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Résumeé

L'infertilit¢ masculine idiopathique est représenté chez plus de 30% des couples infertiles. Parmi
ses causes, des niveaux anormalement eélevés d'especes réactives de loxygene (ROS) dans leur
sperme. La présence des leucocytes et les spermatozoides immatures sont dd a des sources de ROS
endogénes, et il existe de nombreuses causes exogenes differentes. Dautre part, differents
antioxydants sont presents dans le plasma séminal. De faibles quantités de ROS sont nécessaires
pour la fécondation, mais des niveaux élevés de ROS provoquent un stress oxydatif et peuvent
avoir des effets négatifs tels que la peroxydation des lipides membranaires, la fragmentation de
l'acide désoxyribonucléique du sperme et l'apoptose sur la capacité fertile. Afin d'évaluer I'impact
du stress oxydatif, nous avons réalisé une étude théorique a base d’études sur la fragmentation de
I’ADN pour mieux cerner et démontrer I'apport direct et indirect sur I'expression des ROS et leurs
effets sur la fragmentation de 'ADN ou cours de la fécondation. Cependant, nous avons révélé
dans notre recherche plusieurs facteurs endogenes et exogenes qui pourraient entrainer des niveaux
supra-physiologiques de ROS, notamment la qualitté du sperme, la cryoconservation et les
corrélations positives significatives entre le nombre de leucocytes et les graines de ROS (rs = 0,70,
p 0,001 ; n = 125) et le nombre de spermatozoides avec fragmentation de FADN (rs = 0,43, p =
0,032 ; n = 25). En outre, il existe une corrélation entre laugmentation des niveaux de ROS
séminaux et laugmentation des niveaux de 4-HNE, la fragmentation de IADN et lactivité de la
caspase-3 (p 0,001). Ces événements importants provoquent la rupture de IADN des

spermatozoides, lapoptose et la peroxydation lipidique, qui contribuent tous a linfertilité.

Mots clés : Infertilitt masculine, Especes reactives de loxygéne, Fragmentation d’ADN

spermatique, Corrélation, Spermatozoides




Abstract

Idiopathic male infertility is represented in more than 30% of infertile couples. Among its causes,
abnormally high levels of reactive oxygen species (ROS) in their semen. The presence of
leukocytes and immature spermatozoa are due to endogenous ROS sources, and there are many
different exogenous causes. On the other hand, various antioxidants are present in seminal plasma.
Low amounts of ROS are necessary for fertilization, but high levels of ROS cause oxidative stress
and can have negative effects such as membrane lipid peroxidation, sperm deoxyribonucleic acid
fragmentation and apoptosis on fertility. In order to evaluate the impact of oxidative stress, we
conducted a theoretical study based on DNA fragmentation studies to better identify and
demonstrate the direct and indirect contribution on ROS expression and its effects on DNA
fragmentation or during fertilization. However, we have revealed several endogenous and
exogenous factors in our research that might result in supra-physiological levels of ROS, including
sperm quality, cryopreservation, and the significant positive correlations between the number of
leukocytes and both ROS seeds (rs = 0.70, p0.001; n = 125) and the number of spermatozoa with
DNA fragmentation (rs = 0.43, p = 0.032; n = 25). Furthermore, there is a correlation between
enhanced seminal ROS levels and raised levels of 4-HNE, DNA fragmentation, and caspase-3
activity (p 0.001). These important events cause sperm DNA breakage, apoptosis, and lipid

peroxidation, which all contribute to infertility.

Keywords: Male infertility, Reactive oxygen species, spermatic DNA fragmentation of,

Correlation, Sperm.
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Introduction Générale

L'infertilité est un probleme croissant qui touche un nombre graduel de couples qui essaient de
concevoir un enfant. La raison de ce facteur est que les couples sont plus proactifs pour révéler
leur infertilité et conseiller en conséquence, et l'incidence de cette maladie a en effet augmenté.

Dans le monde, plus de 70 millions de couples sont infertiles (Boivin et al., 2007).

L'infertilité est lincapacité d'un couple a concevoir une grossesse apreés 12 mois de rapports
sexuels réguliers non protégés (Liu et Handelsman, 2003). En Algérie, le ministere de la Santé,
de la Population et de la Réforme hospitaliere aestimé que 300 000 couples mariés sont incapables
de concevoir naturellement (Santé-MAG N°19 - Juin 2013).

Le facteur masculin est impliqué dans prés de la moitié des cas d'infertilité. La contribution du
partenaire masculin a l'infertilité dans les couples est évaluée a l'aide du systeme de classification
proposé par I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) (Rowe et al., 1993). L'étiologie de
linfertilitt masculine se manifeste généralement par des changements dans un ou plusieurs

parametres du sperme.

Cependant, les tests utilisés pour évaluer la fertilitt masculine restent peu prédictifs du début
de la grossesse et il s'est averé difficile de définir une valeur seuil pour les tests appliqués. De
nombreuses personnes ont des avis différents sur [utilité de ces donneurs de sperme dans le
domaine de la Procréation Médicalement Assistée (PMA) (Rowe et al., 1993).

Les progres récents de la biologie de la reproduction ont amélioré notre compréhension de la
physiologie des spermatozoides et de leur contribution & la fécondation (Sergrie etal., 2005).
L'intégrité de la chromatine et de IADN des spermatozoides est essentielle pour assurer un

développement embryonnaire réussi, qui est le seul but de la conception (Barratt et al., 2010).

Etant donné que le stress oxydatif est une pathologie courante affectant la fonction des
spermatozoides chez de nombreux hommes infertiles, il est important de connaitre les causes sous-
jacentes de ce stress, afin de cibler plus efficacement le traitement. L'objectif de cette these est
d'améliorer notre compréhension des causes du stress oxydatif chez les hommes infertiles, ainsi

que d'étudier les causes sous-jacentes des ROS (Reactive oxygen species) et les mécanismes par




lesquels le stress oxydatif se développe. Nous espérons apporter une contribution significative au

diagnostic, a la prévention et au traitement de linfertilit¢ masculine.

Le présent mémoire est organisé en ces trois chapitres et sera conclu par une conclusion

générale :

%+ Chapitre 1: Ce chapitre servira de rappel bibliographique des concepts et descriptions

les plus importants dans notre recherche.

¢+ Chapitre 2 : Ce chapitre présentera visuellement une analyse des travaux antérieurs

d'autres chercheurs.

¢+ Chapitre 3 : Ce chapitre reprend les principaux facteurs que nous avons analyses dans

les articles précédents.
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Rappel Bibliographique
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1 Appareil génital Masculin

Le systeme reproducteur masculin contient une variété d'organes et de structures qui
permettent la production, la maturation, le stockage et le transport du sperme vers le systéme
reproducteur féminin. 1l contient les testicules, I'épididyme, le canal déférent, le canal éjaculateur
des deux cOtés, et les organes sont modifiés dans la derniére partie : le systtme génito-urinaire et
la prostate (Figure 1). La structure des organes génitaux masculins décrite ci-dessous respecte le
cheminement des spermatozoides depuis leur production jusqua leur émission (Dadoune. 2006,
Humeau et Amal. 2008).

Uretére

Vessie
Vésicule

séminale
Canal éjaculateur

Prostate
.. Pénis
Urétre
.—Corps
caverneux

Rectum

Anus A — Prépuce
~ ™ Gland

Epididyme Testicule

Figure 1 : Appareil génital de I'homme (Angela et al., 2016).

1.1 Testicule

Sur la Figure 2, Les deux testicules sont situés dans le scrotum a l'extérieur de la cavité
abdominale. lls ont deux fonctions principales : exocrine et endocrine. Les fonctions exocrines et
endocrines sont responsables de la production de spermatozoides et d’hormones sexuelles, comme
la testostérone. Le testicule est protégé par une capsule de tissu fibreux, la tunique albuginée, qui
contient des cellules musculaires lisses. Au bord supérieur du testicule, la tunique albuginée
s'épaissit et s'enfonce, formant les corps de Hemmer, qui sont perforés par les vaisseaux sanguins
et les conduits qui composent le rete testiculaire. Les tubes s'séminiferes sont constitués par une
fine membrane conjonctive externe appelée membrane propre et un épithélium germinal.

La membrane proprement dite contient des cellules contractiles semblables a des muscles qui
jouent un role important dans I'élimination des spermatozoides des tubules seminiféres. Il existe
deux types de cellules dans I'épithélium embryonnaire : les cellules de Sertoli et les cellules
germinales. Chaque tube séminifere se termine par une portion rectiligne du tube séminifere qui
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se termine par le rete testis. Ce dernier est expulsé par le canal épididymaire, le canal efférent, qui
se prolonge par le canal épididymaire.

Canaux Scheéema du testicule et
efférents des spermatiques

Canal

déférent Tissu interstitiel

- lcellules de Leydig)

Tube séminifére
contourne

Epididyme .
Albuginée
Tube séminifére

droit Vaginale

Figure 2 : Structure histologique des tubes séminiféeres (Muller et Clos, 1997).

1.2 Epididyme

Structure semblable & une virgule. Sa téte, qui contient le tubule efférent et en recoit les
spermatozoides, recouvre la surface supérieure des testicules. Son corps et sa queue sur la surface
postéro-latérale du testicule contiennent une partie trés sinueuse de I'épididyme appelée épididyme
(Marieb etal., 1999).

1.3 Lesglandes annexes

Le liquide éjaculateur est composeé d'un melange de sécrétions divisées en quatre parties, et les
deux tiers des spermatozoides sont contenus dans la premiére moitié du liquide éjaculateur :

% Fraction pré-éjaculatoire : Lors de l'excitation sexuelle, les sécrétions proviennent des
glandes de la vache, qui semblent lubrifier le flux de sperme.

% Les glandes prostatiques produisent des enzymes qui permettent de liquéfier I'éjaculat.

¢+ Fraction principale : Un mélange de sécrétions prostatiques et de vésicules séminales
impliquées dans la formation du coagulum séminal.

¢+ Fraction terminale : 1l se compose de sécrétions des vésicules seminales et est plus
liquide (Jouannet, 2001).
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1.4 Le pénis

Le pénis est l'organe de l'accouplement et est destiné a déposer le sperme dans lappareil
reproducteur féminin (Marieb etal., 1999). Le pénis est constitué d'une racine fixe et d'un corps
mobile et se termine par un renflement, le gland du pénis. Le pénis est un organe special composé
de trois rangées de tissu érectile rempli de sang, permettant la pénétration du pénis dans le vagin
pendant les rapports sexuels (Figure 3).
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Figure 3 : Coupe sagittale de 1’appareil génitale masculin (Sanofi-Awventis France).

1.5 Processus de la spermatogenese dans le tube seminifére

15.1 Laspermatogenese

La spermatogenése est le processus integré de prolifération cellulaire, de méiose et de
maturation cellulaire, aboutissant a la formation de spermatozoides matures ; cela va acquérir la
capacité de féconder dans I'épididyme (Clermont, 1972). Ce processus se déroule dans les tubules
séminiferes a l'intérieur desquels les cellules de Sertoli assurent le support du développement des
cellules germinales (Volg, 1988).

Les cellules de Sertoli représentent une structure unique du testicule, et lorsque Ia
differenciation cellulaire se produit, les cellules de la lignée spermatique se déplacent de la
membrane basale vers la lumiére des tubules séminiferes. Les spermatozoides matures sont libérés
dans la lumiere des tubules séminiféres. Il est transporté jusqu'a I'épididyme et stocké en attendant
I'¢jaculation (Figure 4) (Clermont, 1972).
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Figure 4 : Schéma de la phase de multiplication des cellules germinales males (Humeau et al., 2005).
¢ La phase d’accroissement

Les spermatozoides de derniere génération cessent de se diviser, augmentent de volume et
se transforment en spermatozoides de premier ordre (cellules diploides), qui se verrouillent
dans les premiers stades de la prophase méiotique jusqu'a la puberté (Figure 5).

LUMICRE DU TUBE

Mb: membrane basale
Jonctions
i SpB: spermatogonie B

Sp I: spermatocyte I

&@ %* sl Sp II: spermatocyte II
" J

Figure 5 : Coupe transwersale de tube séminifére (Humeau etal., 2005).

% La phase de maturation

Les spermatocytes subissent la méiose, deux divisions qui vont réduire de moitié le nombre
de chromosomes et la quantit¢ d'ADN.

X/

« Premiére division de méiose ou division réductionnelle

Les spermatocytes (chromosomes 2n, ADN 2q) se divisent pour former deux
spermatocytes contenants chacun 1 copie du chromosome 2 et TADN du chromosome 4. Cette
phase est longue et dure plusieurs jours (23 jours). (Amann, 2008), (De Krester, 2007).
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% Deuxiéme division de méiose ou division équationnelle

Elle conduit d'un spermatocyte Il a deux spermatides avec (n chromosomes, q ADN). La
durée de cet événement est courte et dure quelques heures.

15.2 La Spermiogénése

La spermatogenéese est un processus de maturation et de métamorphose cellulaire qui permet aux
spermatozoides ronds de se transformer en une structure super organisée, un spermatozoide
mobile.

Cette étape n'inclut pas la division cellulaire, mais comprend la morphogenése de l'acrosome, la
condensation  nucleaire, le développement flagellaire, [I'épuisement cytoplasmique, la
réorganisation des organites et la spermatogenése. (Kerr etal, 2006), (De Krester 2007).

s La formation de I’acrosome :

L'appareil de Golgi fournit de nombreuses vésicules qui se rassemblent pour former une
seule vesicule : la vésicule pro-acrosomigue. Ces derniers sont aplatis et étalés au niveau du
pole antérieur du noyau sous la forme d'une coiffe acrosomique : c'est l'acrosome qui est tres
riche en enzymes hydrolytiques (hyaluronidase, acrosine, etc.) (Kerr etal., 2006).

+« La formation du flagelle :
Les deux centrioles se développent & partir de I'appareil de Golgi.

o Lecentriole proximal : Il est situé dans une légére dépression du noyau pres du péle
opposé a l'acrosome et il ne sera pas modifié.

o Le centriole distal : Il disparait progressivement et est remplacé par une structure
complexe en forme d'entonnoir : la structure axonémale. Au fur et a mesure que la
structure se développe, les microtubules du centriole distal s'allongent et
s'organisent en un axonéme typique. Cet axonéme s'allonge et émerge de la cellule
en repoussant la membrane plasmique. (Kerr etal., 2006).

% La condensation du noyau : Le noyau rétrécit, se condense et prend une forme aplatie
typique. L'acrosome est coiffé a sa partie antérieure. Le noyau et 'acrosome constituent la
téte du spermatozoide (De Krester, 2007).

®,

% La réduction du cytoplasme et la réorganisation de ses organites :

La piece de liaison entre la piece médiane et la téte d'un spermatozoide mature est
laxoneme. Les fibres externes denses et le revétement fibreux se développent tous deux au
cours du processus de spermiogenese. En plus d'assurer la stabilitt¢ du flagelle, la piéce
intermediaire  pourrait également jouer un role d'échafaudage moléculaire dans le
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positionnement d'enzymes clés telles que CatSperl (hyperactivation et capacitation) et
Calcium ATPasel (hyperactivation), nécessaires a la motilitt des spermatozoides. (De
Krester, 2007).

L'enveloppe mitochondriale de la piece médiane se forme a l'issue de la réorganisation du
cytoplasme et des organites. Les mitochondries a la périphérie de la spermatide se rejoigne nt
en spirale autour de la région proximale du flagelle (la piece médiane du spermatozoide
mature). Cette forme hélicoidale offre moins de résistance a la flexion. (De Krester, 2007).

Ensuite, les spermatozoides sont séparés des cellules de Sertoli (spermatogenése), au cours
de laquelle le cytoplasme qui s'est déplacé vers la position caudale est dégradé puis phagocyté
par les cellules de Sertoli. (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma représentatif des modifications cytologiques au cours de la spermiogénése (Blanc et al.,
1998).

®,

% La maturation post-testiculaire :

Les spermatozoides libérés dans la lumiere des tubules séminiferes ne sont pas encore
fonctionnels et ne peuvent féconder un ovocyte (Figure 7). C'est lors de leur passage dans
I'épididyme qu'ils subiront une série de modifications qui leur permettront d'acquérir leur
pouvoir fécondant mobilité, capacité a féconder un ovocyte).

L'un de ces changements est que les protéines épididymaires modifient la position des
lipides et des protéines de la membrane plasmique du sperme pour former un complexe de
signalisation essentiel a la fécondation (Cornwall, 2009).
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Figure 7 : Ultra structure du spermatozoide humain. Schéma de la celluleen coupe longitudinale (Pei Ph,
2005).

