rendant ainsi I’analyse par FISH idéale.
L’analyse par FISH permet non seulement de detecter les microremaniements
chromosomiques de 50 a 100 Kb, mais aussi la visualisation directe des ces altérations sur des
cellules non cultivées en interphase (Li et Andersson, 2009).

FISH a été utilisée pour le dépistage des aneuploidies en prénatal (Exemple : Sd de
Turner, Sd de Klinefelter), les microdélétions (Microdélétions AZF du bras long du
chromosome Y), les réarrangements des régions subtélomériques, et les translocations
cryptiques (Translocation du gene SRY sur le chromosome X) (Lourou et al ., 2008).

Au cours de la derniére décennie, les tests FISH ont fait des progrés rapides dans le
domaine de la détection des altérations génomiques, quelle que soit leur complexité, en
comblant I’écart entre la cytogénétique conventionnel et la cytogénétique moléculaire (Kang
etal ., 2007).

L’hybridation in situ en fluorescence nous a permis de détecter une translocation du
géne SRY sur le chromosome X chez un patient male XX.

b. L’hybridation comparative génomique CGH :

L’hybridation comparative génomique (CGH) permet I’analyse de 1’ensemble du
génome afin de diagnostiquer les anomalies chromosomiques, et représente une variante de la
FISH avec un avantage évident de révéler des déséquilibres dans 1’ensemble du génome
(Simons et al ., 2012). Cependant, en raison de la résolution limitée des chromosomes en
métaphase (5-10 Mb), des aberrations tels que le mosaicisme, les translocations
chromosomiques équilibrées, les inversions et les changements de la ploidie génomique ne
peuvent pas étre détectées a I’aide de cette technique (Gullotta et al ., 2007).

Dans I’ensemble, la résolution a laquelle les anomalies de nombre peuvent étre
détectées par les techniques de cytogénétique moléculaire n’est que légérement supérieure au
caryotype conventionnel. De plus, ces techniques exigent beaucoup de main d’ceuvre et de
temps, surtout quand les anomalies touchent plusieurs régions (Savage et all ., 2011). Pour

détecter de telles anomalies, des techniques de haute résolution sont nécessaires.
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IV.3.2. Fragmentation de ’ADN spermatique
IVV.3.2.1. Structure de la chromatine spermatique

Dans les cellules somatiques, 147 pb d’ADN s’enroulent autour d’un octameére
d’histone pour former un nucléosome. Chaque octamére complexe contient deux copies de
chaque histone H2A, H2B, H3 et H4. Pendant la spermiogenése (post-méiotique), I’ADN
spermatique subit une sévere métamorphose afin d’étre bien protégé dans un petit nucléus.
Dans ce processus, 1’ubiquitination des histones H2A et H2B promeut 1’acétylation d’histone
H4. Ces modifications des histones rendent I’ADN plus accessible aux modifications créees
par la topoisomérase Il et facilitent le remplacement des histones par des protéines de
transition PT1 et PT2 (Oliva, 2006 ; Lu et al., 2010 ; Carrell , 2012). L’absence d’une protéine
peut étre compensée par 1’autre pour que la production des spermatozoides soit assurée (Yu et
al., 2000; Zhao et al., 2001). Les protéines de transition sont ensuite complétement
remplacées par des protamines P1 et P2. Les protamines sont des protéines riches en arginine
(70%) qui contiennent des charges positives par le groupe NH3+. Une fois la protamine liée a
I’ADN, la formation des ponts disulfures entre les cystéines des protamines se fait afin de
stabiliser le complexe nucléoprotamine (Balhorn, 2007). Par conséquent, grace a la formation
des ponts disulfures, la chromatine spermatique est environ 10 fois plus condensée que celle
des cellules somatiques (Miller et al., 2010) ( figure 22) . Quand le spermatozoide féconde un
ovocyte, la chromatine est décondensée par la réduction des ponts disulfures entre les
protamines permettant d’enlever des protamines et de réorganiser I’ADN en nucléosome
(Oliva, 2006).

Le remodelage de la chromatine spermatique est indispensable. D’abord, la réduction
de la taille et la forme du nucléus spermatique rend au spermatozoide une structure
hydrodynamique permettant de se déplacer plus vite, d’étre capable de féconder un ovocyte
en premier. Ensuite, la compaction de I’ADN par les protamines protége le génome paternel
des attaques de nucléases ou d’autres agressions lors des transits dans les tractus génitaux. Ces
deux caractéristiques ont été évolutivement optimisées afin de conserver I’intégrité du
génome au long du trajet dans I’appareil reproductif féminin jusqu’a la fécondation. Les
protamines sont indispensables pour la réussite de la fécondation. En fait, 1’altération de la
quantité des protamines provoque une condensation de la chromatine spermatique incomplete
entrainant la susceptibilit¢é aux dommages de I’ADN qui résulte en un échec du
développement embryonnaire lors de I’ICSI (Cho et al., 2003). Les protamines participent

également "a la mise en place de I’empreinte du génome paternel et peuvent accorder une
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marque épigenétique dans le génome spermatique qui affecte la réactivation ou la répression
du génome lors de la fécondation (Jodar et Oliva, 2014).

La plupart des histones est remplacée par des protamines pendant la spermiogeneése,
une fraction de 3% "a 15% du génome paternel échappe a la protamination chez les hommes
fertiles (Oliva, 2006 ; Hammoud et al., 2011). Ces régions encodent des transcrits nécessaires
pendant la compaction, ou contiennent des génes indispensables pour le développement de
I’embryon, ou assurent la décondensation de la chromatine aprés la fécondation (Balhorn,
2007 ; Li et al., 2008). La distribution des histones et protamines le long de la chromatine
paternelle ne se fait pas au hasard (Wykes et Krawetz, 2003 ; Hammoud et al., 2011 ; Carrell,
2012). En fait, les promoteurs des génes PRM1, PRM2, TP2 (r6le dans la condensation de la
chromatine) et les génes IGF2 et SOCS1 (qui ont un rdle important pour le développement
précoce de I’embryon) sont riches en histones (Wykes et Krawetz, 2003). De plus, plusieurs
génes associés aux facteurs de développement comme EVX1, EVX2, ID1, STAT3, KLF5,
FGF9, SOX7 et SOX9 sont marqués par des modifications des histones avec la transcription
active lors de la délivrance dans 1’ovocyte (Hammoud et al., 2009). En outre, la modification
des histones contribue au stade pluripotent des cellules souches embryonnaires (Hammoud
et al., 2009 ; Jenkins et Carrell , 2012). 1l est donc vraisemblable que la rétention des histones
et ses modifications sont tr'es importantes pour non seulement une fonction normale des

spermatozoides mais egalement une embryogenese normale.
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Figure 22 : Modg¢les de 1’organisation de la chromatine dans une cellule somatique (zigzag ou
solénoide) et dans une cellule spermatique (doughnut).
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1V.3.2.2. Origines de la fragmentation de ’ADN spermatique

Les dommages de I’ADN dans les lignées des cellules germinales peuvent étre a
I’origine de Dinfertilité, des fausses couches et des anomalies congeénitales dans la
descendance (Aitken et al., 2009). L’ADN cassé est un processus physiologique pendant la
maturation des spermatozoides (Sakkas et Alvarez, 2010).

La topoisomérase a été considérée comme une candidate idéale permettant 1’acces a la
structure hyperenroulée de I’ADN (Laberge et Boissonneault, 2005).

Les topoisomeérase de type Il sont impliquées dans plusieurs processus, y compris la
réplication de I’ADN, la transcription, 1a séparation des chromatides, et la condensation
des chromosomes. Elles modifient la topologie de I’ADN par des coupures double-brin (DSB)
et sa nouvelle ligature ultérieure (Wang, 2002). Chez I’homme, il y a deux isoformes de la
topoisomérase : topoisomérase Il o et topoisomérase II PB. Il a été montré que
I’hyperacétylation des histones H3 et H4 était une condition préalable pour que la
topoisomérase I1 B cause les cassures double brin de I’ADN (Laberge et Boissonneault.

2005). En fait, I’hyperacétylation de ces histones diminue I’affinité des histones a I’ADN
permettant de retirer les nucléosomes et ainsi de relacher I’ADN superenroulé (Leduc et al.,
2008 ; Meyer-Ficca et al., 2011).

L’intégrité de I’ADN spermatique peut étre affectée tout au long de la différenciation
depuis les spermatogonies jusqu’aux spermatozoide matures. Le spermatozoide possédant un
ADN fragmenté est capable de féconder un ovocyte et de compléter les 2-3 premiers clivages
du zygote. Pourtant la formation du blastocyste va étre bloquée induisant 1’apoptose (Fatehi
et al., 2006). L’ADN cassé peut étre restauré par des systemes de réparation de 1’ovocyte
et dans I’embryon (Wells et al., 2005 ; Gasca et al., 2007). La capacité de réparation de
I’ovocyte dépend du cytoplasme et de la qualité génomique de I’ovocyte qui est influencée
par I’dge maternel. En plus, I’efficacité de la réparation dépend également de la qualité de
I’ADN paternel (Sakkas et al., 2010). Si I’ovocyte fait des erreurs lors de la réparation des
cassures de ’ADN paternel aprés la fécondation, il provoque des mutations de novo dans
I’embryon qui peuvent avoir un impact sur la santé de la descendance.

Dans un éjaculat, il subsiste toujours quelques spermatozoides présentant un ADN
fragmenté. Mais pour diverses raisons, il est possible d’avoir un taux anormalement elevé de
spermatozoides avec un ADN fragmenté. La fragmentation de I’ADN peut se faire pendant le
processus de production ou bien lors du transport des spermatozoides. Plusieurs mécanismes

responsables de la fragmentation de I’ADN sont proposés : le défaut de la compaction de
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I’ADN spermatique, 1’apoptose abortive pendant la spermatogeneése, les substances oxygénées

réactives (SOR) et des facteurs environnementaux (pesticides, tabac, toxique. . .).

IVV.3.3. Evaluation de la fragmentation de ’ADN dans les gamétes males
Différentes techniques ont été développées afin d’évaluer les dommages dans la
chromatine spermatique. Ces méthodes sont capables de détecter directement ou

indirectement les cassures de I’ADN spermatique.

1V.3.3.1. Test au bleu d’aniline

Cette méthode a été décrite par Terquem et Dadoune en 1983 (Terquem et Dadoune,
1983). Elle est basée sur le fait que le bleu d’aniline a une forte affinité pour les résidus
lysines des histones nucléaires. La persistance des histones dans le noyau spermatique indique
une protamination incompléte de la chromatine spermatique. Les noyaux riches en histones
des spermatozoides immatures prennent plus le bleu d’aniline tandis que les noyaux riches en

protamines des spermatozoides matures ne sont pas colorés.
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Figure 23: des spermatozoides immatures colorer au bleu d'aniline

Cette technigque a montré son association a des altérations des parameétres spermatiques
classiques (Rocca et al., 2016 ; Cariati et al., 2016).
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1VV.3.3.2. Test CMA3 (Chromomycine A3)
La chromomycine A3 est un fluorochrome spécifique pour les séquences riches en G-
C et se lie avec I’ADN aux mémes sites que les protamines. Ainsi I’intensit¢é du CMA3

indique le degré de la protamination (Shamsi et al., 2011).

1V.3.3.3. Test de cométes

Le test de comeétes (aussi appelé Single Cell Gel Electrophoresis Assay) est une
technique d’électrophorése sur microgel d’agarose permettant de détecter et quantifier la
détérioration de ’ADN dans des spermatozoides individualisés. Les cassures simples ou
doubles brins peuvent étre détectées ainsi que les sites de réparation incomplets.

Cette technique est mise au point en 1984 par Ostling et Johanson sur une lignée
cellulaire de lymphome de souris (Ostling et Johanson, 1984). et optimisée sur les
lymphocytes humains par Singh et al en 1988 (Singh et al., 1988). L’"equipe de Singh a
modifié avec sucées cette technique pour 1’adapter aux spermatozoides (Singh et al., 1989).
L’ADN intact apparait comme une sphére, au contraire, I’ADN cassé¢ s’étire
proportionnellement au nombre de cassures et forme 1’aspect d’une cométe (d’ou le nom de la
technique).
1V.3.3.4. Test SCSA (Sperm Chromatin Struture Assay)

Le test SCSA est bas’e sur le fait qu’un tampon acide (pH=1,2) ou la chaleur peut
dénaturer I’ADN au niveau des sites de cassures simple ou double brin, tandis que I’ADN
double brin normal reste intact. Ensuite, la chromatine spermatique est colorée avec de
I’acridine orange qui va colorer de maniére différentielle I’ADN double et simple brin grace a
ses propriétés métachromatiques. Sous 1’excitation de la lumiére bleue en cryométrie en flux,
I’ADN intact (double brin) émet une fluorescence verte, tandis que I’ADN cassé (simple brin)
émet une fluorescence rouge. Le calcul du DFI (DNA Fragmentation Index) se base sur le
ratio de la fluorescence rouge sur la fluorescence totale. Il permet d’’evaluer le taux de I’ADN
dénaturé (Evenson et al., 1980 ; Evenson et al., 1999).

IV.3.3.5. Test a I’acridine orange

Le test a I’acridine orange est introduit comme un test SCSA simplifié en utilisant un
microscope a fluorescence (Tejada et al., 1984). Le nombre des spermatozoides émettant
une fluorescence rouge indique le taux des spermatozoides avec un ADN simple brin, ¢’est-a-

dire I’estimation du nombre de spermatozoides avec un ADN fragmenté.
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1VV.3.3.6. Test SCD (Sperm Chromatin Dispersion)

Le test SCD a été utilisé pour la premiére fois en 2003 par 1’équipe de Fernandez
(Fernandez et al., 2003). Le SCD est bas’e sur le test halo pour détecter les dommages de
I’ADN (Roti Roti et Wright, 1987). En fait, les spermatozoides sont traités par une solution
acide puis par un tampon de lyse. Les spermatozoides avec un ADN fragmenté ont un petit ou

aucun halo, a I’inverse des spermatozoides avec un ADN intact.