1.6 Cytophysiologie de la spermatogenése

L'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire régule la fonction des testicules. L'hypothalamus
libére de la GnRH qui se lie a des récepteurs spécifiques de 'hypophyse antérieure, donnant le
signal de sécréter FSH et LH. La FSH, associée a la testostérone (le principal androgéne sécrété
par les testicules), stimule le processus de spermatogenése. L'un des nombreux effets dela FSH
sur les cellules de Sertoli est de provoquer la libération d'acide lactique, un substrat préféré au
glucose par les spermatocytes primaires, pour fournir l'énergie nécessaire au développement des
cellules germinales. La LH agit sur les cellules de Leydig pour stimuler la biosynthése de la
testostérone (Liu et Handelsman, 2003).

Un diagramme de l'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est présenté sur la Figure 8. La
testostérone maintient la fertilit¢ masculine grace a sonaction sur les spermatozoides. La présence
de récepteurs fonctionnels aux androgénes sur les cellules germinales est encore controversée
aujourd'hui. Cependant, certaines €études ont montré que l'expression de ces récepteurs est
specifique a létat de développement des cellules germinales. Des techniques telles que
limmunofluorescence ont démontré la présence de récepteurs aux androgenes sur le sperme
humain, suggérant qu'ils pourraient jouer un rble précoce dans la spermatogenése. La testostérone
joue également un rble dans la boucle de rétroaction en inhibant la sécrétion de LH et de GnRH
respectivement par 'hypophyse et I'hypothalamus. L'inhibine est une glycoprotéine sécrétée par
les cellules de Sertoli qui diminue la sécrétion de FSH. (Krester, 2007).
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Figure 8 : Schéma des différentes composantes de I’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire (Quang Nhuan,
2002).

1.7 La capacitation

Il s'agit de la derniere acquisition de la capacité du SPZ a féconder lovocyte. En fait, la SPZ
éjectée n'a pas été directement fertilisée (décapitée). Le pouvoir fécondant est acquis lors du transit
par le tractus génital féminin, ou la capacitation des spermatozoides a lieu par contact avec les
fluides uterins et tubaires.

X/

¢+ Le role du col utérin : Seule la glaire cervicale permet a la SPZ de pénétrer dans le liquide
séminal et de I'éliminer, car nombre de ses composants s'opposent au développement de la
réaction de mucus nécessaire pour traverser la zone pellucide.

% Les changements membranaires lors de capacitation
En effet, il y a plusieurs changements :

e Dans les protéines membranaires et les glycoprotéines ou les radicaux glucidiques
sont fixés a la glycoprotéine, il s'agit d'une technique courante.

e En diminuant le rapport cholestérol/acides gras et en augmentant les
phospholipides, les membranes peuvent étre rendues plus résistantes aux
dommages.
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e Sur la charge négative de la surface de la membrane plasmique.
% Conséquences des changements membranaires

L'augmentation de la perméabilité au calcium entraine une hyperactivation de lamplitude
du battement flagellaire et une modification de la trajectoire des SPZ. La mobilisation du
calcium se produit en cycles courts appelés oscillations calciques. Une substance oscilline est
responsable de cette mobilisation. La constitution de zones dépourvues de protéines ou la
fusion avec la membrane externe de l'acrosome aura lieu lors de la réaction acrosomique.

Seules les SPZ capables sont capables de traverser la masse de cellules folliculaires
entourant l'ovocyte et d'entreprendre la réaction acrosomique qui leur permettra de perforer la
zone pellucide.

1.8 Les étapes de la fécondation

Le site habituel de fécondation est ampoule tubaire. Le processus de capacitation
commence par lactivation des SPZ par les cellules folliculaires et se termine par le brassage des
chromosomes au niveau de la plaque équatoriale. La fécondation dans lI'espece humaine comporte
differentes étapes qui s'étalent sur une vingtaine d'heures.

1.8.1 La traversée du cumulus

Pendant la période péri-ovulatoire, le nombre de SPZ présentes dans la trompe de Fallope
est de quelques milliers. Seules quelgues dizaines d'entre elles atteignent lowule. Les SPZ
hyperactives qui entrent en contact avec les cellules folliculaires pénétrent immediatement dans le
gel hyaluronique. L'hyaluronidase libére une quantité d'enzyme capable de liquéfier la matrice
intercellulaire.

L'action essentielle des cumulus est de ralentir les systéemes orageux pour éviter qu'ils ne
se heurtent trop rapidement, ce qui augmenterait le risque de polyspermie.

1.8.2 L’interaction avec la zone pellucide

s L’adhésion SPZ-zone pellucide :

La SPZ qui entre en contact avec la zone pellucide se fixe asa surface et établit une liaison.
C'est le composant hydrocarbure, ZP3, qui a une activitt de récepteur vis-a-vis des
protéines de la membrane plasmique de la téte SPZ, cette liaison est spécifique a l'espéce.

X/
L X4

La réaction acrosomique :

L'adhésion de SPZ a la zone pellucide déclenche la réaction acrosomique par la partie
protéique de ZP3. L'acrosome est une structure lysosomale élargie chargée de diverses
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enzymes hydrolytiques. La réaction acrosomique est la libération du contenu de l'acrosome
dans le microenvironnement de l'ovocyte, processus essentiel a la pénétration de la SPZ
dans la zone pellucide. L'afflux soudain de calcium provoque la fusion de la membrane
externe de l'acrosome avec la membrane cellulaire SPZ.

La fusion des membranes conduit a la formation de vésicules membranaires mixtes. Ces
vésicules se rompent alors, libérant les enzymes acrosomiques. La pénétration du calcium
est également impliquée dans lactivation des enzymes de l'acrosome, en particulier la
conversion de la pro-acrosine en acrosine.

La libération des enzymes de l'acrosome provoque la formation d'une cavité dans la zone
pellucide ou pénétre la téte de la SPZ, entrainée par les battements des flagelles, qui suivent
une trajectoire oblique par rapport a la surface de l'ceuf L'acrosine modifie le maillage
protéique de la zone pellucide, qui & son tour a un effet relaxant. Cela facilite le passage du
sperme.

La fusion des gametes

Le premier spermatozoide qui traverse la zone pellucide pénétre dans l'espace périvitellin,

atteint tangentiellement la surface de l'ovocyte et fusionne immédiatement avec lui (plasmogamie).
La 16 étape correspond a la fusion de la membrane ovocytaire avec la membrane plasmique de la
coiffe post acrosomique de la SPZ.

184

L’activation de I’ovocyte

La mobilisation du calcium a lintérieur des cellules déclenche la réaction corticale et
l'activation du cytoplasme :

X/
o0

7/
°

La réaction corticale : Les granules corticaux fusionnent avec la membrane
cytoplasmique et, par exocytose, libérent leurs enzymes hydrolytiques dans lespace
périvitellin, entrainant des modifications physico-chimiques de la zone pellucide, la
rendant imperméable aux autres SPZ, assurant ainsi la monospermie (Figure 9).

L’activation du cytoplasme : La reprise de la meiose se traduit par la production d'un
second globule polaire et d'un pronucléus femelle haploide (n).
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Figure 9 : La réaction corticale (Alain, 2016).

1.8.5 L’incorporation et la transformation du spermatozoide (SPZ)

Au fur et a mesure que la méiose se termine, la SPZ est completement engloutie et son
noyau remodelé.

¢+ Fusion des membranes : La fusion entre la membrane plasmique de la SPZ et la
membrane vitelline procede étape par étape jusqu'a englober toute la SPZ, y
compris le flagelle. A lexception du noyau et des mitochondries, tous les
composants du SPZ sont détruits par les lysosomes.

% Disparition de I’enveloppe nucléaire : En une heure environ, lenveloppe
nucléaire se dissout et la chromatine est décondensée sous laction de plusieurs
facteurs owvocytaires, comme le MPG. Une nouwvelle enveloppe nucléaire qui
détermine le pronoyau est installée.

1.9 La restauration de la diploidie

La constitution des spermatozoides (sperme) alieu environ 12 heures apres la pénétration de
la SPZ. Le noyau femelle forme un pronucléus femelle apres avoir réhydraté sa chromatine. Par
conséquent, le noyau du spermatozoide se transforme en un pronucléus méale. Apres la rupture de
la membrane, le traitement de la chromatine et la formation d'une nouvelle membrane.
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Les deux pronucki se rapprochent du centre de I'ceuf. La rupture des membranes
des 2 pronoyaux entraine [larrangement des chromosomes décondensés sur le fuseau
mitotiq ue.

La fécondation est terminée lorsque la chromatine des deux gaméetes est reliée par
des liaisons achromatiques du plateau mitotique. (Figure 10).

Ovocyte 1er Globule polaire._ 2¢ Globule polaire

Zone pellucide | Cellules folliculaires Granules corticaux Espace périovulaire
)

\ Q”"

Figure 10 : Les étapes de la fécondation (Patrick Villette, 2012).

2 Lesdifféerentes causes de Pinfertilité masculine

2.1 Anomalies de I’éjaculation

e Impuissance ou échec a I’éjaculation : L'impuissance, ou dysfonction érectile, est
lincapacité d'obtenir ou de maintenir une érection suffisamment longtemps pour qu'un
rapport sexuel ait lieu (Godwin, 2004).

e FEjaculation prématurée : L'incapacité du patient a controler le moment de I'éjaculation
pour permettre a son partenaire d'atteindre l'orgasme (Nieschlag etal., 2010).

e FEjaculation rétrograde : Les sphincters de la vessie sont fermés au moment de
I'¢jaculation, empéchant le sperme de retourner dans la vessie. Des maladies telles que le
diabete et la sclérose en plaques peuvent altérer la fermeture de ces sphincters, entrainant
une éjaculation rétrograde (Godwin, 2004).

e Ejaculation extra-vaginale : Le dépdt de sperme extra vaginal peut se produire non
seulement dans I'éjaculation précoce, mais aussi chez les hommes souffrant d'hypospadias
ou d'hypospadias séveres. Dans ce dernier cas, l'ouverture de l'urétre n'est pas a l'extrémité
du pénis, mais quelqgue part le long de la tige du pénis en raison de l'échec du
développement du reste de l'uretre. (Godwin, 2004).
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2.2 Cause immunologique

Les anticorps anti-spermatozoides réduisent la capacité de fertilisation des spermatozoides
par plusieurs mécanismes, y compris linhibition de la migration des spermatozoides a travers le
mucus cervical. Par la suite, des anticorps de la classe 1gG se retrouvent dans le sang et dans le
plasma séminal, qui se lient fortement aux spermatozoides (Rizk etal., 2008).

2.3 Anomalies Congénitales

La cryptorchidie, en particulier si elle est bilatérale, est associée a une infertilité due a
l'oligozoospermie ou al’azoospermie (Rizk etal., 2008). Une telle obstruction peut étre provoquée
par le blocage de I'épididyme ou l'absence congénitale des deux conduits déférents (Godwin,
2004). L’hypogonadisme hypo-gonadotropique congénital est associé avec lanosmie dans le
Kallmann, qui est habituellement détecté a l'age de puberté (Rizket al., 2008).

2.4 Infection des glandes annexes

Les glandes accessoires peuvent étre infectées par les organismes qui causent les maladies
sexuellement transmises telles que la gonorrhée, la syphilis, la chlamydiose et l'urétrite non
spécifique (Godwin, 2004). Les effets des IAGM sur la capacité de fertilisation de spermatozoides
peut étre par : le volume diminué de [I'éjaculat et/ou la viscosité accrue et la composition
biochimique anormale du fluide séminal, la mobilité et concentration faible de spermatozoides
(Rizk etal., 2008).

2.5 Lesleucocytes

En plus des spermatozoides immatures et anormaux, les leucocytes sont la source majeure
des ROS et du stress oxydatif (Aitken et West, 1990), (Whittington et Ford, 1999). Un faible
nombre de leucocytes sont présents dans la majorité des éjaculats normaux. Des études ont
démontré une corrélation entre la leucocytospermie et laltération d’ADN spermatique (Alvarez
etal, 2002). La varicocéle résulte de la pression hydrostatique accrue dans le plexus pampiniforme
intra-scrotale et dans les veinules testiculaires (Rizk etal., 2008). Le mécanisme exact par lequel
la varicocéle influence Ila fertilité reste peu clair.

2.6 Cause latrogénique

e Meédicaments : La production des spermatozoides dans les testicules peut étre diminuée
par certains médicaments : des hormones, la sulfasalazine, la cimétidine, la nitrofurantoin,
la niridazole, la spironolactone et la colchicine (Rowe etal, 1993), (Rowe etal., 2000).
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e Intervention chirurgicale : L'infertilit¢ peut étre un résultat d’une complication de
certaines opérations, telles que la prostatectomie, et des opérations sur les voies génitales
masculines pendant l'enfance (Godwin, 2004).

2.7 Radiothérapie

Les irradiations qui intéressent la zone du bassin peuvent léser de maniére plus ou moins
importante la fonction testiculaire et peuvent alors entrainer une altération de la spermatogénese
voire son arrét (Rowley, 1974) :

e <AD0,1Gy: sans effet.

e 0.15a0.5 Gy : oligozoospermie tres sévere.

e 0.5a0.8 Gy : azoospermie réversible (1an).

e >0.8 Gy :azoospermie réversible avec élévation de FSH et de LH (2 ans, 50%).

e 4-6 Gy : azoospermie irréversible.

2.8 Chimiothérapie

Ayant une action sur le cycle mitotique cellulaire, sa rétention est tres variable selon le type de
produit utilisé ainsi que la dose totale prescrite.

- Alkylants : Cyclophosphamide, chlorambucil, busulfan...etc.
- Sels de platine : Cisplatine, carboplatine.
- Antagoniste des folates : Méthotrexate.

La dose et la durée du traitement : ’azoospermiec est rarement réversible apres 400 mg de
chlorambucil, 6 a 10 g decyclophosphamide...etc (Baudino etal., 2012).

2.9 L’Obésité

Dans la plupart des études menées chez des couples infertiles, on observe une incidence plus
¢levée del'obésité chez 'homme en cas d’infertilit¢é masculine. Plus le BMI de 'homme est élevé
et moins il y aurait de chances de grossesse en FIV (Keltz et al., 2010). Au niveau des gamétes,
plus le BMI de 'homme augmente plus le risque de présenter une oligozoospermie ou une
azoospermie est élevée. Plus le BMI de 'homme est élevé et plus il y a un risque d’ADN
spermatique fragmenté, élément associé a un risque accru de moindre fécondance et de fausse
couche (Dupont et al., 2013).
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2.10 Le tabagisme

Le tabac de la cigarette contient une forte concentration de ROS y compris O-2et OH, il a
été démontré sa participation dans la réaction de Fenton et la production de H202 et cause
I’endommagement de 'ADN (Valavanidis et al., 2009). La nicotine est oxydative et peut
entrainer la cassure de doubles brins d’ADN dans '’ADN spermatique In vitro. La cotinine, estun
métabolite majeur, elle est détectée dans le plasma séminal des fumeurs (Wong etal., 2000).

2.111°Alcool

La consommation aigue ou chronique d’alcool peut aussi affecter la fertilit¢ masculine. Il
est bien documenté que I’éthanol supprime I'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire entrainant
ainsi une diminution importante des hormones essentielles a la production des spermatozoides
(Gordon etal., 1976), (Ren, 2005).

2.12 La chaleur

La position de scrotum agit d’une fagon a maintenir la température des testicules plus basse
de celle dans le corps. L’¢lévation de la température dans le scrotum, ou I’hypothermic, est
associée al'infertilit¢ masculine et l'altération de la spermatogenése. L’arrét de la spermatogenese
augmente le nombre des spermatozoides immatures ou des spermatozoides dans I'épididyme et
I’éjaculat, et ce sont des sources majeures de ROS (Gil-Guzman et al., 2001), (Ollero et al.,
2001).

2.13 Infertilité Idiopathique

Dans environ 25% des partenaires masculins dans les couples infertiles il n'y a aucune cause
avérée pour expliquer les mauvais parametres du sperme (Godwin, 2004).

3 ADN Spermatique

La reproduction chez I'homme se caractérise par la production d'un grand nombre de
spermatozoides par le processus de spermatogenese. Cela peut étre affecté par la normalité
phénotypique des gametes et leur intégrité génomique (Aitkenet Krausz, 2001). La formation de
spermatozoides matures est un processus unique impliquant une série de méiose et de mitose, des
modifications de la structure du cytoplasme, le remplacement des histones somatiques par des
protéines de transition et enfin lajout de protamine, qui conduit a un compactage dense de la
chromatine (Kumarooet al., 1975) ; (Goldberg et al., 1977) ; (Poccia, 1986).
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3.1 Structure d’ADN

La structure du nucléosome a été remarquablement conservée au cours du temps. La
structure cristallographique de sa particule centrale a été déterminée pour plusieurs especes a des
résolutions allant jusqua 1,9A (Chantalat et al., 2003) ; (Clapier et al., 2008) ; (Luger et
Richmond, 1998b) ; (Tsunaka etal., 2005) ; (White etal., 2001) ; (Luger et al., 1997).