IV.3.3.7. Test TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-
End Labelling) (Figure 24)

Cette technique a été développée, pour les cellules somatiques, par Garvieli et al en
1992 et appliquée pour la premiére fois sur les spermatozoides par 1’équipe de Gorczyca un an
plus tard (Gorczyca et al., 1993). Le principe de ce test est basé sur la présence des extrémités
3’-OH libres lorsque I’ADN est fragmenté. Une enzyme TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase) qui est capable d’ajouter des UTP a ces extrémités 3’-OH, est ajoutée. Ces UTP
sont couplés la digoxygénine qui va étre capturée par les anticorps anti-digoxygénine.

Ces derniers sont couplés a un fluorochrome qui permet 1’observation au microscope a
fluorescence.

La fragmentation de I’ADN spermatique détectée par TUNEL est associée a la
morphologie anormale des spermatozoides (Mehdi et al., 2009). Un taux élevé de la
fragmentation de I’ADN spermatique semble étre associé a la diminution des résultats en FIV
(Frydman et al., 2008). La fragmentation de I’ADN spermatique évaluée par la technique

TUNEL parait étre un bon indicateur de la fertilité masculine (Sergerie et al., 2005).
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Figure 24 : Principes de la techniqgue TUNEL sur les spermatozoides*

*https://www.semanticscholar.org/paper/Analyse-de-1%27%C3%A9quipement-chromosomique-et-de-
la-de-Perrin/01b0b078fdfccbe38a257c4184a9179e94a3bdel/figure/29

V. Traitement
Le traitement des troubles de la fertilit¢é masculine dépend de I’exactitude du diagnostic,
de I’évaluation des facteurs étiologiques en cause, et du partenaire féminin car le couple infertile

doit étre traité comme une unité.

V.1. Le traitement médical

V.1.1. Le traitement antibiotique

Les infections aigues ou chroniques des glandes sexuelles accessoires peuvent entrainer
des modifications morphologiques des spermatozoides, et peuvent altérer la fonction de la
prostate (Lunenfeld, 1986), ou entrainer une obstruction des voies excrétrices du sperme. Dans ce

cas, une antibiothérapie adaptée pourrait étre bénéfique et améliorerait la fertilité. De méme, des
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études ont montré une amélioration de la fertilité et une augmentation du taux de grossesse apres
un traitement antibiotique.
V.1.2. Le traitement hormonal

Le traitement hormonal vise a corriger les déséquilibres hormonaux, liés a un
dysfonctionnement hypothalamique, hypophysaire ou testiculaire affectant directement la
spermatogenese. Moins de 5% des hommes infertiles présentent des troubles hormonaux pouvant
étre traités par thérapie hormonale. Les déséquilibres hormonaux résultant d'un
dysfonctionnement du mécanisme d'interaction entre I'hypothalamus, I'hypophyse et les testicules,
affectent directement le développement des spermatozoides (spermatogenése). Dans ce type
d'infertilité, le traitement & I'aide de gonadotrophines conduit a un taux de succés elevé.
Dans certains cas, les gonadotrophines sont également choisies pour traiter des infertilités
masculines inexpliquées telles que les oligospermies (nombre de spermatozoides anormalement
bas) ou les asthénospermies (lorsque moins de 40% des spermatozoides sont mobiles). Les
troubles de la production des spermatozoides dus a une hyperprolactonémie D'autres types de
thérapies médicamenteuses consistent a traiter I'infertilité masculine due a des infections par des
antibiotiques ou encore un trouble de la production des spermatozoides di a une
hyperprolactinémie (augmentation du taux sanguin de prolactine) par administration de
bromocriptine.
V.2. Le traitement chirurgical

Le traitement chirurgical de [I'infertilitt masculine vise a éliminer les obstacles
anatomiques empéchant la production et la maturation des spermatozoides (dans les testicules et
dans I'épididyme) ou I'éjaculation. Les méthodes chirurgicales d'excision des veines variqueuses
dans le scrotum (varicocele) peuvent parfois servir a améliorer la qualité des spermatozoides. La
vasectomie (ligature ou interruption du canal déférent: par lequel les spermatozoides quittent les
testicules), employée comme méthode de contraception peut étre réversible grace a des techniques
de microchirurgie, méme s'il subsiste chez certains patients des problémes d'infertilité aprés ces

interventions.

V.3. Techniques d'Assistance Médicale a la Procréation (AMP)

Les techniques d’aide médicale a la procréation ont révolutionnées le traitement de
I’infertilité masculine par azoospermie ou oligospermie sévére et avec asthénospermie et
tératospermie. Ces techniques ne peuvent se concevoir qu’au sein d’une équipe
pluridisciplinaire complémentaire, entrainée et equipée. Malgré leur succes les techniques
d’AMP restent un traitement symptomatique de I’infertilit¢ lorsque la cause n’a pas eté

identifiée et corrigée (Rollet, 1999).
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V.3.1. L’insémination artificielle avec sperme du conjoint

L'insémination intra-utérine (Figure 25) est une technique qui consiste aprés
stimulation ovarienne a déposer le jour de 1’ovulation des quantités relativement importantes
de spermatozoides sélectionnés soit a I'entrée du col de l'utérus, soit a I'intérieur de l'utérus en
passant le col, pour leur permettre d'accéder directement aux trompes de Fallope. Avant
I'insémination, les spermatozoides subissent une préparation spéciale au sein du laboratoire de
biologie de reproduction afin d'optimiser leur pouvoir fécondant, ou les meilleurs seront
sélectionnés. L inséminat doit contenir environ 500 000 spermatozoides mobiles.
Indications : ces inséminations sont indiquées dans les troubles de 1’¢jaculation, les
oligospermies séveres, certaines infertilités immunologiques et stérilités inexpliquees.
L’insémination est un geste indolore mais qui doit étre réalisé le plus délicatement. Le taux de
grossesse par cycle est d’environ 10-20% selon les équipes. Cependant, au cours des dernieres
annees, de nouvelles techniques connues sous le nom de microfécondation ou microinjection
ont été utilisées pour traiter des infertilités masculines sévéres. Les résultats encourageants de
ces techniques donnent des chances aux couples infertiles d’avoir des enfants sans avoir

recours au don du sperme.