L'ADN d'une cellule humaine est composé de 146 paires de bases et il faut 1,65 tours autour
de loctamére protéique pour faire un tour complet. L'ADN est maintenu par 116 liaisons
hydrogéne directes avec des histones situées a 14 endroits spécifiques sur la particule (Luger et
Richmond, 1998b).

Les queues d'histones N-terminales, flexibles, ne sont pas définies dans la structure
cristallographique, a l'exception de la queue H4, qui établit une interaction avec le dimére H2A-
H2B appartenant au nucléosome voisin et est ainsi stabilisée. Ces queues portent de nombreux
sites de modifications post-traductionnelles, qui ensemble transmettent des informations
épigénetiques importantes (Luger et Richmond, 1998a).

3.2 Structure de la chromatine spermatique

La chromatine des spermatozoides est organisée en une structure compacte et cristalline avec
de ADN haploide et des protéines hétérologues, et ce niveau élevé de condensation et
d'insolubilité joue un role protecteur lors du transfert du matériel génétique méle dans les voies
reproductives méales et femelles (Tateno etal., 2000).

La condensation finale de I'ADN est six fois plus forte que dans le cas des chromosomes
mitotiques des cellules somatiques. Les histones sont acétylées avant d'étre remplacées par de
petites protéines de transition. Ces protéines seront remplacées par des protamines (Meistrich et
al., 2003) (Figure 11). Ce facteur est nécessaire pour que le sperme soit le plus mobile possible et
implique que la cellule puisse temporairement fonctionner sans ADN nucléaire (Kimura et
Yanagimachi, 1995) ; (Ogura et al., 1994).
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Figure 11 : Schéma représentatif des changements cellulaires et chromatique majeurs qui se produisent
durant laspermatogenése (Cheung et al., 2009).

Cette condensation est spécifiquement destinée ala fécondation et n'est pas nécessaire pendant
le développement embryonnaire. Il est important de comprendre le mécanisme de compactage de
I'ADN du sperme et sa difference avec les cellules somatiques ; La compression s'effectue sur 4
niveaux (Hud etal., 1993, 1994) ; (Brewer et al., 1999, 2003) ; (Vilfan et al., 2004) :

- L'unité fondamentale de compactage de IADN du sperme chez les mammiferes est le
toroide (Figure 13). La liaison des protamines neutralise la charge négative de la double
hélice d'ADN. La protamine contient des cystéines qui favorisent la stabilit¢ des
chromosomes du sperme (Balhorn, 1982) ; (Prieto et al., 1997).

- Contrairement aux autres mammiferes dont le sperme contient un type de protamine (pl),
la rétention de 15 % d'histones induit une formation moins compacte, mais 'homme et la
souris sont dépourvus de résidus de cystéine. 1l existe un deuxieme type de protamine (p2).
Les modifications du rapport pl / p2 ou labsence de p2 sont associées a des problemes
d'infertilité. (Corzett etal., 2002).

- L'attachement des protamines a IADN conduit a moins de surenroulement par rapport aux
histones. Les histones enroulent 'ADN tous les 100 bp, mais les protamines enroulent
I'ADN tous les 600 bp ou plus, donc plus compactes mais moins enroulées (Ward, 1993) ;
(Ward et al., 1989).

- La position et le role de ce résidu d'histone restent controversés, certains auteurs
démontrant une localisation dans les télomeres (Gineitis et al., 2000), (Zalensky et al.,
2002), tandis que d'autres suggerent le site de la boucle d'’ADN. Cependant, la chromatine
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des spermatozoides associée aux histones reste un candidat pour les dommages a IADN
(Pittoggi et al., 2000), (Wykes et Krowetz, 2003).

Grace aux complexes de remodelage ATP-dépendants et aux domaines de reconnaissance, la
chromatine est capable de recruter, de maniere précise et temporellement controlée, les facteurs
qui assurent son remodelage. Ces derniers assurent le remplacement des histones canoniques par
des variants, et des enzymes responsables de lajout ou de la suppression des facteurs de
remodelage ATP-dépendants (Peterson, 2000).
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Figure 12 : Un modéle de lastructure de la chromatine spermatique chez I’ Homme (Ward, 2010).

3.3 Le réle de la condensation de la chromatine spermatique

La condensation des spermatozoides permet le transfert complet d'informations génétiques
tres serrées vers lowvule. 1l garantit que I'ADN est livré sous une forme physique et chimique afin
que 'embryon en développement puisse accéder a l'information génétique (Sakkas etal., 1999).

Cette condensation nucléaire protege le génome du sperme des dommages potentiels :

- Les contraintes externes telles que l'oxydation ou laugmentation de la température
qui peuvent étre produites lors du voyage des spermatozoides dans les voies génitales
masculines et féminines peuvent avoir un impact sur la fertilit¢ (Kosower et al.,
1992).

- Les nucléases (Sotolongo etal., 2003) et la sonication (Tateno etal., 2000) peuvent
réduire de 85 % le nombre de spermatozoides a chromatine condensée, mais jusqu'a
15 % de ADN du sperme peut encore étre emballé par des histones et des télomeres.
(Gatewood etal., 1987) ; (Gineitiset al., 2000).
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3.4 Larelationentre la structure chromatique etl’altération d’ADN chez
les spermatozoides des mammiferes

La majeure partie de la chromatine du sperme est conditionnée dans un état presque
cristallin, donnant l'impression que toute activit¢ normale de la chromatine sera exclue par cette
transcription silencieuse cellulaire non réplicative. Cependant, des études récentes ont montré que
la modification de la machinerie DNase reste active et que H2AX peut étre phosphorylé en y-

H2AX en réponse a un traitement mutagéne ou au peroxyde (Berling et Wolner hanssen, 1997),
(Carlsen etal., 1992).

Aitken et luliis suggerent que le compactage serré des protéines histones et la capacité a
détecter les ruptures de brins d’ADN dans les échantillons de sperme avec cet épuisement des
histones sont fascinants. La chromatine de cette cellule est inerte, mais une fois endommageée, elle
doit attendre la fécondation avant de pouvoir étre réparée (Figure 13). La voie de réparation de
IADN est activée une fois les dommages détectés, qui implique [lactivation de la voie de
signalisation gamma H2AX (Templeton, 1995).
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Figure 13 : Schéma représentatif de larelation entre la longueur des téloméres et le développement chez les
mammiferes (Kalmbach etal., 2013).

3.5 Lestélomeres et la reproduction masculine

Les telomeres sont des bréves, paires répétées d’ADN qui limitent les terminaisons linéaires
de chromosome par la liaison des proteines complexes de Shelterin a des boucles protectrices des
téloméres. Un nombre insuffisant de télomeére répété induit a laltération chromosomique, la
sénescence cellulaire, et la mort. Aprées la fécondation, les télomeres spermatiques sont le premier

site dans le génome spermatique a répondre au signale de 'ovocyte pour la formation de pro-noyau
et le mouvement guidé des microtubules (Thilagavathi etal., 2012).

La longueur des télomeres dans le sperme humain se produit grace a une action continuée
de telomérase, qui est exprimée a des niveaux elevés dans les spermatogonies. Toutefois, le
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maintien de la longueur moyenne des télomeres spermatiques, est variable d’un individu a I'autre
et d’un spermatozoide al’autre chez un méme individu, cette variation de la longueur des télomeres
spermatique peut étre le résultat d’une variabilit¢ de I'activité t€lomérase et/ou des effets du stress
oxydatif, qui réduit la longueur des téloméres, et réduit la fertilit¢ (Santiso etal., 2010), (Baird et
al., 2006).

3.6 Fragmentation de I'ADN spermatique

La fragmentation de IADN fait référence aux cassures et aux lésions du matériel génétique
du sperme, particulierement fréquentes dans la population masculine subfertile (Irvine et al,
2000). Il ne s'agit pas d'une mutation, mais d'un changement pro-mutagéne qui peut générer des
mutations chez la progéniture en cas de réparation inadéquate ou défectueuse. Le principal impact
de la fragmentation de 'ADN des spermatozoides concerne les grossesses et les fausses couches,
et non le développement embryonnaire précoce, y compris la fécondation.

3.6.1 Fragmentationd'ADN pendant la spermiogénése

Les lacunes d'’ADN endogenes sont normalement présentes a des stades spécifiques de la
production de sperme chez les rats et les souris, et on pense quelles ont une signification
fonctionnelle (Sakkas et al., 1999). La présence d'espaces est la plus grande lors de la transition
des spermatides ronds aux spermatides ovales dans le testicule et se produit avant l'achevement de
la protamination dans le sperme en maturation chez les rats et les souris (McPherson et Longo,
1992), (Sakkas etal.,1995).

McPherson et Longo (1992, 1993a, b) ont émis I'hypothese que la présence de lacunes dans
IADN du sperme e€jaculé pourrait indiquer une maturation incomplete au cours de la
spermatogenese. lls ont émis I'hypothése que la condensation de la chromatine peut nécessiter une
activité nucléase endogéne pour créer et combler les lacunes qui facilitent la protamination. On
pense que ces lacunes fournissent un moyen de detordre ADN afin qu'il puisse étre réarrangé lors
du déplacement des histones par les protéines et on pense que le méme processus se produit chez
'homme (Marcon et Boissonneault, 2004). L'activité enzymatique impliquée dans la création de
cassures d’ADN dans les spermatozoides n'a été prouvée que pour la topoisomérase Il qui produit
et ligature des fragments double brin (McPherson et Longo, 1993).

3.6.2 Les différentes causes de fragmentation d’ADN spermatique

%+ Apoptose cellulaire

L'apoptose est importante dans la vie des cellules germinales au cours du développeme nt
précoce, elle assure un rapport optimal des cellules de Sertoli aux cellules germinales (Figure
15). Cette régulation est similaire a la différenciation des gonades chez la femme. A lage
adulte, l'apoptose joue également un rble important en éliminant sélectivement diverses
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cellules endommagées. L'apoptose survient le plus souvent au stade pachytene des
spermatogonies, médiée par le systeme Fas/FasL (Suda etal,1993)

(a) {b)

SeneE §

Figure 14 : Le role de Fas pendant la spermatogenése chez I’homme avec les paramétres spermatiques (a)
normaux et (b) anormaux (oligospermiques, asthénospermiques et tératospermique) (Sakkas etal., 1999).

La liaison d'un anticorps anti-Fas agoniste (FasL) a cette molécule de surface tue les
cellules par apoptose (Suda et al., 1993). Il a été démontré chez la souris et le rat que les cellules
de Sertoli normales expriment FasL et signalent la destruction. Cellules germinales Fas-
positives en limitant la taille de la population de cellules germinales au nombre quelles peuvent
supporter (Lee etal., 1997).

Des spermatozoides Fas-positifs peuvent également survenir a la suite de problemes
d'activation de lapoptose médiée par Fas. Ces problemes peuvent étre dus a un manque de
synchronisation entre l'apoptose et la spermatogenése (Sakkas et al., 1999). Dans ce cas, méme
si l'apoptose est initiée, les cellules germinales atteignent la spermiogenése. Ainsi, on pense
que la différenciation des cellules germinales haploides subit une forme restreinte d'apoptose,
conduisant a la fragmentation de 'ADN dans le noyau tout en conservant la capacité de se
differencier en spermatozoides matures fonctionnels.

% Fragmentation de ’ADN spermatique post-testiculaire

Une caractéristique importante qui ressort d'études récentes est que le niveau de
fragmentation de 'ADN dans le sperme éjaculé est généralement plus élevé que dans le sperme
testiculaire (Steele etal.,1995), et dans le sperme du corps et de la téte de I'épididyme, ou se
déroule exactement le processus de formation de la liaison disulfure et que l'induction de la
fragmentation de IADN des spermatozoides pourrait étre dans I'épididyme liée a leur qualité
genomique (Sakkas et al.,2010). C'est-a-dire qu'en plus du mécanisme de tri qu'exercent les
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cellules de Sertoli lors de la spermatogenése, il existerait un autre mécanisme de criblage au
niveau de I'épididyme qui servirait a éliminer les spermatozoides avec un génome défectueux
(Suganuma et al.,2005).

Les dommages potentiels que les spermatozoides peuvent subir lors de leur passage dans
I'épididyme peuvent étre limités en les éliminant avant ce passage (Sakkas et al., 2010).

%+ Stress oxydatif

Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) jouent un role dans la régulation des activités
des genes et des protéines essentielles au fonctionnement des spermatozoides. Le sperme
d'’hommes fertiles contient des antioxydants qui aident a contrdler la quantité de ROS générée.
Lorsque les niveaux de ROS sont élevés, ils peuvent causer des dommages. 30 a 80 % de
linfertilitt masculine est causée par des dommages causés par le stress oxydatif. Le plasma
séminal est riche en antioxydants qui peuvent aider a protéger et a nourrir les spermatozoides.
La membrane plasmique du sperme est riche en acides gras insaturés et est sensible aux
dommages oxydatifs. (Palermo etal., 2014).

Des études récentes ont montré que lexposition de spermatozoides immatures a des
niveaux élevés de ROS peut endommager IADN des spermatozoides matures. Les ROS
peuvent endommager directement ou indirectement ADN des spermatozoides en activant les
caspases et les endonucléases des spermatozoides (Sakkas etal., 2010). A des niveaux élevés,
les ROS sont impliques dans trois sources majeures d'anomalies structurelles de la chromatine
- lactivité topo Il anormale, l'apoptose et la nécrose (Evenson etal., 2002).

Les spermatozoides et les leucocytes de forme anormale sont la principale cause de la
production excessive d'especes réactives de l'oxygéne dans le sperme. La production de ROS
peut étre augmentée de 20 a 50 fois avec des étapes de centrifugation répétées. De plus, la
préparation du sperme pour ART entraine une production incontrblée de ROS lorsque les
spermatozoides sont libérés du plasma séminal, éliminant ainsi les ROS/réductase produites
par la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion. L'enzyme peroxydase catalyse la
conversion du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygéne (Aitken etal., 1992).

% Fragmentation d’ADN induite par Chimiothérapie et radiothérapie

Il est généralement connu que les traitements contre le cancer peuvent entrainer une
réduction de la production de spermatozoides, en raison des effets cytotoxiques de la
chimiothérapie ou de la radiothérapie sur I'épithélium spermatogénése (Morris et al., 2002b).

% Lesendommagements d'ADN induits par les toxines environnementales

Au moins cing types de produits chimiques environnementaux connus pour étre
omniprésents dans l'environnement d'aujourd'hui peuvent étre associés a un stress oxydatif
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dans les spermatozoides ou a des dommages a IADN des spermatozoides (Barratt et al.,
2010).

s Les pesticides

Il'y aeuau moins sept études évaluant l'impact des pesticides sur les dommages a lADN
des spermatozoides au cours des 15 derniéres années, dont quatre faisant état d'une association
positive (Barratt etal., 2010).

s Les phtalates

Les phtalates sont utilisés dans les emballages alimentaires, les soins personnels et les
produits en plastique (Barratt et al., 2010).

Dans un groupe de 379 couples masculins hypofertiles qui se sont présentés dans des
cliniques d'infertilité, les niveaux de deux métabolites spécifiques du phtalate ont été associés
a un pourcentage élevée d'’ADN avec la queue de la comete en utilisant le test neutre de Comete
(utilisée pour mesurer les cassures de brins d’ADN dans les cellules eucaryotes) (Hauser et
al., 2007).

Des études récentes montrent que les spermatozoides immatures, qui sont soumis a des
niveaux éleves de ROS, peuvent induire des dommages a IADN des spermatozoides matures.
Apres spermiation, ces dommages seraient produits lors de la comigration des spermatozoides
matures et immatures des tubules séminiferes vers la queue de I'épididyme (Ollero et al.,
2001). Les ROS peuvent endommager directement ou indirectement I'ADN des
spermatozoides en activant les caspases et les endonucléases des spermatozoides (Sakkas et
Alvarez, 2010).

A des niveaux élevés, les ROS sont impliqués dans les trois sources de structure anormale
de la chromatine : activit¢ topo Il anormale, apoptose et nécrose (Evenson et al., 2002). Les
spermatozoides morphologiquement anormaux (en particulier avec des restes cytoplasmiques)
et les leucocytes sont la principale source de génération excessive de ROS dans le sperme

Au cours des étapes de centrifugation répétées, la production de ROS peut étre augmentée
de 20 a 50 fois. De plus, la préparation de sperme ART peut conduire a une production non
régulée de ROS lorsque les spermatozoides sont séparés du plasma séminal, éliminant ainsi la
protection antioxydante du plasma séminal par la superoxyde dismutase, la catalase et la
peroxydase. Glutathion et réductase (Aitken et Clarkson, 1988).