Trompe

Cavité utérine

i Corps jaune
Vagin

Cathéter
d'insémination

Inséemination intra-utérine

Figure 25 : Insémination intra utérine*

* https://www.insemination.fr/linsemination-intra-uterine/
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V.3.2. La Fécondation in vitro

Au cours de cette technique (Figure 26) , les ovocytes sont mis en contact avec une
préparation de 50 000 a 200 000 spermatozoides /ml, sélectionnés sur gradient de densité. Les
spermatozoides sont obtenus soit directement a partir d’un éjaculat, soit en cas d’azoospermie,
d’une extraction chirurgicale (testiculaire ou épididymaire en fonction de la cause de
I’azoospermie) (Khalouk et al ., 2010).Quatre —deux a 48 heures aprés I’insémination, deux
voire trois embryons sont sélectionnés et transférés dans la cavité utérine, les embryons
surnuméraires de bonne qualité pouvant étre cryoconservés dans I’azote liquide dans 1’attente
d’un transfert ultérieur (Schosser et al ., 2007 ). Les de grossesse sont de I’ordre de 27% par
embryon transféré. Les indications sont : 1’échec de 1’insémination artificiclle, dans les
infertilités immunologiques et inexpliquées Cette procédure est plus pénible, car elle impose
une hyperstimulation ovarienne contrdlée (traitement injectable quotidien), une surveillance
échographique et hormonale tres réguliere et enfin une ponction ovocytaire écho guidée par

voie transvaginale (Marcelli et al ., 2009 ).

o Stimulation
ovarienne
Q Déclenchement
de 'ovulation
9 Recueildes = &7 T—=
spermatozoides
— e Recueil des

ovocytes

eTransfert
d’embryons

%—»@—>®——J

o/ /

Figure 26 : Les déférentes étapes de la fécondation in vitro*

*https://sites.google.com/site/fecondationinvitro500/les-differents-etapes-de-la-fecondation-
in-vitro
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V.3.3. Techniques de fécondation avec micromanipulation (Figure 25)

Ces techniques de micromanipulations sont réservées aux infécondités masculines
séveres : azoospermies avec prélevement chirurgical des spermatozoides, asthénospermies
d’¢étiologie connue et auto-immunisation anti spermatozoides séveres. Elles permettent
directement D’interaction ovocyte-spermatozoide sans traverser la zone pellucide et la
membrane ovocytaire (Marcelli et al ., 2009 ).

La technique présentant le taux de succes le plus élevé est actuellement I'injection
intracytoplasmique d'un spermatozoide ou ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection), qui
consiste a sélectionner un seul spermatozoide et le micro-inject¢é dans 1’ovocyte. Le
spermatozoide sélectionné doit étre de morphologie normale et vivant.

En cas de dyskinésies flagellaire, le test hypo-osmotique permet de différencier les
spermatozoides vivants et morts. L’ICSI avec spermatozoides provenant de 1’¢jaculat
(représente 88% en France en 2002) est indiquée dans les infertilités masculines séveres
(moins de 500 000spermatozoides/ml) et aux échecs de la FIV classique. L’ICSI peut étre
réalisée avec spermatozoides frais (2,4%) ou congelés (6,8%) prélevés au niveau différentiel,

épididymaire voire testiculaire (Schosser et al ., 2007 ) .

Aspiration d’un spermatozoide pproche de la micropipette d’un
dans la micropipette ovocyte immobilisé.

Pénétration de la micropipette Injection du spermatozoide dans
dans I'ovocyte immobilisé dans I'ovocyte immobilisé

Figure 27 : Les différentes étapes d’une injection intra cytoplasmique de spermatozoides™

*http://www.chu-nimes.fr/amp/injection-intra-cytoplasmique-de-spermatozoide-
icsi.html
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V.3.4. Spermatozoides prélevés dans I’épididyme ou dans le tissu testiculaire

Des techniques de microchirurgie permettent de prélever des spermatozoides
directement dans 1’épididyme ou méme dans le tissu testiculaire. Ces techniques sont utilisées
en cas de malformations congénitales (ex : Ageneésies des canaux deférents) qui empéchent le
passage des spermatozoides au moment de 1’¢jaculation.

Les spermatozoides peuvent étre prélevés dans 1’épididyme microchirurgie ou MES
( Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration ) . Les spermatozoides peuvent étre obtenus a
partir de tissu testiculaire par biopsie, en cas d’azoospermie sécrétoire ou obstructive avec
obstacle proximal. Cette technique porte le nom de TESE (Testicular Sperm Extraction). Les
spermatozoides préleves par MESA ou TESE sont ensuite utilisés pour une tentative de

fécondation par ICSI.
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l. Patients et Méthodes :

Le but de notre travail est d’étudier la relation entre la condensation de la chromatine
spermatique et les autres parametres spermatiques (numération, mobilité, vitalité, et

morphologique).
I-1- Patients :

Nous avons réalisé une étude sur une population de 52 hommes, agés entre 17 et 64
ans, les patients que nous avons inclus dans notre étude sont des hommes venus au niveau de
laboratoire d’analyses médicales Dr. BENZEGUIR de la wilaya de S.B.A. consulté pour des

problémes d’infertilité.
I-1.1 Lieu d’étude

e Laboratoire Dr. BENZEGUIR de la wilaya de S.B.A.

e Laboratoire Immunologie faculté des sciences de la nature et de la vie S.B.A.
1-1.2 Période d’étude
Notre étude s’est étendue sur une période d’un mois allant du 15 mars au 15 avril 2021.
1.2 Méthodes
1.2.1 Spermogramme

C’est un examen biologique permettant 1’analyse des différents parameétres

constituants le sperme, comprenant une analyse macroscopique et microscopique du sperme

a- Examen macroscopique permet d’évaluer :

= Couleur : L’observation de la couleur est faite a ’ceil nu, le liquide séminal est
normalement de coloration blanchétre, parfois tres discrétement jaune.

= QOdeur : On utilise notre propre odorat pour déterminer ce parameétre, De facon
générale, l'odeur qui est la plus citée pour qualifier le sperme est une odeur qui
rappelle celle de I'eau de Javel.

=  Volume : 1l est estimé a 1’aide d’un cylindre gradué de 10ml Le volume normal de
1’éjaculat pour 3 jours d’abstinence Se situe entre 1,5ml et 6ml.

= PH : Al’aide d’un papier-bandelette & usage unique congu a cet effet. En déposant
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une goutte de sperme sur le carré indicateur de la bandelette a 1’aide d’une pipette Pasteur en

plastique. Un pH normal se situe entre 7,2 et 8,0.

Viscosité : A 1’aide d’une pipette Pasteur, bien mélanger le sperme. Aspirer
doucement environ 5ml. Evaluer la viscosité du sperme en le laissant s’écouler par
simple gravité, Un sperme d’une viscosité normale, s'écoule sous forme de gouttes
bien séparées alors qu'un sperme de forte viscosité forme des filaments de plus de 2

cm entre chaque goultte.

b- Examen microscopique : L’analyse microscopique est réalisée, aprés préparation
des échantillons en fonction du parametre a apprécier, grace a une observation
sous un microscope photonique, aux grossissements 40Xx.

Mobilité : Pour évaluer la mobilité, un examen a 1’état frais doit étre effectué : placer

10 microlitres (uL) de sperme entre une lame et une lamelle. Un décompte est réalisé

en visualisant au moins 200 Spermatozoides (40x) et 1’évaluation des grades se fait

comme suit :

Motilité progressive: les spermatozoides se déplacent, en ligne droite, en zigzag ou en

formant de grands cercles) peu importe leur vitesse.