% Les polychlorobiphényles

Les biphényles polychlorés (PCB) sont un type de polluant organique persistant (Barratt
etal.,, 2010). Les effets des PCB sur lintegrité de IADN du sperme a laide du SCSA (Sperm
Chromatin Structure Assay, voir ci-dessous) ont récemment été démontrés dans des études
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épidémiologiques sur des populations européennes et inuites (Spano et al., 2005) ; (Long et
al, 2007) et sur des pécheurs suédois Rignell-Hydbom etal., 2005).

% Les métaux

Deux études épidémiologiques ont suggéré que les métaux non essentiels peuvent
endommager I'ADN des spermatozoides (Barratt et al., 2010). Les dommages a IADN des
spermatozoides induits par le stress oxydatif ont été corrélés avec le cadmium dans le plasma
séminal chez 56 participants non-fumeurs dans une étude menée en Chine (Xu etal., 2003).

% La pollution atmosphérique

La pollution de lair due a la combustion du charbon a été associée a une fragmentation
accrue de ADN du sperme mesurée par SCSA dans une étude longitudinale de 36 hommes
de la Republique tcheque (Rubes et al., 2005).

(Rubes etal., 2007) prolongent ces observations et abordent I'hypothese selon laquelle les
humains homozygotes dépourvus de glutathion-S-transférase M1 pourraient étre moins
capables de détoxifier les métabolites réactifs des hydrocarbures aromatiques polycycliques
cancérigénes présents dans la pollution de lair et, par consequent, ces hommes seraient plus
susceptibles a linfection malade. Effets de la pollution de lair sur la chromatine des
spermatozoides.

Cancer:
Testicular cancer Leukocytospermin
Leukaenua
Lymphoma
Cisplatin treatment Advanced male age
(=35 years)

SPERM DNAFRAG-
MENTATION

ROS

Lifestvle factors:
Smokmg
Alcohol

Environmental factors:
Pesticides
Chemical substances
High temperature
Radiation

,,f Genetic factors:

Genetic variations in:
o DINA repair pathwavs
o Dretoxification pathways
o Anfioxadant genes
Chromosome stractural abnormalities:
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Robertsoman translocations
o Pericentric nversions
Chromosomal aberranons, Yq mierodeletions

Pathological factors:
Prolonged duration of fever

Varicocele

Male genital tract infection
Testicular torsion
Cryptorchudism
Hypospermatogenssis

Figure 15 : Les facteurs majeurs de fragmentation d’ADN spermatique (Shamsi etal., 2012).
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1 Ciriteres de base dans le choix des articles

Dans le but de répondre a la problématique aborder dans notre thése nous avons d mener une
étude d'analyse de 20 articles traitant les causes sous-jacentes de laugmentation de la production
de ROS et des mécanismes par lesquels le stress oxydatif se développe chez les hommes infertiles.

Ainsi, nous avons di faire nos recherches en ligne, ce qui nécessite d'utiliser des moteurs de
recherche etdes mots-clés associés a notre theme. Le tableau ci-dessous présente la nature de notre
documentation scientifique :

Nature des données
Les Moteurs de recherche Google Scholar.
Le Systéeme National de Documentation en Ligne (SNDL).
Springer Link.
ScienceDirect.

Human Reproduction.

Les mots clé ROS — ADN - Infertilité.
La langue Francais — Anglais.
L'année de publication 2000 — 2020.

Nombre d’article Totales : 35 Articles.

Inclus : 20 Articles.
Exclus : 15 Articles.
Méthode de travaille Visualisation des données en forme d’histogrammes.

Tableau 1 : Présentation de lanature de données utiliser durant la recherche.
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Type de stress oxydatif Nombre d’article

Motilité MDA (Peroxydation 4
lipidique)
Leucocyte 5

(Inflammation)

H202 (ROS) 1

Cypoconversion 2

Références des articles

(Barroso et al., 2000)
(lommiello et al., 2015)
(Elbardisi et al., 2020)
(Bellver et al., 2010)
(Hosen et al., 2015)
(Ajayi etal., 2020)
(Avendano et al., 2012)
(Zribi et al., 2011)

(Pérez-Cerezales et al.,
2009)

(Lemkecher et al., 2005)
(Lobascio et al., 2015)

(Fatima etal., 2020)

Tableau 2 : Répartition des articles analysés et leurs références.
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2 Transition de perméabilité mitochondriale augmente la
production de ROS qui induit la fragmentation de I'ADN dans les
spermatozoides humains

30

Fragmentation de I'ADN du sperme (%)

0 0.5 1 5
lonomycin (uUM)

Figure 16 : mPTP : Les effets de I'ouverture de mPTP sur la fragmentation de I’ADN dans des
spermatozoides humains (Treulen etal., 2015).

% Interprétation :

Les effets de louverture de mPTP (Mitochondrial permeability transition pore) sur la
fragmentation de IADN dans des spermatozoides humains incubés a 378°C pendant 2 heures
avec 0,5, 1ou 5 M d'ionomycine ou non traités comme contrble ont été examinés. Les valeurs
représentent la moyenne + SD de cing expériences distinctes. (P <0,001 par rapport aux
témoins non traités.)

%+ Discussion:

Le stress oxydatif est une cause majeure d'infertilitt chez les hommes, comme en
témoignent laugmentation de la fonction des spermatozoides et la fragmentation de ADN
(Aitken et al., 2012). En plus de la production exogene de ROS par infiltration leucocytaire
(Aitken et West, 1990) ; (Aitken etal., 1992), les spermatozoides sont une source de ROS
endogénes de deux maniéres : via le systtme NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate® oxydase représentent la membrane plasmique et dans les mitochondries via le
systeme NADH oxydoréductase (Aitken etal., 1992) ; Gavella et Lipovac, 1992) ; (Agarwal
etal., 2003).
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Il a également été suggéré que les spermatozoides produisent des ROS excessifs lorsqu'ils
résultent d'une spermatogenese défectueuse, entrainant une rétention excessive de cytoplasme
(Zini etal., 1993) ; (Gomez etal., 1996). Cependant, la production de ROS par MPT dans le
sperme humain et ses effets sur le DCm (Mitochondrial membrane potential) et la
fragmentation de 'ADN sont inconnus. Bien que le virus de 'hépatite B ait été signalé comme
inducteur dans louverture des spermatozoides mPTP (Huang et al., 2013), la présente étude
est la premiere qui asignalé une augmentation du calcium dans le MPT et aanalyser ses effets
sur la production de DCm, les ROS et la fragmentation de 'ADN chez les gamétes males
humains.

3 Statut de stress oxydatif et fragmentation de I'ADN du sperme
chez les hommes fertiles et infertiles

Hommes Fertiles (n = 105)

12.00-10.00 14.00 - 12.00 16.00 - 14.00 18.00 - 16.00 20.00 - 18.00 22.00 - 20.00
Fragmentation de |'ADN

MDA (nmol/ml)
= N w Sy [0, [e)]

o

Figure 17 : Corrélations de Spearman entre la fragmentation de I'"ADN du sperme chez les hommes fertiles
(Dorostghoal et al., 2017).
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Hommes Infertiles (n=112)
5.4
5.3
5.2
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Fragmentation de |'ADN
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Figure 18 : Corrélations de Spearman entre la fragmentation de I'ADN du sperme chez les hommes infertiles
(Dorostghoal et al., 2017).

% Interprétation :

La corrélation de Spearman entre la fragmentation de 'ADN du sperme, et les niveaux de
malondialdéhyde (MDA) dans le plasma seminal chez les hommes fertiles (n = 105) (a—c) et
infertiles (n =112) (d-).

+» Discussion:

L'étude a également montré que la fragmentation de 'ADN des spermatozoides est corrélée
positivement avec la peroxydation lipidique et négativement avec SOD (Superoxydes
dismutase) et GPx (Glutathion peroxydase) taux dans le plasma seminal. Dans de nombreuses
études, des fragments d'ADN supérieurs ont été démontrées chez les hommes avec des ROS
élevés et un faible taux d'antioxydants capacité dans le plasma séminal (Aktan etal., 2013) ;
(Khosravi et al., 2014) ; (Shamsi et al., 2009), qui indiquent clairement lassociation entre
dommages a IADN des spermatozoides.

Il a été révelé qu'il y a des niveaux significativement plus élevés de spermatozoides avec
de TADN fragmenté chez les hommes infertiles que chez les témoins fertiles. Le nouveau
marqueur de la qualit¢ du sperme qui est impliqué dans la mauvaise fonction des
spermatozoides et I'hypofertilité (Agarwal etal., 2003) et les taux de conception naturelle plus
faibles est la fragmentation de 'ADN des spermatozoides (Evenson & Wixon, 2008).

Taux plus élevés de perte de grossesse apres les traitements de FIV et de FIV-ICSI (Zini
& Libman, 2006Y) ; (Zini & Sigman, 2009) et la morbidité des descendants (Aitken et al.,
2009). (Sergerie et al., 2005), et Zhang et al. (2010) ont montré que les dommages a lADN
des spermatozoides étaient significativement plus élevés chez les patients infertiles que chez
les hommes fertiles.
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(Hossen et al.,, 2015) ont rapporté que les males stériles avaient des niveaux
significativement plus élevés de plasma séminal 8-hydroxy-2y-désoxyguanosine (8-OHdG)
comme biomarqueur des dommages a IADN que les males fertiles. Les males
oligozoospermiques, asthénozoospermiques et tératozoospermiques ont montré une
augmentation significative du nombre de spermatozoides avec de I'ADN fragmenté par rapport
aux témoins (Khosravi et al., 2014) ; (Shamsi et al., 2009).

De plus, des niveaux significativement plus élevés de fragmentation de TADN ont été
trouvés dans le sperme de patients atteints d'asthénozoospermie par rapport aux hommes ayant
une motilit¢ normale des spermatozoides (Benchaib etal., 2003).

Les hommes avec des spermatozoides normaux présentent des niveaux de fragmentation
de IADN inférieurs a ceux des hommes avec des spermatozoides anormaux (Evgeni et al.,
2015)

4 Analyse de la fragmentation de I'ADN, de la translocation
membranaire plasmique de la phosphatidylsérine et du stress
oxydatif chez les spermatozoides humains

5000

4000

3000
2000
1000 I
0
5 10 15 20 25 30

Fragmentation de I'ADN

Niveau ROS (cpm)

Figure 19 : Coefficient de corrélation de Pearson entre le pourcentage de fragmentation de I'ADN (Barroso et
al., 2000).

% Interprétation :

Coefficient de corrélation de Pearson entre le % de fragmentation de TADN (évalué par le
marquage d’UDP (2'-Deoxyuridine-5'-triphosphate) a l'extrémité de I'encoche médié par la
désoxynucléotidyl transférase ADN-terminale) et la génération d'espéces réactives de
loxygéne (ROS) (niveau A, c.p.m.) (r 0,43, P =0,02).
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++ Discussion:

Les résultats obtenus avec la méthode TUNEL ont montré de faibles niveaux de dommages
a lADN (moyenne 1%) dans les fractions de sperme purifiees avec une motilité plus élevée
(considérées comme des cellules fonctionnellement compétentes). Ce nombre se situait dans
les fractions a faible motilité (moyenne de 11 %) connues pour contenir des spermatozoides
défectueux. Le test TUNEL détecte les cassures de brins d'ADN.

La terminal désoxynucléotidyl transférase est capable de marquer les extrémités émoussées
des cassures d’ADN double brin indépendamment d'une matrice. La méthode TUNEL est
considérée comme plus sensible et plus spécifique pour la détection de l'apoptose que la
traduction in situ (qui utilise 'ADN polymérase et dépend de la matrice), mais les deux tests
peuvent étre combinés lorsqu'on essaie de differencier l'apoptose de la nécrose (Gold et al.
1994). Cependant, une comparaison favorable de ces techniques lors de lexamen de
spermatozoides humains a été rapportée (Manicardi et al., 1998). Néanmoins, méme la
détection d'ADN fragmenté (test TUNEL) peut ne pas permettre de distinguer l'apoptose, la
necrose et la mort cellulaire autolytique (Grasl Kraupp etal., 1995) ; (Charriaut-Marlang ue
et Ben-Ari, 1995). Des études ultrastructurales peuvent étre nécessaires pour établir
définitivement un diagnostic spécifique d'apoptose (Baccetti et al., 1996).

Intérét de I'étude de I'oxydation de I'ADN des spermatozoides par
marquage de la 8-oxo-guanine en cyrtométrie en flux chez
I'hnomme infertile

Evenements
(9]
o

A B C
FITC

Figure 20 : Profils du marquage de la 8-oxo-guanine obtenus par cyrtométrie en flux chez les deux
populations témoins et patient (Chakroun et al., 2008).
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% Interprétation :

Profils du marquage de la 8-oxo-guanine obtenus par cyrtométrie en flux chez les deux
témoins et chez un patient :

o A profil dutémoin négatif ayant un sperme normal etun taux de spermatozoide a
ADN oxydé < 1% ;

o B : profil du témoin positif (exposition in vitro a I'H202) avec un taux de
spermatozoides a ADN endommagé > 95% ;

o C:profil d'un patient infertile avec un taux d’ADN endommagé = 25%.
¢+ Discussion:
Cette étude amontré une relation entre les leucocytes du sperme et les dommages oxydatifs
de 'ADN spermatique, malgre le petit nombre d'échantillons de sperme d'’hommes infertiles.
Ces résultats refletent leffet direct des produits ROS par les leucocytes sur la structure de

I'ADN des spermatozoides et, probablement, sur leur fertilité. lls confirment les résultats de
I'étude publiée par (Moskovtsev etal., 2007) et Celles de (Erenpreiss etal., 2002).

6 Leucospermie, stress oxydatif et fertilitt masculine : certitudes et
hypothéses
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Figure 21 : La fragmentation de I'ADN dans spermatozoides normaux et anormaux (Lemkecher et al., 2005).

% Interprétation :

La fragmentation de IADN a été étudiée dans un échantillon de 187 spermatozoides par
coloration a lorange d'acridine. Une fragmentation a été observée dans 18 % des
spermatozoides normaux et 36 % des spermatozoides anormaux.

36




Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

%+ Discussion:

La leucospermie n'affecte pas la fragmentation des spermatozoides normaux, elle aggrave
significativement celle des spermatozoides OAT (Oligoasthenoteratozoospermia) de 50%. De
méme, une corrélation a été montrée entre les dommages a ADN et la concentration de
leucocytes dans les spermatozoides.
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Figure 22 : Etude sur la corrélation de I'apoptose a la production de ROS chez les patients infertiles.
% Interprétation :

Dans une étude portant sur 31 patients infertiles et 19 donneurs, le groupe (Agarwal, 2008)
a étudié l'apoptose avec le test d'annexine V, la dégradation de IADN avec le marquage a
l'acridine orange et la production de ROS avec la chimiluminescence. lls ont montré que
I'apoptose était significativement corrélée a la production de ROS chez les patients infertiles (r
=0,53; 95 % IC [0,19-0,86]) et que les Tl'altération a ADN sont principalement associés au
stress oxydatif et de maniére insignifiante a lapoptose elle-méme.

+ Discussion:

Cette étude a été confirmée par deux études, dont l'une était associée a une augmentation
des modifications des spermatozoides liees aux ROS et une augmentation du cytochrome c et
de la caspase-9 et 3 analysées par Western blot (Lemkecher et al., 2005).
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Dommages a I'’ADN des spermatozoides induits par le stress
oxydatif
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Figure 23 : Différents niveaux de MDA dans le plasma de sperme (Hosen etal., 2015).
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Figure 24 : Différents niveaux de 8-OHdG dans le plasma de sperme (Hosen et al., 2015).
% Interprétation :

Le test des échantillons indépendants a été utilisé pour déterminer si les résultats étaient
significatifs. P <0,05 était considéré comme significatif. Les données ont été présentées sous
forme de moyenne =+ écart-type pour le MDA. (Les niveaux évalués concernent les
spermatozoides chez les hommes fertiles et infertiles).
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++ Discussion:

Une production excessive de ROS peut entrainer des ruptures de brins d'ADN, une
réticulation de IADN et des réarrangements chromosomiques. Les dommages a IADN des
spermatozoides sont étroitement associés a linfertilité masculine et le 8-OHAG (8-
Hydroxyguanosine) est un marqueur sensible des dommages oxydatifs a ADN. Certains
chercheurs ont signalé des niveaux plus élevés de dommages a IADN chez les sujets infertiles
que chez les hommes fertiles en bonne santé. Tandis que (Aksoy et al., 2000), des niveaux
plus élevés de 8-OHAG ont été montrés dans le sperme d'éjaculat d’hommes infertiles.

8 Stress oxydatif de I'éjaculat est lié a la fragmentation de I'ADN du
sperme et aux cellules rondes
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Figure 25 : Statistiques récapitulatives de laconcentration de DFI (lommiello etal., 2015).
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Figure 26 : Statistiques récapitulatives de laconcentration de cellules rondes liées au niveau d'OS (lommiello
etal., 2015).
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% Interprétation :

Statistiques récapitulatives de la concentration de DFI (Indice de fragmentation d’ADN) et
de cellules rondes liées au niveau d'OS (Oxidative stress). Les données sont exprimées sous
forme de médianes (intervalle interquartile). Le test de somme des rangs de Wilcoxon (Mann-
Whitney) a deux échantillons a été utilisé pour l'analyse statistique. Les valeurs P représentent
une comparaison statistique entre la médiane du groupe LOS (Low Oxidative stress) et HOS
(High Oxidative stress)

+»» Discussion:

Une médiane DFI de 16,345 % (4,99-45,07). L'analyse de régression linéaire montre une
relation statistiquement significative entre le DFI et le niveau de OS avec une valeur de
coefficient de corrélation de 3,76 (IC 2495 % : 0,52 ; 6,99).

En évaluant la concentration de cellules rondes dans les échantillons de sperme, nous avons
observé des niveaux élevés d'OS en présence d'une concentration élevée de ce type de cellules
suggérant une forte corrélation entre la concentration de cellules rondes > 1,5 x 106 /mL dans
le sperme et des niveaux élevés d'OS (P = 0,0084) ; cela confirme que les ROS dans l'éjaculat
humain proviennent principalement des leucocytes. La concentration médiane de cellules
rondes dans le groupe de sperme HOS est de 0,8 x 106 /mL (0,1-3,3) contre 0,3 x 106 /mL
(0,1-2,5) dans le groupe LOS.

OS a été identifie comme [lune des principales causes de linfertilitt masculine en
provoquant un dysfonctionnement des spermatozoides. L'OS est un état lié a laugmentation
des dommages cellulaires déclenchés par l'oxygene et les radicaux libres dérivés de l'oxygéne
connus sous le nom de ROS (Agarwal etal., 2014).
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9 Dommages a I'ADN des spermatozoides induits par la codéine sont
principalement dus au stress oxydatif plutot qu'a I'apoptose
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Figure 27 : Une analyse de régression multivariée entre les dommages oxydatifs de I'"ADN et I'apoptose (Ajayi
et al., 2020).

¢ Interprétation :

Une analyse de regression multivariée a été utilisee pour évaluer lassociation entre les
dommages oxydatifs de IADN et l'apoptose, ainsi que la fragmentation de ADN du sperme.
o B :coefficient de régression non standardisé ;

o  SE :erreur standard pour le coefficient de régression non standardisé ;

Beta (B) : coefficient de régression standardisé ;

e}

o T:statistiquedutestt;

o P :valeur de probabilité.
% Discussion:

Une forte corrélation négative a été observée entre la qualité¢ du sperme et les dommages
oxydatifs des spermatozoides et I'apoptose médiée par la caspase 3. Cette corrélation suggere
que la mauvaise qualité du sperme et laugmentation de la fragmentation de 'ADN du sperme
apres l'administration de codéine sont dues a des dommages oxydatifs et a l'apoptose.
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Figure 28 : Mécanisme proposé de I'effet de la codéine sur les spermatozoides (Ajay et al., 2020).
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10 Valeur prédictive du test de stress oxydatif du sperme pour la
fragmentation de I'ADN du sperme évaluée par le test de
dispersion de la chromatine du sperme
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Figure 29 : Les nivaux de fragmentation de I'ADN du sperme (SDF) et du potentiel d'oxydo-réduction
(ORP) dans les cohorts (Elbardisi etal., 2020).

% Interprétation :

Les niveaux de fragmentation de 'ADN du sperme (SDF) etdu potentiel d'oxydo-réduction
(ORP) dans les cohortes. Les données sont représentées sous forme de moyennes + SD et de
valeurs médianes (intervalle interquartile).

+* Discussion:

Etant donné que le stress oxydatif a un impact sévére sur lintégrité de IADN du sperme,
des recherches ont été menées sur l'utilisation de TORP comme prédicteur du SDF. Cette étude
rapporte que bien que les niveaux d'ORP soient significativement corrélés avec un SDF élevé,
I'ORP ne peut prédire un SDF anormal qu'a une puissance relativement faible.
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11 Une comparaison entre deux tests pour mesurer le stress oxydatif
séminal et leur relation avec la fragmentation de I'ADN du sperme
et les parametres du sperme
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Figure 30 : Corrélation entre le stress oxydatif, I'intégrité génétique du sperme et les parametres du sperme
for ROS (Homa etal., 2019).
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Figure 31 : Corrélation entre le stress oxydatif, 1'intégrité génétique du sperme et les parametres du sperme
for DFI (Homa et al., 2019).

% Interprétation :

Le stress oxydatif se manifeste par une mauvaise qualité des semences. En utilisant deux
méthodes differentes de mesure de la OS, les résultats ont montré une relation négative
significative entre la OS et la motilité totale, la motilit¢ progressive, le nombre total de
spermatozoides mobiles, la vitalité et la morphologie, ce qui suggere que la mesure de la SORP
peut étre un marqueur plus sensible du stress oxydatif que ROS. Une corrélation négative plus
forte et hautement significative a été observée entre le DFI et les parametres du sperme.
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++ Discussion:

Bien que les niveaux d'HDS (High DNA satiability) ne soient pas corrélés a la vitalité, ils
sont corrélés négativement avec tous les autres parameétres du sperme. La corrélation entre
HDS et morphologie était la plus forte et tres significative (R2 =-0,48848, p =0 <0,0001). Il
y avait également une corrélation négative trés significative entre TORP et la morphologie (R2
=-0,22642, p = <0.0001), méme si la corrélation n'était pas aussi forte quentre 'HDS et la
morphologie. Les leucocytes polymorpho nucléaires sont connus pour produire des niveaux
élevés de ROS, mais la présence de PMN dans le sperme n'était pas corrélée avec les marqueurs

classiques des dommages oxydatifs des spermatozoides, y compris la motilité, la motilité et les
dommages au sperme.

12 Relation entre la fragmentation de I'ADN du sperme, les radicaux
libres et la capacité antioxydante avec la perte de grossesse répétée
idiopathique
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Figure 32 : La moyenne + SD de lafragmentation de I'ADN du sperme mesurée par TUNEL chez les patients
RSA et les hommes fertiles comme groupe témoin (Kamkar et al., 2018).

100
80
60

40

Moyenne ROS

20

0 ]

Le controle RSA

Figure 33 : Moyenne £ SD des radicaux libres avec luminescence chez les patients RSA et les hommes fertiles
comme groupe témoin (Kamkar et al., 2018).
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% Interprétation :

Dans la présente étude, une différence significative a été observée entre les spermatozoides
présentant des dommages a ADN mesurés avec SCSA dans le groupe experimental par
rapport au groupe témoin. Il y avait une augmentation significative du pourcentage de
fragmentation de TADN chez les males RPL par rapport aux témoins fertiles.

(Coughlan et al., 2015) n’ont trouvé aucune différence significative entre la RPL et la
fragmentation de 'ADN chez les méles RPL et les témoins fertiles en utilisant les méthodes
TUNEL et SCD. Les résultats pourraient étre dus ala petite population témoin (N = 7) puisque
les paramétres du sperme n'‘ont pas montré de difference significative entre les groupes étudies.
De méme, (Bellver et al., 2010) qui ont qui a mesuré lindice de fragmentation de 'ADN des
spermatozoides par SCD, est arrivé aux mémes résultats que cette derniére étude.

Cependant, (Khadem etal., 2014) utilisant également la méthode SCD, a rapporté qu'il y
avait une corrélation négative entre le nombre de spermatozoides en mouvement progressif et
le SDF, démontrant des niveaux significativement plus élevés de SDF dans le groupe RPL par
rapport au groupe temoin.

Notamment, (Robinson et al., 2012) a utilisé le test des cometes pour mesurer le DFI du
sperme avec des résultats similaires aux ndtres, montrant une pertinence significative. De plus,
(Halim etal., 2016) a montré des résultats comparables en utilisant le kit Halosperm.
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13 Microdélétions du chromosome Y, fragmentation de I'ADN des
spermatozoides et stress oxydatif des spermatozoides comme
causes d'avortement spontané récurrent d'étiologie inconnue
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Figure 34 : Analyse de la courbe ROC de lavaleur prédictive de la fragmentation et de I'oxydation de I'ADN
du sperme pour préwir le RSA en tenant compte des hommes avec des parametres de sperme normaux
(Bellwer etal., 2010).
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Figure 35 : nalyse de la courbe ROC de la valeur prédictive de lafragmentation et de I'oxydation de I'ADN
du sperme pour préwir le RSA (Bellwer et al., 2010).

% Interprétation :

Des niveaux similaires d'oxydation de 'ADN ont été trouvés en termes de pourcentage de
cellules avec de IADN oxydé et de l'intensité moyenne de l'oxydation. Seul le pourcentage de
cellules oxydatives a montré une légére capacité a prédire adéquatement lapparition du RSA,
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bien que cette capacité prédictive ne semble pas suffisante pour une mise en ceuvre comme
outil de diagnostic (l'aire optimale sous la courbe devrait étre de 0,8).

+»» Discussion:

Les résultats étaient des échantillons de sperme normaux ou légérement endommagés du
groupe RSA etune fragmentation de 'ADN significativement plus élevée dans le méme groupe
que les témoins provenant de donneurs fertiles. Cependant, lorsque nous avons évalué la valeur
prédictive clinique de ce résultat a laide de la courbe ROC, il n'est pas apparu en raison de
valeurs qui se chevauchent entre les deux groupes d’hommes. Les résultats sont les mémes
lorsque l'on considére les hommes oligozopémiques dans la courbe ROC et lanalyse de
I'exhaustivitt de I'ADN du sperme comme outil prédictif, malgré [lapparition d'une
fragmentation accrue de IADN dans le sperme des hommes avec un inexpliqué. La valeur
clnique d’est négligeable. De méme, un rdle causal de la fragmentation de TADN dans RSA
(Recurrent spontaneous abortion) ne peut étre démontré.

La fragmentation de I'ADN était significativement plus élevée dans le groupe RSA que
chez les donneurs de fertilit¢ connus et la population générale des hommes. Par conséquent, il
s'agit de la premiere étude a évaluer le stress oxydatif des spermatozoides associé au RSA
idiopathique.
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14 Développement du test NBT comme marqueur du stress oxydatif
du sperme
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Figure 36 : Analyse de régressionlinéaire illustrant la relation entre la production de ROS, la motilité des
spermatozoides, apoptose précoce (coloration a l'annexine V) et la fragmentation de I'ADN des
spermatozoides (dosage TUNEL) (Tunc et al., 2010).

% Interprétation :

Analyse de régression linéaire illustrant la relation entre la production d'espéces réactives
de l'oxygéne (ROS) (Ig Formazan /107 spermatozoides) et la motilit¢ des spermatozoides (A),
l'apoptose précoce (coloration a lannexine V) (B) et la fragmentation de I'ADN des
spermatozoides (dosage TUNEL) (C) entre les groupes fertiles et infertiles réunis. Les
corrélations de régression de Spearman et les valeurs de p ont été enregistrées pour chaque
observation.

+» Discussion:

A notre connaissance, cette étude est la premiére a établir un lien entre la production
d'especes réactives de l'oxygéne alaide du test NBT (Nitro blue tetrazolium) et des marqueurs
de la qualitt du sperme tels que la fragmentation et la motilité de 'ADN du sperme. La
production de Formazan était significativement corrélée a une diminution de la motilité des
spermatozoides. Ce résultat est cohérent avec des études antérieures montrant que la
production de ROS du sperme quantifié¢e par des techniques de chimioluminescence est
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corrélée négativement avec la motilité des spermatozoides (Aitken, 1989) ; (Whittington &
Ford, 1998). Il est possible quune production accrue de ROS altere la motilité des
spermatozoides par deux mécanismes differents : Premierement, les ROS stimulent F'oxydation
membranaire des spermatozoides, réduisant leur flexibilité et la motilite de leur queue. Les
membranes des spermatozoides sont vulnérables a ce type de dommages car elles contiennent
beaucoup d'acides gras insaturés. Deuxiemement, il faut une nouvelle approche pour résoudre
ce probleme.

Il'y a eu une corrélation positive significative entre la production de Formazan et
laugmentation de la fragmentation de 'ADN des spermatozoides, ce qui correspond a la
capacité bien établie des ROS a endommager I'ADN des spermatozoides. Les radicaux libres
peuvent induire la fragmentation de 'ADN des spermatozoides par deux mécanismes.
Premierement, les ROS peuvent attaquer directement les bases puriques et pyrimidiques, ainsi
que le squelette d'ADN désoxyribose des spermatozoides. Deuxiemement, les dommages
causés par les radicaux libres déclenchent la fragmentation par endonucléase apoptotique de
IADN du sperme (Moustafa et al.,, 2004). 1l a été rapporte que les hommes infertiles
produisant des niveaux élevés de ROS présentent des niveaux significativement plus élevés
d'apoptose précoce des spermatozoides (annexine V +, PI-) par rapport aux hommes infertiles
avec de faibles niveaux de production de ROS.

Etant donné que la production de Formazan était fortement corrélée a l'apoptose précoce
dans cette etude, il est probable que laugmentation observee de la fragmentation de TADN des
spermatozoides observée sous un stress oxydatif accru soit le résultat net de l'attaque des ROS
et du clivage apoptotique de IADN par I'endonucléase.

15 Implication des leucocytes séminaux, des especes réactives de

I'oxygéne et du potentiel de la membrane mitochondriale des
spermatozoides dans les dommages a I'ADN des spermatozoides
humains

(Lobascio etal., 2015)
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Figure 37 : Analyses de corrélation entre la concentration de leucocytes, la motilité des spermatozoides, la
concentration, les ROS séminales et le nombre de spermatozoides présentant une fragmentation de I'ADN
(Lobascio et al., 2015).

% Interprétation :

La mesure des espéces réactives de loxygene (ROS) produisant des leucocytes dans le
sperme a été un élément standard de lanalyse du sperme, mais sa Véritable signification reste
encore inconnue. Dans cette étude, nous avons corrélé le nombre de leucocytes séminaux a
divers paramétres du sperme. Nous avons trouvé une corrélation négative entre le nombre de
leucocytes et la concentration de spermatozoides (rs = 0,22 ; p =0,01) et la motilit¢ (rs = 0,20
; p = 0,02). En revanche, une corrélation positive entre le nombre de leucocytes et les deux
ROS séminales (rs = 0,70, p < 0,001 ; n = 125) et le nombre de spermatozoides avec
fragmentation de TADN (rs = 0,43, p = 0,032 ; n = 25) a été trouvé.

Cependant, seule une tendance de corrélation positive entre les ROS et le nombre de
spermatozoides avec fragmentation de 'ADN détectée par TUNEL a été observée. De plus,
cette derniere n'était pas corrélée a la perte de potentiel de membrane mitochondriale des
spermatozoides (10 % vs 35 %, rs = 0,25, p = 0,08 ; n = 50).

Dans lensemble, ces résultats indiquent que la présence d'un grand nombre de leucocytes
dans le sperme affecte négativement les facteurs clés du sperme, tels que la concentration et la
motilité des spermatozoides, associés aux cas d'infertilité. De plus, ces résultats indiquent que
les leucocytes sont la principale source de ROS et la raison de la fragmentation de 'ADN des
spermatozoides. Cependant, I'absence de corrélation claire entre les ROS et la fragmentation
de IADN des spermatozoides, ainsi que les dommages alADN des spermatozoides et la perte
de MMP, suggére que les ROS produits par les leucocytes ne sont peut-étre pas la seule cause
des dommages a IADN dans les spermatozoides et que les voies d'apoptose intrinséques
dépendantes des mitochondries peuvent ne pas affecter de maniére significative la
fragmentation de TADN du sperme.
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16 Fragmentation et I'oxydation de I'ADN du sperme sont
indépendantes du malondialdéhyde
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Figure 38 : Statistiques récapitulatives des paramétres du sperme dans la population étudiée (n =55) (Zribi et
al., 2011).