Motilité non progressive: les spermatozoides qui bougent, mais dont les mouvements

ne permettent pas le déplacement (petits cercles, faibles battements déplacant a peine

la téte, battements de flagelle seulement).

Immobiles : les spermatozoides ne font aucun mouvement.

Dans un éjaculat normal la proportion de spermatozoides mobiles progressifs une

heure (rapides et lents) doit étre supérieure a 32%, celle de spermatozoides immobiles doit

étre inférieure a 58%, dans le cas contraire on parle d’asthénospermie.

Vitalité : La méthode d’évaluation de la vitalit¢é des spermatozoides est basée sur
I’exclusion d’un colorant vital par les spermatozoides vivants, a 1’opposé le colorant

pénétre les spermatozoides morts a membrane altérée.

Elle est évaluée par des colorants vitales I'éosine-nigrosine : une goutte de sperme est

ajoutée a 2 gouttes d'éosine a 1% et apres 30 sec, on ajoute 3 gouttes de nigrosine a 10%. Un

frottis est réalisé, La lecture se fait sous un microscope photonique, au grossissement 40x.

Ainsi, les spermatozoides morts apparaissent colorés en rose, alors que les spermatozoides

Page 69



Patients et méthodes Partie expérimentale

vivants sont incolores. Un sperme normal contient plus de 75% de formes vivantes. Au-

dessous de 58% de cellules vivantes on parle d’une nécrospermie.
= Numeration

La numération des spermatozoides est évaluée en nombre de spermatozoides par ml
compté dans un hémocytometre aprés immobilisation. Une lamelle calibrée est fixée sur le
support de la cellule de Malasssez. Dans un tube a hémolyse le sperme est diluee au 1/10 (0.1
ml de sperme / 0.9 ml de solution de Ringer formole). La solution est par la suite
homogénéisée puis introduite par capillarit¢ a ’aide d’une pipette pasteur dans le
compartiment de la cellule. Aprés 10 minutes de repos, la lecture est réalisée par comptage
des spermatozoides sur chaque grille, sous un microscope photonique au grossissement 40x.
Le calcul de la concentration des spermatozoides, exprimée en millions/ml est obtenu par la
formule suivante :

C=NxDixV x1000

C : concentration millions /ml
N : nombre de spermatozoides comptés sur la totalité de la cellule.
Di: dilution =10 V : volume =10

10000nversion de cm3 en ml.

1.2.2 Spermocytogramme

C’est 1’é¢tude morphologique des spermatozoides. L'analyse morphologique des
spermatozoides " spermocytogramme " est effectuée sur un frottis apres fixation et coloré par
la méthode de May Grinwald-Giemsa (MGG). La technique de coloration au MGG est
réalisée en 2 mL de May Griinwald sur le frottis de sperme. Aprés 4 min, 2 mL d’eau (pH
7,2) sont ajoutés. Le colorant dilué agit 1 min est éliminé. Du Giemsa (dilution au 1/10°™) est
déposé de facon a recouvrir la lame pendant 20 min. la lame est rincée sous un filet d’eau
courante puis séchée. Le montage est réalis¢é en déposant 1 goite d’Entellan® (Merck,
Darmstadt, Allemagne) et une lamelle. La lecture des lames colorées est faite a I’objectif x

100 a huile d’immersion.

Page 70



Patients et méthodes Partie expérimentale

- des spermatozoides morphologiquement normaux :

Le spermatozoide est constitue d'une téte réguliére et ovalaire, avec un grand axe de 4
a 5 um et un petit axe de 2,5 a 3 um, et d'un flagelle ayant un contour régulier et un aspect

homogene, une longueur d'environ 45 um et un diamétre de l'ordre de 0,4 a 0,5 pm.

- les polymalformations des spermatozoides qui comptent :
Anomalies de la téte

+ Allongée, amincie, microcéphale, macrocéphale, irréguliér, dupliquée, en lyse.
Anomalies de la piéce intermédiaire

+ Reste cytoplasmique. Pi angulée. Pi gréle.
Anomalies du flagelle

% Absent. Court. Enroulé. Double.

1.2.3 Coloration au bleu d’aniline ou bleu de méthyl (Cz7H27N3Na>09S3)

Cette coloration met en évidence les histones riches en lysine. Les lames a analyser
sont fixées a I’éthanol 95% pendant 5 minutes puis immergées pendant 5 minutes dans
une solution de bleu d’aniline acétifié a 5%, préparée extemporanément (dissolution de
1 g de bleu d’aniline (®Aniline blue, BIOCHEM Chemopharma) dans 0,8 ml d’acide
acétique, ajustement du volume avec de 1’eau distillée pour obtenir un volume final de 20 ml
et filtration de la solution obtenue). Les lames sont rincées dans 1’eau distillée (3xIminute)
puis déshydratées par immersion successive dans une solution d’éthanol de densité
croissante (Annexe2) (éthanol a 95 % 3 minutes ; éthanol 100% 3 minutes) et séchées
a lair libre. Au microscope optique (Heidoph instruments D-91126 Schwabach,
Germany), au grossissement x1000, les noyaux spermatiques contenant beaucoup

d’histones sont colorés en bleu foncé.

. Quand toute la téte du spermatozoide est bleu foncé, la chromatine est dite
totalement mal condensée. Quand 20 -50% de la téte est coloré en bleu fonce, la
chromatine est partiellement non condensée. Les noyaux spermatiques contenant moins de

15-20% d’histones sont non colorés et apparaissent bleu pale.
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Il n’existe pas de valeur normale clairement établie mais selon plusieurs publications,
un seuil & 70% de spermatozoides matures normalement condensés (non colorés) doit étre

attendu a I’examen (Auger et al., 1990)

- Etude statistique

Une analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS 22.0. Des tests
statistiques comprenant le test de khi2, la corrélation de Pearson ont été utilisés. La

signification statistique a été prise en compte pour les valeurs p<0,05.
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I1. Résultats

11.1 Spermogramme et Spermocytogramme

Le spermogramme et le spermocytogramme ont été realisés sur le prélévement ayant

servi a la coloration de bleu d’aniline (Tableau 3, Figur 28).

Une moyenne de la numération spermatique de 61,57+60,09 millions/ ml, et une

moyenne a mobilité progressive 37,56+18,79 %et a morphologie normale 25,98+26,28%a été

observée dans le groupe de patients (Tableau 3).

Tableau 3 : Résultats spermogramme et spermocytogramme des patients

Patient Age Spermogramme Morphologie
(Ans) Numération Mobilité Vitalité (%) Normale
(millions/mL) (%) (%)
Moyenne 40,06%9,09 61,59+60,09 37,56%£18,79 | 66,67+26,96 25,98+26,28
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Figure 28 : Anomalies morphologiques des spermatozoides des patients.