* Grade du mouvement des spermatozoides selon les criteres de I'OMS : la plage esten rouge.
¢+ Discussion:

Nombreuses études se sont concentrées sur la relation entre les dommages a IADN du
sperme et les parametres standard du sperme (Lopes etal., 1998), (Sergerie etal., 2005), mais
peu ont cherché des indices sur son origine (Santiso etal., 2010), (Aitken etal., 2010). Notre
étude était un test TUNEL OxyDNA de cytométrie en flux combiné a un test MDA pour étudier
le réle du stress oxydatif dans la génération de dommages a IADN du sperme.

En ce qui concerne la relation entre les dommages a 'ADN du sperme et la qualité¢ du
sperme, nous avons constaté que la fragmentation de ADN était plus élevée chez les patients
atteints d'asthénozoospermie que chez ceux sans asthénozoospermie. La forte prévalence de la
fragmentation de IADN dans les échantillons de graines dysspermiques par rapport aux
échantillons normospermiques a déja été rapportée (Lopes et al., 1998), (Sergerie et al.,
2005), (Mehdi et al., 2009).

La fragmentation de 'ADN du sperme était également corrélée a certains parametres du
sperme selon d'autres études (Aitken et al., 2010) (Said et al., 2005). Cependant, concernant
loxydation de I'ADN, nous n'avons trouvé aucune différence significative entre les deux
groupes d'étude ; Les taux de 8-oxoguanine étaient corrélés ala concentration de leucocytes et
a lune des anomalies morphologiques des spermatozoides (fracture du cou). Ces résultats sont
cohérents avec certains rapports (Nakamura et al., 2002), mais en désaccord avec d'autres
(Mesegueret al.,2008), (Shen et al., 2000), (Hwang et al., 2008) ; cette contradiction peut
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étre due al'utilisation de differentes méthodes qui manquent de standardisation et de validation
dans différents groupes de sujets (Sharma etal., 2010).

En plus d'évaluer la fragmentation et loxydation de 'ADN du sperme, nous avons
également utilisé le dosage du malondialdéhyde (MDA) pour mesurer la peroxydation des
lipides dans le sperme.

17 Effet du statut redox séminal sur la peroxydation lipidique,
I'apoptose et la fragmentation de I'ADN dans les spermatozoides
d’hommes saoudiens infertiles
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Figure 39 : Comparaison des niveaux d'espéces réactives de I'oxygene séminal (ROS) entre les groupes fertiles
normozoosper miques (témoin) et asthénozoospermiques (AST) et oligoasthénotérotozoospermies (OAT)
(Fatima etal., 2020).
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Figure 40 : Comparaison de I'activité de lacaspase-3 dans les lysats de spermatozoides issus des groupes
fertiles normozoospermiques (témoins) et asthénozoospermiques (AST) et oligoasthénoteratozoos per mies
(OAT) (Fatima etal., 2020).
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Figure 41 : Fragmentation de I'ADN dans le sperme humain déterminée par le test TUNEL (Fatima et al.,
2020).

% Interprétation :

Parmi tous les groupes étudiés, une relation a été trouvée entre le TAS (Total antioxidant
status) séminal, le ROS séminal, les marqueurs de stress oxydatif du sperme, la fragmentation
de IADN et les parametres conventionnels du sperme. Dans le plasma séminal, les niveaux
accrus de ROS étaient corréles négativement (r =-0,51, p <0,001) avec la TAS. Les niveaux
de ROS des graines ont montré une forte corrélation positive avec les niveaux de 4-HNE (4-
hydroxynonenal) (r=0,46, p<0,001), r=0,53, p<0.001) et les niveaux de fragmentation de
I'ADN (r=0,48, p<0,001) (Fatima et al., 2020).

La diminution observée des valeurs séminales de TAS chez les hommes infertiles était
inversement associée a une augmentation de l'activité de la caspase-3 (r = -0,22, p = 0,028),
4HNE (r = -0,36, p = 0,002) et de la fragmentation de IADN (r = - 0,39, p = 0,028). <0,001)
De plus, les niveaux de ROS des spermatozoides ont montré une corrélation négative
significativement forte avec la concentration totale de spermatozoides (r = -0,38, p = 0,003).
Des corrélations négatives fortes similaires ont été observées parmi les populations étudiées
pour la motilité totale des spermatozoides (r=-0,56, p <0,001) et la morphologie normale des
spermatozoides (r=-0,61, p =0,001).

L'augmentation de la fragmentation de IADN et de l'activité de la caspase-3 a également
montré une forte association négative avec une diminution de la motilité¢ des spermatozoides
(r =-0,58, p <0,001 ; r =-0,51, p <0,001, respectivement) et une morphologie normale des
spermatozoides (r =-0,48,p <0,001 ;r=-0,56,p <0.001) pour tous les groupes étudiés De
plus, la diminution de la concentration de spermatozoides n'a montré aucune association
significative avec la fragmentation de IADN et l'activité de la caspase-3.

Nous avons également analysé les corrélations entre les niveaux de 4-HNE et les
parametres du sperme. Une corrélation négative significative a été observée entre les niveaux
de 4-HNE, la motilité totale des spermatozoides (r=-0,62, p<0,001) et la morphologie normale
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des spermatozoides (r=-0,53, p<0,001). Il y avait une relation inverse entre la concentration de

sperme

et le niveau de 4-HNE parmi la population étudiée (r =-0,37,p = 0,004). De plus, les

niveaux de 4-HNE dans le sperme étaient positivement associés au pourcentage de dommages
a IADN (r=0,52, p<0,001) et a l'activit¢ de la caspase-3 (r=0,48, p<0.001) (Fatima et al.,

2020).

18 Dommages a I'’ADN du sperme humain induits par la
cryoconservation sont principalement médiés par le stress
oxydatif plutdt que par I'apoptose
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Figure 42 :
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% Interprétation :

La

comparaison du pourcentage de fragmentation de 'ADN du sperme, des dommages

oxydatifs des bases et de l'activation de la caspase dans les spermatozoides avant et apres la
cryoconservation.
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o Relation entre la fragmentation de I’ADN, la 8-Hydroxyguanosine et
I'activation de la caspase dans le sperme frais :

Avant la séparation, une forte corrélation positive aété trouvée entre le pourcentage
de fragmentation de I'ADN du sperme et le pourcentage de 80HdIG (8-
Hydroxyguanosine). La méme corrélation a été trouvée entre ces deux parametres
dans la fraction a haute densit¢ (r 14 0,568, P 0,01). Une corrélation trés positive a
également été trouvée entre le pourcentage de fragmentation de 'ADN du sperme
et le pourcentage de cellules caspase-positives dans les échantillons séparés (r =
0,711, P =0,001). Le pourcentage moyen de fragmentation de 'ADN du sperme et
le pourcentage moyen de 80OHdG étaient plus élevés chez les patients dont l'analyse
du sperme est anormale (7,4 contre 12,4 %, P = 0,01 et 15,2 contre 25,2 %,
respectivement, P =0,001).

o Effet de la cryoconservation sur la fragmentation de I'’ADN du sperme, les
cellules 8OHAG et caspase positives :

La cryoconservation a provogué une augmentation significative du pourcentage de
fragmentation de 'ADN du sperme, du pourcentage de 80OHdG et du pourcentage
de cellules caspase-positives (Figure 39 et 40). La séparation a laide de DGC n'a
pas pu réduire ces augmentations par la suite, sans différences significatives entre
les paires post-dégel separées et non séparées.

o Relation entre la fragmentation de I'ADN du sperme, 8OHdG et les cellules
positives a la caspase apres cryoconservation :

Le pourcentage de fragmentation de 'ADN du sperme s'est avéré positive ment
associé au pourcentage de 80OHdG apres cryoconservation et separation a laide de
DGC. L'association entre ces deux paramétres n'a pas atteint la signification dans
les échantillons non divisés (r = 0,414, P = 0,07).

Le degré d'augmentation du pourcentage de fragmentation de ADN du sperme et
du pourcentage de 80OHIG était également positivement corrélé dans les
échantillons non fractionnés (r = 0,486, P = 0,05) et fractionnés (r = 0,656, P =
0,05).

Une corrélation négative a eté identifiée entre le pourcentage de cellules positives
a la caspase et le pourcentage de fragmentation de IADN du sperme dans les
échantillons non fractionnés uniquement (r ¥ 2 0,455, P = 0,05).

56




Chapitre 2 : Matériels et Méthodes

19 Utilisation d'ordinateurs portables connectés a Internet via Wi-Fi
diminue la motilité des spermatozoides humains et augmente la
fragmentation de I'ADN des spermatozoides
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Figure 44 : Exposition a un ordinateur portable et fragmentation de I'ADN du sperme humain (Awvendano et
al., 2012).

% Interprétation :

L'exposition des ordinateurs portables aux radiations a été liée a la fragmentation de TADN
du sperme humain. Les suspensions de sperme ont été incubées sous un ordinateur portable
connecté a Internet par Wi-Fi pendant quatre heures a 25 degrés Celsius. Des échantillons du
méme type ont été placés hors de portée d'autres ordinateurs ou appareils électroniques, dans
une piece séparée. La fragmentation de IADN du sperme a augmenté aprés 4 h d'exposition a
l'ordinateur portable. Dans le groupe test, 8,6 % a 6,6 % des cellules étaient fragmentées, tandis
que seulement 3,3 % a 6,0 % dans le groupe témoin présentaient une fragmentation de TADN
(* P <0,01). Un graphique des réponses individuelles de fragmentation de TADN du sperme a
I'exposition a un ordinateur portable a été évalué dans deux aliquotes du méme échantillon
(500 cellules/aliquote).

+» Discussion:

Dans une étude in vivo, il a été démontré que lexposition aigué aux champs de
radiofréquence des téléphones portables module le stress oxydatif des radicaux libres en
augmentant la peroxydation lipidique et en diminuant l'activité des antioxydants, la superoxyde
dismutase et la glutathion peroxydase, dans les érythrocytes de volontaires humains (Moustafa
etal., 2001). De plus, un effet génotoxique sur le sperme épididymaire a été rapporté lorsque
des souris ont été exposées a des radiations pendant 7 jours a raison de 12 heures par jour
(Aitken etal., 2005).
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Contrairement aux cellules somatiques, le sperme est une cellule hautement spécialisée
avec un acide nucléigue condensé (rempli de protaming) et une trés petite région viscérale
(Eddy et al., 1994). Au cours de la spermatogenese, les spermatozoides humains peuvent
prendre jusqua une semaine pour se déplacer des tubules séminiferes dans les testicules a la
queue de I'épididyme (Turner TT), période au cours de laquelle ils seront fortement exposés
a lexposition RF-EMW (Aitken et al., 2005) ; (De luliss et al., 2009), en particulier d’une
source proche des testicules et de I'épididyme comme un ordinateur portable ou Wi-Fi.
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1 Effet des ROS sur [l'ouverture des pores de la membrane
mitochondriale interne

+» Résultats :

Pour évaluer le MPT (Transition de perméabilit¢ mitochondriale), la méthode ala calcéine-
AM et au chlorure de cobalt a été utilisée. Lorsque le sperme humain est chargé de calcéine
sous forme d'ester d'acétoxyméthyle (AM), la calcéine est piégée dans tous les compartime nts
sous-cellulaires, y compris les mitochondries.

La diminution du MFI (Intensité de fluorescence moyenne) observée dans le sperme suite
a lajout de chlorure de cobalt est due a l'extinction de la calcéine (Petronilli et al., 1999) ;
(Baines etal., 2005).

La fluorescence de la calcéine restante dans la partie médiane des spermatozoides
correspond aux mitochondries dont la membrane interne intacte empéche l'entrée du chlorure
de cobalt. Puisque l'augmentation du calcium mitochondrial induit l'ouverture des pores mPTP
(Pore de transition de perméabilité mitochondriale), nous avons incubé des spermatozoides
avec de lionomycine en présence de calcéine-AM (calcéine acetoxymethyle) et de chlorure de
cobalt (Gautier et al, 2012). La diminution significative de la fluorescence des
spermatozoides traités a lionomycine (un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces
conglobatus) indiqgue une perte d'intégritt de la membrane mitochondriale interne,
probablement due a la formation et a l'ouverture des mPTP.

En revanche, les spermatozoides incubés dans un milieu sans calcium et analysés apres
addition de calcéine-AM, de chlorure de cobalt et dionomycine n'ont montré aucune
diminution de lintensité de fluorescence. Cela montre que le MPT a été induit par une
augmentation du calcium cytosolique et exclut un effet direct de lionomycine.
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Figure 45 : Les effets de I'ouverture de mPTP sur lafragmentation de I'’ADN dans des spermatozoides
humains.

60




Chapitre 3 : Résultats et Discussion

+» Discussion:

Dans cette étude (Treulen et al., 2015), il a été constaté que la production de ROS apres
exposition a lionomycine était augmentée. Une explication possible a cela est que le MPT a
ouverture mPTP induit une dépolarisation de la membrane mitochondriale et une inhibition de
la chaine respiratoire par un changement de conformation qui augmente considérablement la
production de ROS (Batandier et al., 2004). Lorsque le calcium se lie a une molécule de
cardiolipine liée a TANT (Transporteur d'adénine nucléotide), le cytochrome c se dissocie de
lintima, ce qui induit une fuite progressive d'électrons de la chaine respiratoire, inhibant le
complexe respiratoire 11l au niveau de la chaine respiratoire. Il laisse entendre que ce sera fait.
L'ubiquinol cytochrome c¢ oxydoreductase est importante dans la genération de ROS, et a
mesure que le niveau de ROS augmente, la fonction de lenzyme augmente également
(Grijalba etal., 1999) ; (Petrosillo etal., 2004) ; (Akopova et al., 2011).

Selon les conditions expérimentales de ces résultats, la production de ROS était un
évenement précédant la perte de DCm. Cela concorde avec les rapports précédents sur les
cellules somatiques ou il a été rapporté que l'ouverture de mPTP augmentait la production de
ROS (Batandier etal., 2004). Les ROS peuvent alors induire la libération du cytochrome ¢
mitochondrial, ainsi que la co-activation des caspase-9 et 3 (Fulda et al., 1997) ; (Fulda et
Debatin 2005). Une fois activée, la caspase 3 exerce son activité catalytique a lintérieur des
mitochondries, entrainant une perturbation de la DCm mitochondriale. Cette interference avec
les complexes de chaines de transport d'électrons | et Il entraine la mort de la cellule (Ricci et
al., 2003), un mécanisme également suggéré pour le sperme humain (Espinoza etal., 2009b).

Le MPT provoque une perturbation du DCm et une augmentation de la production de ROS
dans le sperme humain exposé a une surcharge en calcium, nous suggérons que le MPT
provoque une altération de la chaine de transport d'électrons, ce qui entraine a son tour une
dissipation du DCM et pourrait entrainer une augmentation du ROS. La production est
soutenue par ce qui a été décrit dans les troubles mitochondriaux associés au
dysfonctionnement des composants de la chaine respiratoire, dans lesquels le DCm et l'activité
des voies respiratoires sont diminués (Lebiedzinska etal., 2010).

Les chaines augmentent en ROS simultanément. Une fois que nous avons reéalisé que
laugmentation du calcium cytosolique dans les spermatozoides humains entrainait le MPT et,
par conséquent, une augmentation de la production de ROS, nous avons déterminé quels types
de ROS étaient produits dans ces conditions expérimentales. L'effet nul de DPI, TEMPOL et
PBN suggere qu'une autre espéce réactive est le principal producteur de superoxyde dans les
spermatozoides humains induits par MPT (Treulen et al., 2015).

En revanche, leffet de piégeage de la NAC dans les spermatozoides avec une production
accrue de ROS aprées une surcharge en calcium cytosoligue montre que la principale espéce
réactive produite par linduction de MPT dans ces conditions expérimentales est la vapeur
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deau. Il est rapporté que lajout de faibles niveaux de H202 in vitro avait un effet
physiologique et protégeait 'ADN du sperme de la fragmentation, mais que des niveaux élevés
de H202 avaient leffet inverse (Aitken etal., 1998).

De méme, lincubation in vitro de spermatozoides avec H202 a induit une fragmentation
de TADN de maniére dose-dependante. Apres avoir observé qu'une augmentation du calcium
cytosolique dans le sperme humain induit le MPT et augmente ainsi la production de ROS et
que la principale espece réactive produite par linduction du MPT est H202, nous avons évalué
leffet du MPT sur la fragmentation de TADN (Kemal Duru et al., 2000) ; (Villani et al.,
2010).

Il a été observé que lincubation d'ionomycine avec du sperme entraine une fragmentation
de ADN de maniere dose-dépendante. L'absence d'effet de lionomycine 0,5 mM sur la
fragmentation de ADN semble confirmer une ouverture transitoire des pores associee a des
niveaux physiologiques de production de H202 (Kemal Duru et al., 2000) ; (Villani etal.,
2010).

Inversement, laugmentation significative de la fragmentation de IADN a des
concentrations plus élevées d'ionomycine serait associée a une ouverture along terme de mPTP
et donc a une augmentation de la production de H202. Fait intéressant, il a été rapporté que
H202 induisait une augmentation de la concentration de calcium cytosolique en épuisant les
réserves de calcium intracellulaires ; Par conséquent, le MPT peut étre associé a une
augmentation de la production de H202, qui a son tour stimulerait le MPT en induisant une
augmentation du calcium cytosoligue. Ce processus pourrait finalement conduire a une
augmentation globale du stress oxydatif dans les spermatozoides (Bejarano et al., 2008).

Les résultats de larticle suggerent quil existe des pores dans la membrane interne des
spermatozoides humains, qui s'ouvrent en réponse a une augmentation des ions calcium. Le
DCm intact et le DCm diminué ont été associés a une production accrue de ROS dans cette
étude. Les deux conditions étaient associées a une ouverture transitoire des pores et a une
ouverture mPTP a long terme. La principale espece active produite par linduction du MPT est
H202 qui, a fortes concentrations, est responsable de la fragmentation de I'ADN des
spermatozoides observée d'apres l'histogramme. Dans cette étude ils proposent que l'ouverture
de MPT par mPTP soit un mécanisme important d'augmentation des ROS et de fragmentation
de TADN qui n'a pas encore été décrit dans les spermatozoides humains. Empécher louverture
de la protéine de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP) peut étre une stratégie
efficace pour prévenir la fragmentation de IADN par le stress oxydatif a médiation
mitochondriale dans les spermatozoides humains (Treulen et al., 2015).
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2 Impact du ROS sur la motilité et le nombre des spermatozoides
% Reésultats :

D’apres cette étude (Lobascio et al., 2015), la mesure des especes réactives de loxygene
(ROS) dans le sperme fait partie intégrante de lanalyse du sperme, mais sa Véritable
signification reste encore inconnue. Dans cette étude, lls ont corrélé le nombre de leucocytes
séminaux avec divers parametres séminaux. lls ont trouvé également une corrélation négative
entre le nombre de leucocytes et la concentration de spermatozoides (rs =0,22; p=0,01) et la
motilité (rs = 0,20 ; p =0,02).

D’autre part, une corrélation positive entre le nombre de leucocytes et les deux graines
ROS (rs = 0,70, p < 0,001 ; n = 125) et le nombre de spermatozoides avec fragmentation de
ADN (rs = 0,43, p =0,032 ; n = 25) trouvé. Cependant, seules des tendances positives ont été
observées entre les ROS et le nombre de spermatozoides et la fragmentation de TADN détectés
par TUNEL. De plus, ce dernier n'était pas corrélé a la perte du potentiel de membrane
mitochondriale (MMP) des spermatozoides (10 % contre 35 %, rs = 0,25, p = 0,08 ; n = 50).

Concentration leucocytaire Coefficient de Spearman
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50 0.4
- 02
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Figure 46 : Analyses de corrélation entre la concentration de leucocytes, la motilité des spermatozoides, la
concentration, les ROS séminales et le nombre de spermatozoides présentant une fragmentation de I'ADN.

+ Discussion:

Divers parametres du sperme ont éte corrélés avec le nombre de leucocytes du sperme. Une
corrélation négative a été observée entre le nombre de leucocytes et la concentration et la
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motilit¢ des spermatozoides, et une corrélation positive a été observée entre le nombre de
leucocytes etles ROS du sperme et le nombre de spermatozoides avec fragmentation de IADN.
De plus, des numérations de spermatozoides avec fragmentation de TADN détectees dans ROS
et TUNEL ont été trouvees.

Les données confirment les observations précédentes. La présence d'un grand nombre de
leucocytes dans le sperme affecte négativement un certain nombre de parametres spermatiques
associés aux cas d'infertilité, il est possible qu'une diminution du nombre de spermatozoides et
une diminution de la motilite, par exemple, soit une conséquence directe et/ou résultat indirect
d'une augmentation du nombre de leucocytes, qui serait la principale source de ROS séminales
(Said et al., 2005). Cependant, absence d'une corrélation claire entre les ROS et la
fragmentation de IADN des spermatozoides, et les spermatozoides avec ADN endommagé et
perte de MMP, suggerent que les ROS produites par les leucocytes pourraient ne pas étre la
seule cause de dommages a 'ADN dans les spermatozoides et que les voies apoptotiques
intrinséques dépendantes des mitochondries pourraient n'ont pas d'impact majeur sur la
fragmentation de IADN du sperme (Lobascio etal., 2015).

Les résultats des études antérieures montrant que la production de ROS du sperme
quantifiee par des techniques de chimioluminescence est corrélée négativement avec la motilité
des spermatozoides (Aitken, 1989) ; (Whittington & Ford, 1998). Il est possible qu'une
production accrue de ROS altere la motilitt des spermatozoides par deux mécanismes
differents : Premierement, les ROS stimulent l'oxydation membranaire des spermatozoides,
réduisant leur flexibilité et la motilité de leur queue. Les membranes des spermatozoides sont
wvulnérables a ce type de dommages car elles contiennent beaucoup d'acides gras insaturés.
Deuxiemement, il faut une nouvelle approche pour résoudre ce probleme.

Effet du ROS sur I’induction du ’apoptose précoce

% Résultats :

Une augmentation significative (p <0,001) du niveau de ROS séminal avec une diminution
des scores TAS a éte observée dans les groupes infertiles par rapport aux normozoospermiq ues.
Les males infertiles ont montré des niveaux élevés (p <0,001) de 4-HNE, de fragmentation de
IADN et d'activitt¢ de la caspase-3 par rapport aux normozoospermiques, ce qui était
positivement corrélé a l'augmentation des niveaux de ROS séminales et négativement au score
TAS dans les groupes étudiés. Le niveau de ROS séminal était significativement inverse ment
corrélé aux parametres du sperme. De plus, une forte corrélation negative entre la
fragmentation de I'ADN, la LPO (Lipid peroxidation), [lactivitt de la caspase-3 et les
paramétres séminaux a été observée.
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Figure 47 : Comparaison des niveaux d'espaces réactives de I'oxygéne séminal (ROS) entre les groupes fertiles
normozoospermiques (témoin) et asthénozoospermiques (AST) et oligoasthénotérotozoospermies (OAT).
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Figure 48 : Comparaison de I'activité de lacaspase-3 dans les lysats de spermatozoides issus des groupes
fertiles normozoospermiques (témoins) et asthénozoospermiques (AST) et oligoasthénoteratozoos per mies

(OAT).
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Figure 49 : Fragmentation de I'ADN dans le sperme humain déterminée par le test TUNEL.
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+» Discussion:

Les altérations oxydatives des bases azotées par les especes réactives de l'oxygéne peuvent
endommager directement 'ADN des spermatozoides. De plus, une mauvaise protamination
des spermatozoides, qui est courante chez les hommes infertiles, rend leur ADN de sperme
plus susceptible d'étre endommagé par les especes réactives de loxygene (ROS) (Ni et al.,
2016). Grace a lactivation des caspases, de graves dommages a ADN provoque une
fragmentation de I'ADN, un indicateur de lapoptose. L'étude donc a révélk que les
spermatozoides des patients infertiles avaient des quantités plus élevées de caspase 3, le dernier
executant de l'apoptose, que les spermatozoides des patients infertiles.

Bien que l'apoptose soit encore nécessaire dans une certaine mesure pour la délivrance
réussie de spermatozoides sains, on pense que l'apoptose dérégulée chez les spermatozoides
matures joue un role dans le développement de l'état sous-fécondé et est associée a la
fragmentation (Engel etal., 2018) ; (Nakidkina etal., 2019). Par rapport au groupe fertile, la
proportion de fragmentation de 'ADN était plus élevée dans les groupes OAT et AST.
L'augmentation de la fragmentation de ADN des spermatozoides dans le groupe OAT par
rapport au groupe AST suggere que les spermatozoides morphologiquement aberrants peuvent
étre plus sensibles aux ruptures de brins d’ADN car ils ont plus de cytoplasme restant et moins
de protection antioxydante (Rocha etal., 2015).

Cette étude a trouvé une corrélation positive significative entre la concentration inférieure
de spermatozoides, la motilité des spermatozoides et le nombre de spermatozoides ayant une
morphologie normale et une activité caspase-3, qui est associée ala OS du sperme, a l'apoptose
et aux parametres du sperme. Cette association est similaire a celle trouvée dans d'autres
études, qui ont révéle qu'une concentration et une motilité plus faibles des spermatozoides
étaient causées par des taux plus élevés d'apoptose (Nakidkina etal., 2019).

L'infertilité¢ dans les groupes de patients peut étre causée par la corrélation négative entre
la fragmentation de 'ADN des spermatozoides et la morphologie normale des spermatozoides
et la motilité globale (Aydos etal., 2015) ; (Al Omrani et al., 2018). La corrélation positive
significative entre OS du sperme, la LPO et la fragmentation de IADN trouvée dans ce travail
souleve la possibilitt qu'une production élevée de ROS soit responsable des dommages
observés a la LPO et a IADN.

En plus de réduire les taux de conception, la plus grande sensibilité des spermatozoides aux
dommages a IADN causés par le systeme d'exploitation peut également entrainer des
embryons de mauvaise qualité, ce qui peut entrainer des malformations congénitales et méme
des maladies infantiles (Bishtetal., 2017) ; (Agarwal etal., 2017). La morphologie anormale
des spermatozoides causée par la préservation du cytoplasme restant dans IOAT s'est avérée
favoriser la production de niveaux pathogénes de ROS endogenes dans le sperme (Majzoub
etal., 2017).
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Chapitre 3 : Résultats et Discussion

Ainsi, les individus atteints d'OAT présentaient des niveaux plus éleves de ROS, d'apoptose
et de fragmentation de IADN du sperme par rapport aux individus atteints d'AST.
L'environnement a haute température en Arabie saoudite pendant la majeure partie de l'année
augmente la température dans le scrotum et entraine des dommages induits par le systeme
d'exploitation sur les macromolécules de sperme, réduisant ainsi la qualité du sperme, qui est
f'une des raisons de linfertilit¢é masculine idiopathique dans la population saoudienne
(Alasmari et al., 2018).

Il'y a eu une corrélation positive significative entre la production de Formazan et
laugmentation de la fragmentation de IADN des spermatozoides, ce qui correspond a la
capacité bien établie des ROS a endommager I'ADN des spermatozoides. Les radicaux libres
peuvent induire la fragmentation de 'ADN des spermatozoides par deux mécanismes.
Premierement, les ROS peuvent attaquer directement les bases puriques et pyrimidiques, ainsi
que le squelette d'ADN désoxyribose des spermatozoides. Deuxiemement, les dommages
causés par les radicaux libres déclenchent la fragmentation par endonucléase apoptotique de
TADN du sperme (Moustafa et al.,, 2004). Il a été rapporté que les hommes infertiles
produisant des niveaux élevés de ROS présentent des niveaux significativement plus élevés
d'apoptose précoce des spermatozoides (annexine V +, PI-) par rapport aux hommes infertiles
avec de faibles niveaux de production de ROS.

Etant donné que la production de Formazan était fortement corrélée a l'apoptose précoce
dans cette etude, il est probable que laugmentation observee de la fragmentation de TADN des
spermatozoides observée sous un stress oxydatif accru soit le résultat net de l'attaque des ROS
et du clivage apoptotique de IADN par I'endonucléase.
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Conclusion générale

Les problemes d'infertilité masculine provoqués par un dysfonctionnement du sperme sont
considérés comme l'une des principales causes d'infécondité involontaire dans le monde moderne.
Les dommages a I'ADN sont lune des principales causes de réduction de la capacité de
fécondation, puisque la structure cellulaire des spermatozoides empéche lattaque enzymatique de
I'ADN, la majorité de ces dommages se produisent de maniere non enzymatique et en grande partie
a cause des ROS générées dans les cellules. Une activité mitochondriale élevée et une quantité
relativement plus élevée de génération de ROS sont nécessaires pour les activités fonctionnelles
propres aux spermatozoides, telles que, par exemple, la motilité énergétique. Des fragments
d'ADN plus élevés ont été trouvés chez les hommes avec un ROS élevé et une faible capacitée
antioxydante dans le plasma séminal, fournissant un soutien suffisant pour le lien entre les
dommages a IADN du sperme et ces facteurs.

Le stress oxydatif a été identifié comme Ilune des principales causes de linfertilité
masculine. Cela peut provoquer un dysfonctionnement des spermatozoides. Conditions associées
a des niveaux élevés d'oxygene et aux dommages cellulaires causes par les radicaux libres dérives
de l'oxygene (ROS). Ceci est cohérent avec lidée que les mécanismes associés a l'oxydation des
radicaux libres peuvent avoir un impact significatif sur les dommages non enzymatiques a IADN.
Grace a cette étude, nous espérions en savoir plus sur les causes des dommages aux organes
reproducteurs chez les hommes etsur la maniére dont ils endommagent I'ADN des spermatozoides.

Nous avons examiné des recherches antérieures menees par d'autres chercheurs qui ont
révélé diverses causes sous-jacentes du stress oxydatif, notamment la qualit¢ du sperme, la
présence d'un nombre important de leucocytes dans le sperme, la cryoconservation, l'exposition
aigué aux champs de radiofréequence, la production de Formazan et de nombreux autres facteurs.
Cependant, au cours de nos recherches, nous avons identifié un certain nombre de facteurs
significatifs qui ont une influence négative des ROS sur la fragmentation de I'ADN nucléaire des
spermatozoides chez les hommes infertiles.

L'un de ces éléments est la quantité de leucocytes dans le sperme. Nous avons trouvé un
lien entre les leucocytes du sperme et les dommages oxydatifs de IADN dans le sperme. Cela, les
variables clés du sperme, comme la concentration et la motilité¢ des spermatozoides, sont affectées
négativement par la présence d'un nombre élevé de leucocytes dans le sperme. La principale source
de ROS et la cause de la fragmentation de IADN du sperme sont les leucocytes. Les leucocytes
produisent des quantités importantes de ROS, mais leur présence dans le sperme n'était pas
associée aux indicateurs traditionnels de dommages aux spermatozoides, tels que la motilité et les
dommages des spermatozoides.

Cependant, il y avait une corrélation significative entre une motilit¢ plus faible des
spermatozoides et une activité accrue de la caspase-3 et une fragmentation de IADN plus élevée.
En plus de la formation de Formazan, qui a une forte corrélation négative avec la motilit¢ des
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spermatozoides, cette découverte a une corrélation négative entre la motilité des spermatozoides
et la production de spermatozoides ROS, telle que mesurée par chimiluminesce nce. Conformé me nt
a d'autres etudes montrant. En revanche, la qualit¢ du sperme était fortement inversement liée aux
dommages oxydatifs des spermatozoides et a l'apoptose médiée par la caspase-3. Cette corrélation
suggere que les dommages oxydatifs et l'apoptose sont responsables de la qualité inférieure du
sperme et de la fragmentation ultérieure de IADN du sperme.

Le dernier facteur serait la cryoconservation car elle augmentait significativement les
pourcentages de cellules positives pour la caspase, la 80OHAG et TADN de sperme fragmenté. De
plus, apres cryoconservation et séparation a laide de DGC, il a été découvert que la proportion de
fragmentation de 'ADN du sperme était positivement corrélée au pourcentage de 80OHdG. En
outre, nous avons wu que le sperme d'éjaculat des hommes infertiles avait de plus grandes
concentrations de 8-OHdG, ce qui nous a amenés a conclure que les dommages a 'ADN des
spermatozoides sont significativement liés a linfertilit¢ masculine et que le 8-OHAG est un
indicateur sensible des dommages oxydatifs a ADN.