: Spermatozoide acrosome mal formé
: Spermatozoide Normal
: Spermatozoide avec piéce intermédiaire angulé et flagelle irrégulier

: Spermatozoide avec une téte Macrocéphale et un flagelle écourté

g B~ W N -

: Spermatozoide avec reste cytoplasmique

D’apres les résultats du spermogramme et spermocytogramme nous avons répartie les
patients en fonction de la normalité ou la pathogénicité (tableau 4, Figure 28).
Nous avons répartie aussi les patients selon la fréquence des cas pathologiques (Tableau 4,
Figure 29).
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Tableau 4: Résultats globaux des données des spermogrammes et spermocytogrammes

Résultat Effectifs Pourcentage (%)
Spermogramme/spermocytogramme 26 50
Pathologiques
Spermogramme/spermocytogramme 26 50
Normaux
Total 52 100

B Spermogramme/spermocytogramme Pathologiques

B Spermogramme/spermocytogramme Normaux

Figure 29 : Répartition des patients en fonction De la normalité ou la pathogénicité des
résultats du spermogramme et du spermocytogramme

Nous avons répartie les patients ayant un spermogramme et un spermocytogramme

pathologique selon la fréquence de la pathologie telle qu’il est indiqué dans le tableau 5,

Figure 30.
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Tableau 5: Répartition de la fréquence des cas pathologiques

Diagnostic Fréquence Pourcentage (%)
A 10 38,46
O 6 23,07
T 2 7,69
AT 1 3,84
OA 4 15,38
OAT 3 11,53
Total 26 100
O : oligospermie (< 15 millions/mL) A : asthénospermie (< 32% progressant)
T : tératospermie (< 4% de formes typiques) OAT : oligoasthénotératospermie

PN: profile normal

HA HO mT mAT mOA mOAT

Figure 30 : Distribution de la fréquence des anomalies spermatiques
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11.2 Coloration au bleu d’aniline :

Nous avons analysé plus de 5000 spermatozoides par la technique de coloration au

bleu d’aniline pour tous les patients (Tableau 6, Figure 31,32).

Le taux de la condensation de la chromatine des spermatozoides des patients est
présenté dans le tableau 6.

Le taux moyen de gameétes a chromatine mal condensé est évalué par la technique de
coloration au bleu d’aniline dans le groupe des patients est de 64,20 %. Le taux de
spermatozoides a chromatine mal condensé le plus élevé est observé chez le P 20 (96%) et le

taux plus faible est observé chez le P 36 (13%).

D’aprés les résultats du taux de la condensation de la chromatine des Spermatozoides
chez les patients, nous avons répartis nos patients en 2 groupes selon le taux de la
condensation de I’ADN spermatique, G1 (n=3): nombre de patients avec un taux de
spermatozoides a chromatine bien condensée (5,77%), G2 (n=49) : nombre de patients avec
un taux de spermatozoides a chromatine mal condensée (94,23%),

Tableau 6 : Répartition des patients en groupe selon le taux de la condensation de la
chromatine des Spermatozoides des patients

Groupe de patients Nombre de patients Pourcentage
Groupe 1 3 577
Groupe 2 49 94,23

Total 52 100
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B Groupe 1

B Groupe 2

Figure 31 : Distribution du pourcentage des deux groupes selon le taux de la

condensation de la chromatine des Spermatozoides des patients
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Figure 32 : Observation microscopique des spermatozoides colorés au bleu d’aniline
GX1000

(a: spermatozoide immature (bleu fonce), b : spermatozoide mature (bleu claire))
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Sur le tableau nous présentons les moyennes des paramétres spermatiques de chaque
groupe ainsi la valeur p qui indique s’il y une relation entre ces paramétres et la condensation

de chromatine spermatique. Aucune différence significative n’a été observé p trouvé est >

0,05.

Le taux de spermatozoides avec des noyaux colorés en bleu foncé était négativement

corrélé avec le taux de spermatozoides avec une morphologie normale (Figure7,Figure33).

Tableau 7: comparaison des paramétres de sperme entre les groupes G1 et G2

Données du G1 (n=3) G2 (n=49) Valeur p
spermogramme et

spermocytogramme

(moyennes=ET)

Mobilité 48,87+7,60 35,80+18,66 0,297

progressive (%0)

Concentration des 48,41+66,28 60,24+60,93 0,979
spermatozoides

(millions/mL)

Vitalité (%) 81,67+£10,41 65,04+27,80 0,174
Morphologie (%0) 32,33+42,15 24,28+23,58 0,075
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Nuage de points de Spzs a chromatine mal condensée par Morphologie anormale des spzs
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Figure 33: Corrélation entre la condensation de la chromatine spermatique et la
morphologie des spermatozoides

Le graphique ne montre aucune relation entre la condensation de la chromatine
spermatique et la morphologie des spermatozoides.
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I11. Discussion :

Depuis toujours, les hommes ont été confrontés aux problemes de reproduction,
toutefois, la demande des couples et les possibilités thérapeutiques offertes n’ont fait que
s’accroitre au fil du temps. L’exploration de ’infertilité masculine reste avant tout basée sur
I’analyse classique des parameétres du sperme. Néanmoins, d’autres techniques visant a
¢évaluer I’intégrité de I’ADN des spermatozoides, et la maturité de la chromatine spermatique
viennent aujourd’hui la compléter (Varghese et al. , 2009 ; Fellous et Siffroi, 2003 ; Guérin et
Benchaib , 2004 ; Hamadehh et al., 2001 ; Sellami et al., 2003 ; Poumasumi et al., 2019).

Notre étude consiste a utiliser la coloration au bleu d’aniline pour évaluer le degré de
condensation de la chromatine des spermatozoides chez des hommes normospermiques et a

parametres spermatiques anormaux.

En ce qui concerne 1’évaluation de la condensation de la chromatine par la coloration
au bleu d’aniline, il a été admis, sans que pour autant les preuves de la spécificité¢ des
interactions moléculaires n’aient été établies, que la coloration bleue soit liée a la persistance
des résidus lysine présents dans les histones (Terquem en Dadoune , 1983). Les résultats
obtenus par cette coloration sont concordants avec ceux obtenus a 1’aide d’autres techniques
d’évaluation de la condensation de la chromatine telles que 1’acridine orange ou la
chromomycine A3 (Angelopoulou et al., 2007). Une relation entre le degré de compaction de
la chromatine et la fertilité masculine a été identifiée (Filatov et al., 1999), une augmentation
du pourcentage de spermatozoides a chromatine mal condensée ayant été mise en évidence
chez des patients présentant une tératozoospermie par comparaison a des hommes aux
paramétres spermatiques normaux (Hofmann et Hilscher 1991). Cependant, aucune relation
n’est aujourd’hui clairement établie entre la condensation de la chromatine et la morphologie

des spermatozoides (Hammadeh et al., 2001).

Les résultats obtenus dans notre étude montrent un taux moyens de chromatine
spermatique mal condensée chez les patients de 60,20+ 16,14% qui un taux significativement
plus élevé chez le groupe controle (<30%). Ainsi, nous avons mis en évidence un taux de
gametes a morphologie normale de 25,98+ 26,28%. Ces taux observés pourraient étre une

autre voie aidant a expliquer leurs troubles de la reproduction.
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L’age des patients varie entre 17-64 ans, avec une moyenne de 40,06+ 9,09 ans. Nous
avons noté un taux de 50 % de patients avec des spermogrammes et/ou des

spermocytogrammes pathologiques.

I a été rapporter que l’influence du vieillissement sur la qualit¢é nucléaire des
spermatozoides (Singh et al., 2003 ; Zubkova et al., 2005 ; Wyrobek et al., 2006 ; Caer et al.,
2008).

Notre étude ne peut pas confronter ces observations, une étude portant sur une cohorte

de patients serait souhaitable.

Dans cette étude nous avons comparé le taux de spermatozoides a chromatine mal
condensée avec les parametres spermatiques des patients (Concentration, mobilité
progressive, vitalité, et morphologie normale) aucune corrélation n’a été trouvé p>0,05

(tableau 7).

Ces résultats sont comparables avec ceux de Al-Fahham et al. qui a rapporté un taux
de spermatozoides a chromatine mal condensée tres élevé chez les patient fertile et infertile en
utilisant la technique de coloration au bleu d’aniline. En outre, aucune association n’a été
trouvé entre les taux de spermatozoides a chromatine mal condensée et les différents
parameétres spermatiques : Concentration, mobilité progressive, vitalité, et morphologie
normale (Al-Fahham et al., 2014).

Bien que Hammadeh et al. ont rapporté une signification négative entre les patients et
les donneurs fertiles par 1’utilisation de la coloration au bleu d’aniline. IIs ont trouvé qu’il n’y
a pas de corrélation entre la maturité de la chromatine et la morphologie, la numération et la
mobilité des spermatozoides (Hammadeh et al, 2001). Cependant, dans une autre étude, une
association significative entre la condensation de chromatine et la morphologie des gamétes a
été trouvé (Kim et al., 2013).

Sellami et al., ont trouvé une signification positive entre la maturité de la chromatine
spermatique et le taux moyen des spermatozoides avec anomalies de la téte chez des hommes

infertiles en utilisant la coloration au bleu d’aniline (Sellami et al., 2013).

Dans une autre ancienne étude ont trouvé une signification négative entre la maturité
de la chromatine spermatique, la morphologie et la mobilité progressive (Kazerooni et al,
2009).
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Les résultats de la coloration au bleu d’aniline sont similaires chez les hommes
normospermiques que chez les hommes avec paramétres spermatique anormaux
(oligospermie, asthénospermie, ou tératospermie...). Ainsi, 1’étiologie du défaut de la
condensation de la chromatine spermatique doit étre recherchée dans d’autres facteurs comme
I’aberration de protamine ou I’apoptose plutot que 1’exces d’histone ou la mal condensation

de la chromatine chez les hommes infertiles.

Alors qu’une étude de Mohammadi et al., 2020 ont trouvé une faible corrélation défaut
de la condensation de la chromatine spermatique et les autres parametres spermatiques.
(Mohammadi et al., 2020).

Dans les cas idiopathiques, les parametres du sperme ont été corrélés aux taux diminué
de condensation de la chromatine spermatique. Selon Talebi et al. qui ont étudié I’implication
des parameétres du sperme dans les avortements spontanés, ils ont évalué la qualité du sperme
d’un groupe de patients dont les partenaires ont eu au moins trois avortements répétés apres
une conception naturelle. Les résultats de la coloration au bleu d’aniline ont révélé que la
majorité des échantillons chez ces patients présentaient des taux élevé de spermatozoides a
chromatine immature (Talebi et al., 2012).

La relation entre la condensation de la chromatine spermatique et les paramétres
spermatiques reste controversée (Talebi et al, 2011 ; Talebi et al., 2008 ; Talebi et al., 2007,
Alharbi et al, 2019). Talebi et al. n’ont montré aucune association entre les résultats de la
condensation de la chromatine spermatique et de 1’état de I’intégrité de I’ADN en utilisant

différentes techniques chez des souris adultes (Rahimipour et Talebi ; 2013).

Il reste important que la découverte de 1’évaluation de la condensation de la
chromatine spermatique par la coloration au bleu d’aniline a un caractere prédictif dans les
résultats des techniques d’aide médicale a la procréation (AMP), bien que ceux-Ci ne puissent
pas déterminer le potentiel de fécondation et les taux de clivage et de grossesse aprés ICSI
(Irez et al., 2015 ; Simon et al., 2014).

Les résultats de notre étude soutiennent Il'importance de la coloration au bleu
d’aniline chez les hommes infertiles, qui subit habituellement des techniques de reproduction
assistée. Cette technique permet d'évaluer la condensation de la chromatine spermatique et
doit étre recommandée avant l'application de toute procédure de procréation assistee. Ces

investigations permettent d'identifier les patients présentant un risque accru de défaillance de
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la reproduction et de faciliter un conseil approprié pour informer les patients sur leurs options
de reproduction. Ainsi afin d’approfondir et compléter ce travail, il faudrait étendre 1’étude
sur un nombre de patients plus consequent permettant un traitement statistique des données

afin de dégager des corrélations entre les parameétres mis en cause et les différentes

pathologies suspectées.
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Conclusion

L’infertilit¢ masculine peut étre due a une multitude de facteurs étiologiques, parmi les
facteurs les plus répondus, les anomalies chromosomiques de spermatozoides comme syndrome
de Klinefelter, les anomalies morphologique de spermatozoides (anomalies de la téte, de

flagelle....), aussi la mal condensation de la chromatine de I'ADN spermatique.

Pour mieux comprendre nous avons analysé le taux de la condensation de la chromatine
spermatique a 1’aide de la technique de coloration au bleu d'aniline chez des hommes
normospermiques et des hommes a parameétres spermatiques anormaux, nous avons étudié
I'interaction entre cette condensation et la morphologie, la mobilité, le nombre et la vitalité des

spermatozoides.

Les résultats obtenus ne montrent aucune association entre les deux parametres, Donc la
relation entre la condensation de la chromatine spermatique et la morphologie du sperme humain
reste discutable et des investigations plus appropriées et approfondies sont nécessaires pour
répondre adéquatement a cette question.

Les dommages a I'ADN spermatique peuvent avoir un effet négatif sur le taux de
fécondation in vitro, entraver le développement embryonnaire et également étre pro-mutagenes
(Kopeika et al ., 2015). Ces altérations peuvent conduire a une fausse couche, une mort feetale in
utero, une mort subite du nourrisson, des malformations infantiles, la transmission de maladies
génétiques incluant les cancers et la transmission de maladies épigénétiques (Frias et al ., 2003 ;
Marchetti et al., 2005 ; Siderakis et Tarsounas, 2007 ; Reig-Viader et al., 2014 ; Kopeika et al.,
2015). Ainsi, l'intégrité de I'ADN spermatique joue un réle fondamental dans les chances de

paternité.

L’utilisation de techniques plus sophistiquées comme le dosage de la chromomycine

A3 (CAMQ) (Nasr-Esfahani et al., 2001), et la cytométrie d'image par microscopie électronique a
transmission (MET) (Auger et al., 1993) fournit des résultats plus précis et plus spécifiques dans
I'évaluation de la maturité du noyau des spermatozoides, mais présente de nombreuses
contraintes techniques a utiliser dans les investigations de routine. Il faut poursuivre et
approfondir I'étude de la qualité de la chromatine du sperme chez les hommes infertiles pour
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mieux comprendre sa relation avec la capacité fécondante et mieux évaluer leur impact sur les

résultats de la fécondation in vitro et du développement embryonnaire.

Jusqu'a présent, ces tests ont été présentés comme étant simples, rapides et précis pour
I'analyse de l'intégrité de la chromatine spermatique. De plus, ces méthodes ne nécessitent pas
d'instrumentation complexe (Evgeni et al., 2014).
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Annexe 1 : solutions utilisées pour le spermogramme et spermocytogramme
Réceptacle a sperme a usage unique.

Etuve 37 °C.

Microscope photonique avec oculaires 40x ; 100x.
Papier Johnson.

Eprouvette graduée de 10ml.

Tubes a hémolyse de 5 ml.

Micro pipette 100 pl.

Pipette graduée 1ml.

Pipettes Pasteur.

Embouts de pipettes en polypropyléne jaune 5-100ul
Lames en verre

Lamelles couvre objets en verre (23X32 mm).
Papier PH reactif colorimétrique.

Cellule de Malassez.

Solution de Ringer formolé

Solution d'Eosine 1%.

Solution de Nigrosine a 10%.

Solution de Ringer formolé:



Liquide de Ringer:

CaCl2 0, 300g

KCI 0, 250g

NaCl 6,59

NaHCO3 0,29

H20 distillee 1 L

Solution de Ringer formolé (solution de travail) :
Liquide de Ringer 1L

Formol & 40% 10 ml
Solution & Eosine 1%:
Eosine “‘yellowish’’ 19

NaCl 9% 100 ml

Bien mélanger et filtrer.
Solution de Nigrosine a 10%:
Nigrosine 10g

NaCl 9% 100mL

Bien mélanger jusqu'a disparition des cristaux puis filtrer.

Carnoy:
3 Volumes de methanol +1volume d'acide acétique.

Réactif de May-Grunwald

Annexes
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May-Grunwald poudre 2,59

Alcool méthylique pur 1000 mi

Technique de préparation

Laisser a I'étuve a 37°C pendant 8 jours en agitant ; filtrer.
Réactif Giemsa RAL

Giemsa en poudre 0,75 g

Alcool méthylique 75 ml

Glycérine 25mL

Technique de préparation

Mélanger et laisser a I'étuve 37°C deux a trois jours. filtrer.
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Annexe 2: préparation des alcools (Ethanol) 100, 90,70°

Table pour la dilution de 1’alcool (Table de Gay-Lussac) appelée aussi Table de mouillage de

I'alcool
Concentration initiale
00 99 | 98 | 97 | 96 | 95| 90 [ 85| 8 | 75| 70 [ 65 | 60 | 50
Concentration956,5 5,15 |3,83 2,53 1,25
finale 99|13 25 |11,83 10,43 9,07 17,73 6,41

85/20,54 19,05 117,58 16,15 14,73 113,33 16,56
80(28,50 (27,01 |2547 123,95 22,45 20,95 |13,79 6,83
75/37,58 359 134,28 132,67 31,08 129,52 21,89 1448 7,2
70047,75 145,98 144,25 142,54 140,85 [39,18 [31,05 |23,14 15,35 |7,64
65/59,37 57,49 |55,63 53,81 52 150,22 141,53 133,03 (24,66 16,37 8,15
60/72,82 70,80 68,8 165,85 64,92 63  |53,65 44,48 |3544 |2647 17,58 8,76
55/88,6 (86,42 184,28 182,16 80,06 177,99 67,87 |57,0 148,07 38,32 |28,63 119,02 |9,47
50(107,44/105,08/102,75/100,44 (98,15 (95,89 184,71 73,00 163,04 |52,43 141,73 131,25 |20,47
45/130,26/127,67/125,11/122,57/120,06117,57/105,3493,30 181,38 |69,54 57,78 146,00 34,46 |11,41
401158,56/155,68|152,84|150,02/147,22 144,46 /130,8 |117,341104,01/90,76 77,58 164,48 51,43 |25,55
35(194,63/191,39188,19185,01|181,85/178,71 163,28 | 148,01 132,88(117,82/102,84/87,03 |73,08 |43,59
30(242,38(238,67|234,99 231,33 |227,70 224,08 206,22 | 188,57 171,05| 153,61/ 136,04 118,94/ 101,71/67 45
25/308,9 1304,52/300,18|295,86/291,56 287,28|266,12 1245,15/224,3 203,61/182,83162,21|141,65/100,73
201408,5 403,13(397,79|392,47/387,17381,9 [355,8 329,84/304,01|278,26/252,58/226,98/201,43/150,55
15/574,75 567,43|560,53|553,55|546,59|539,66/505,27 |471  |436,85/402,81 /368,83 334,01 |301,07|233 64
10/907,09 896,73/886,4 |876,1 865,15 855,15(804,5 753,65/702,80/652,21/601,6 551,06/500,50/399,85

Les chiffres en noir indiquent la quantité d'eau en mL a ajouter a 100mL d'alcool de

concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration désirée.

Exemple : la table indique qu'il faut ajouter 105,34 ml d'eau & 100 mL d'alcool a 90° pour obtenir

de l'alcool a 45°.

Attention :

Le volume final est inférieur a la somme des volumes mis en jeu ! Clest le

phénomene dit de « contraction de volume », variable en fonction du titre de I’alcool initial.



Résumé

L’infertilité touche environ 15 % des couples qui cherchent a obtenir une grossesse,

L’homme est impliqué dans pres de 60% des cas d’infertilité du couple.

L’exploration biologique de I’infertilit¢ masculine est basée sur 1’é¢tude du sperme elle
permet d’apprécier I’ensemble des événements qui se produisent depuis le démarrage de la
spermatogénése jusqu’a 1’éjaculation. Le spermogramme et le spermocytogramme restent des
examens de premiére intention, d'autres techniques évaluées l'intégralité de I'ADN

spermatique viennent les compléter.

Notre étude a été effectuée sur des recueils de sperme de 52 hommes infertiles, qui ont
été soumis a un examen spermatique, L'objectif de notre recherche est d'évaluer L'état de
I'intégralité et la maturité de la chromatine spermatique par la technique de la coloration au
bleu d'aniline, et étudier le lien entre le taux de la condensation de la chromatine spermatique
et les parametres du sperme, les données ont été analysées a l'aide du logiciel spss 22.0. Des
tests statistiques comprenant le test de khi2, la corrélation de Pearson ont été utilises, la

signification statistique a été prise en compte pour les valeurs p<0,05.

Les résultats obtenus ne montrent aucune association entre les deux parametres,
Donc la relation entre la condensation de la chromatine spermatique et la morphologie du
sperme humain reste discutable et des investigations plus appropriées et approfondies sont

nécessaires pour répondre adéquatement a cette question.

Mots clés :

Infertilité, chromatine spermatique, bleu d'aniline.