L'infertilit¢ masculine est étroitement liée aux dommages a IADN des spermatozoides et
le 8-OHdG est un indicateur sensible des dommages oxydatifs a 'ADN.
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Titre d’article L’auteur Résultats

1- La transition de perméabilité | Favia'n Treulenl, Pamela e Analyse duMPT par cytométrie en flux
et microscopie a fluorescence :
Dans les  spermatozoides incubés
production réactive d’espéces | Boguenl, and Juana V. uniguement avec la calcéine-AM, la
fluorescence était distribuée dans tous les
compartiments cellulaires.
fragmentation de PADN dans les Dans les spermatozoides incubés avec la
calcéine-AM et le chlorure de cobalt de
fluorescence calcéine, la calcéine-AM a été
compartimentée  exclusivement  sur le
milieu des spermatozoides ou se trouvent
les mitochondries
Pour induire la perméabilité IMM dans les
spermatozoides, ils ont été incubés avec
I'ionophore de calcum, [Iionomycine,
avec la calcéine-AM et le chlorure de
cobalt, et il a été constaté que la
fluorescence médiane a disparu.
L’intensit¢ de fluorescence dans les
suspensions de spermatozoides incubées
avec calcéine adiminué lorsque le chlorure
de cobalt a été ajouté et cette diminution a
été encore accentuée lorsque
I'ionomycine a été ajoutée.
Lorsque I'l[FM des spermatozoides incubés
avec calcéine-AM a été comparée a 'ITFM
des spermatozoides incubés avec calcéine
et cobalt, une différence significative (P,
0,001) a été observée.
Les aliquotes de spermatozoides traitées
avec la calcéine-AM, le chlorure de cobalt
et 'ionomycine ont montré une diminution
globale de I'IFM, atteignant des valeurs
semblables a 'I[FM des spermatozoides a
partr d’un témoin d’autofluorescence
(2,65+0,68).
Les spermatozoides morts ont été éliminés
dans chaque analyse par I'exclusion des
cellules positives a I'iodure de propidium.
Les spermatozoides incubés dans un
milieu sans calcium par chélation avec
EGTA et analysés apres Pajout de
calcéine-AM, de chlorure de cobalt et
d’ionomycine ont montr¢ une IMF ¢levée
(92,75+13,72) par rapport aux

mitochondriale  augmente la | Uribel, Rodrigo

d’oxygeéne et induit la | Villegas

spermatozoides humains.
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spermatozoides analysés dans les mémes
conditions mais dans un milieu avec du
calcium (2,29+0,59; P, 0,001).
Analyse du MPT par microscopie
confocale au laser :
L’aliquote de perm traitée avec la calcéine-
AM, le chlorure de cobalt et I'ionomycinne
a montré une diminution globale des IFM,
atteignant des valeurs similaires a la hors-
exposition des IFM de la piece médiane.
Les intensités de fluorescence moyennes
des huit ROIS mesurés toutes les 1 s
pendant 15 minutes apres Paddition
d’ionomycine ont été tracées pour illustrer
les schémas de diminution de la
fluorescence individuelle dans la partie
médiane des huit spermatozoides.
Les spermatozoides ont montré une
diminution discontinue caractéristique de
la fluorescence, avec une récupération
partielle en deux phases et atteignant des
valeurs minimales & 900 s
o Effet du dépét MPT sur la viabilite,
DCM et production de ROS dans les
spermatozoides humains :
Il a été démontré que de nombreux agents
ou conditions causent I'ouverture des pores
dans des mitochondries isolées.
Les résultats montrent que I'incubation
avec 5 mM ionomycine a induit une
diminution statistiquement significative du
DCm aprés 60 min de traitement.
L’ionomycine de 5 mM ait induit une
altération du DCm, cela n’a pas affecté le
pourcentage de viabilité des
spermatozoides par rapport au témoin non
traité (92,42+2,29 et 91,27+2,15,
respectivement) apres 90 min d’incubation
a 378C. L’incubation avec 0,5 mM
d’ionomycine n’a pas diminué le DCm, qui
est rest¢ inchangé jusqua 90 min de
traitement.
Dans les cellules somatiques, le MPT par
ouverture  mPTP a été associé a une
augmentation des niveaux de ROS.




2- Analyse du statut oxydatif H Ben Ali - F Atig - S

spermatique

infertiles

chez des patients

Mehri - A Saad - M Ajina
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Les niveaux intracellulaires de ROS dans
les spermatozoides humains ont égaleme nt
été évalués. Nos résultats montrent que le
MPT induit par 0,5 mM d’ionomycine aété
associé a une augmentation de la
production de ROS, qui a atteint un niveau
maximal aprés 15 min et a été maintenu
pendant les 90 min d’incubation.

Les niveaux de ROS induits par

lionomycine de 5 mM ¢étaient plus du

double de ceux observés dans les
spermatozoides traités par 'ionomycine de

0,5 mM.

e Détermination du type de ROS produit
par Tinduction de MPT dans Iles
spermatozoides humains :

Dans les suspensions de spermatozoides

co-incubées avec I'ionomycine et avec les

réactifs antioxydants DPIl, TEMPOL et

PBN, les niveaux de production de ROS

n’étaient pas significativement diflrents

de ceux observés avec les suspensions de
spermatozoides traitées uniquement avec

I'ionomycine.

En revanche, dans la suspension de

spermatozoides co-incubée avec

I'ionomycine et la NAC, on a observé une

diminution significative du niveau de

production de ROS par rapport a la
suspension  de spermatozoides traitée

uniquement avec I'ionomycine (P, 0,05).

e Effet de I'induction MPT sur TADN :

Les résultats ont montré que la MPT

induite par lionomycine de 1 et 5 mM

augmentait le pourcentage de cellules a

ADN fragmenté par rapport au ttmoin non

trait¢ (P, 0,001).

e Groupe témoin (n=34) et sujets
asthénozoospermiques (n=43) :

Une augmentation de la concentration

séminale en calcium (262,21 mg/l) et une

baisse en magnesium (82,09 mg/l) chez le
groupe des asthénozoospermiques, alors
que les concentrations chez les témoins
sont de 178 mg/l pour le calcium et de
101,21 mg/l pour le magnésium.
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Les différences sont significatives (¢a :
p<0,001 Mg : p<0,008) et les corrélations
faibles  (calcium/mobilit¢  [r=0,41 ;
p<0,001] et magnésium/mobilité [r=0,31 ;
p<0,05]) mais significatives.
La concentration moyenne séminale en
malondialdéhyde
est significativement plus élevée chez le
groupe des asthénozoospermiques que
chez celui des témoins (3,52 g/l vs 2,32
png/l.
Plus la concentration du malondialdéhyde
augmente,
plus la mobilité diminue. Ceci est confirmé
par une corrélation significative (r=-0,24 ;
p<0,01).
e Groupe témoin (n=34) et sujets
tératozoospermiques (n=30) :
Elévation des concentrations moyennes en
zinc et en sélénium chez le groupe témoin
par rapport au groupe tératospermique : de
144,01 mg/l pour les témoins et de 126,02
mg/l pour le groupe tératospermique.
La concentration moyenne du calcium
séminal est plus élevée chez le groupe
tératospermique que chez le groupe
témoin.  Alors que la concentration
moyenne du magnésium est plus élevée
chez ce dernier : chez le groupe témoin, les
concentrations séminales du calcium et du
magnésium sont respectivement de 178
mg/l et de 101,21 mg/l, alors que chez le
groupe tératospermique, elles sont de
250,08 mg/l et 85,03 mg/l.
Une corrélation non significative est notée
entre les concentrations du calcium et les
pourcentages des formes anormales ; il en
est de méme pour le magnésium.
Une différence significative de
concentrations moyennes en MDA entre
les deux  groupes (témoin et
tératozoospermique). Plus la concentration
séminale en MDA augmente, plus le
pourcentage  des formes  anormales
augmente ; cette corrélation est faiblement
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positive mais significative  (r=0,19 ;

p<0,05)

e FEvaluation du profil de sperme chez
des hommes fertiles (n = 105) et
infertiles (n = 112) (Deux groupes) :

Une différence non significative dans l'age
des sujets fertiles et infertiles des deux
groupes étudiés. Les valeurs médianes du
volume de sperme et des paramétres
spermatiques  (concentration, motilité et
morphologie)  étaient  significative ment
différentes entre le contrdle et hommes
infertile.

e FEvaluation des niveaux médians de
MDA, GPx et SOD dans les séminaux
a fragmentation de ADN du plasma et
du sperme des deux groupes :

Niveaux significativement plus élevés de

MDA dans le plasma séminal ont été

observées chez les hommes infertiles par

rapport aux témoins fertiles.

Niveaux de l'activitt GPx et SOD dans le

plasma séminal étaient significative ment

plus faibles hez les hommes infertiles.

Les hommes infertiles ont montré des

sperma  significativement  plus  élevés

tozoaires a ADN fragmenté par rapport aux
sujets fertiles.

Des correlations négatives significatives

ont été observées entre les niveaux de

MDA dans le plasma séminal et la

concentration des spermatozoides avec

Activitées SOD et GPx dans le plasma

séminal chez les fertiles (r =y.229, p=.019

etr=y.262 p=.007) etinfertiles (r =V.338,
p<.001letr=y. 234 p=0,013) hommes
respectivement.

Chez les hommes fertiles et infertiles, il y

avait

gamme de niveaux de malondialdehyde

(MDA) dans

le plasma séminal, la  superoxyde

dismutase (SOD) et la glutathion

peroxydase (GPx) L'analyse des données a

été effectuée a laide de SPSS 16.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL, corrélations négatives
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significatives entre la fragmentation de
IADN du sperme et la concentration, la
motilit¢ et la morphologie normale des
spermatozoides. Les activités SOD et GPx
dans le plasma séminal ont montré des
résultats positifs significatifs.

La fragmentation de 'ADN du sperme a
montré une corrélation positive
significative avec les niveaux de MDA
dans le plasma séminal et corrélations
négatives significatives avec les activités
SOD et GPx dans le plasma séminal dans
les deux groupes.

Une valeur diagnostigue pour lindice
MDA a été relevé par une analyse ROC en
ce qui concerne linfertilité masculine, avec
une ASC de niveau de dommages a IADN
et d : niveau élevé de 0,762 (intervalle de
confiance a 95y% = 0,700-0,817),
sensibilité = 44,64y% et spécificité =97,14
% avec une valeur seuil de 4,2 nmol/ml.
Une valeur diagnostique pour [lactivité
SOD a été relevé en ce qui concerne
linfertilit¢ masculine, avec une ASC de
0,874 (confiance a 95y% intervalle =
0,822-0,915), sensibilitt = 69,64 % et
spécificité = 93,33 % avec une valeur seuil
de 4,89 U/m.

L'activité GPx a montré paramétres chez
les hommes fertiles et infertiles (b)une
valeur diagnostique concernant linfertilité
masculine avec une ASC de 0,969 (95y%
intervalle de confiance = 0,936-0,987),
sensibilité = 92,86 % et spécificité = 98,10
% avec une valeur seuil de 329,6 mU/ml.
Les caractéristiques des éjaculations
originales des hommes stériles analysés
étaient les suivantes : concentration des
spermatozoides, plage de 13 a 271 10 /ml
(moyenne : 108 70), motilité progressive,
plage de 23 a 97 % (moyenne : 67 25), et
morphologie normale, plage de 2 a 15 %
(moyenne :10 4).

La motilitt progressive et la motilité
hyperactivée étaient significativement plus
élevees dans la couche a 95%.
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Inversement, la génération de ROS était
significativement plus élevée dans les
fractions a faible motilité des
spermatozoides. (17 12% et 11 5%
respectivement, P >0,5).
Dans les fractions ou la motilitt des
spermatozoides était élevée, la gamme de
cellules positives a I'annexine V était de 4
a42 % ; cette gamme était de 1a 17 % dans
les fractions ou la motilit¢  des
spermatozoides était faible.
La proportion de cellules diagnostiquées
comme nécrotiques (Pl positif) etait
significativement plus élevée dans les
fractions ayant une faible motilitté des
spermatozoides (valeur moyenne de 70
8 % contre 7 2 % dans les fractions ayant
une forte motilité des spermatozoides, P =
0,002).
La proportion de spermatozoides avec
fragmentation de I'ADN (telle que
représentée par TUNEL) et avec 'ADN
monocaténaire (tel que détecté avec la
mAB) était significativement plus élevée
dans les fractions avec faible motilité des
spermatozoides.
Pour TUNEL, la gamme (et la moyenne)
des spermatozoides ayant des dommages a
I’ADN étaient de0 a3 % (L 1) et de 4 a
25 % (11 7) pour les fractions ayant une
motilité élevée et  faible des
spermatozoides, respectivement (P < 0,05).
Pour les mAB, ces valeurs étaient de 0 a
7% (3 3)etde 4 a 17 % (10 6) pour les
fractions ayant une motilité élevée et faible
des spermatozoides, respectivement (P <
0,05).
Il 'y avait une corrélation positive
significative entre les technigues TUNEL
et mAB (r = 0,78, P = 0,03). La génération
de ROS présentait une corrélation positive
significative  avec la  présence de
dommages a ’ADN (r =0,42, P =0,02).
e Les valeurs moyennes  des
paramétres spermatiques :
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L'age moyen des patients 6tait de 38 ans

avec une dur6ée moyenne d'infertilité de 4

ans.

L'abstinence sexuelle était de 3 jours en

moyenne (3-5 jours).

Le volume moyen des éjaculats était de 3,5

ml avec un pH moyen de 7,8.

Le taux moyen de PNN dans le sperme était

de 300 000/ml, un seul patient -eétait

leucospermique

selon le critere de 'OMS

e Cryométrie en flux et oxydation de
I'ADN :

Dans la population des hommes infertiles

étudiée, le taux de spermatozoides a ADN

oxydé était en moyenne de 13%.

Plus des deux tiers des patients (70%)

présentaient un taux supérieur b 10% de

spermatozoide a

ADN oxydé.

e Oxydation de I'ADN et paramétres
spermatiques :

Absence d'association entre I ‘oxydation de

I'ADN et les parametres spermatiques.

Une corrélation positive trés significative

entre

le taux de leucocytes dans le sperme et

loxydation de I'ADN  spermatique

(p=0,006), ceci apres ajustement aux autres

parametres  spermatiques :  mobilité,

vitalit¢, morphologie et numération des

spermatozoides des et des cellules rondes.

La comparaison des moyennes du taux des

PNN et de I ‘oxydation de I'ADN entre les

groupes 1 et 2 a montré des difféerences

significatives (respectivement p=0,002 et

p=0,03).

La comparaison des moyennes du taux des

PNN et de | ‘oxydation de I'ADN entre les

groupes 1 et 2 a montré des différences

significatives (respectivement p=0,002 et

p=0,03).

e Meésure du Leucospermie :

La valeur de la leucospermie obtenue par

I'analyse de la cytologie n’est pas corrélée

a celle obtenue par le Leucoscreen.
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Leucoscreen sont toutes
deux corrélées a celle du cytometre de flux
de fagon significative (p <0,01).
La corrélation est plus forte entre la valeur
de la cytométrie de flux et celle du
Leucoscreen (r = 0,7)
qu’avec celle de la cytologie (r=0,5).
Les valeurs chez les hommes fertiles
allaient de 8970 a 20 millions de leucocytes
par éjaculat et de 43 120 a 104 millions
chez les
infertiles, significativement différentes.
Les moyennes et les médianes des
granulocytes, monocytes/macrophages et
des lymphocytes étaient aussi plus élevés
chez les patients infertiles.
e Qualitt du sperme chez les sujets de
I’étude :
Le nombre de spermatozoides chez les
hommes fertiles était significative ment
plus ¢élevé (p<0,001) que I'infertiles.
les pourcentages de motile et les cellules
morphologiquement  normales  étaient
significativement plus élevées (p<0,001)
chez les hommes fertiles que chez les
hommes infertiles.
e Ftat oxydatif et dommages a 'ADN
chez les sujets de I’étude :
Les  concentrations séminales de
malondialdéhyde et d’hydroperoxyde
phospholipidique  étaient  significatives
plus élevé (dans les deux cas p<0,001) chez
les hommes stériles que chez les hommes
fertiles.
L’activit¢ ~ du superoxyde dismutase
séminale et les niveaux de statut
antioxydant total étaient significative ment
plus élevés (p<0,001) chez les hommes
fertiles que chez les hommes stériles.
Les niveaux séminaux de 8-hydroxy-2'-
désoxyguanosine chez les hommes fertiles
étaient  significativement  plus  faible
(p<0,001) que chez les hommes stériles.
e Corrélation de différents parametres
entre les hommes stériles :
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Une corrélation négative de la motilité¢ des
spermatozoides avec MDA, PHP et 8-
OHAG alors qu’il y avait une corrélation
positive de la motilité¢ des spermatozoides
avec SOD et TAS.

Une corrélation positive entre la motilité
des spermatozoides et le nombre de
spermatozoides, mais qui n’était pas
statistiquement  significative, ce qui
indique que la motilité des spermatozoides
ne dépend pas du nombre de
spermatozoides.

Une corrélation négative a été constatée
entre le nombre de spermatozoides avec
MDA, PHP et 8-OHdG, une corrélation
positive avec SOD, TAS et morphologie a
été observée.

La morphologie a été corrélée
négativement avec MDA, PHP et 8-OHdG
tandis que la DOE a été positivement
corrélée et il y avait une corrélation
positive insignifiante avec la TAS et la
motilité.

La corrélation positive du 8-OHdG avec le
MDA et le PHP indiquant des dommages
oxydatifs a IT'ADN, tandis que la
corrélation négative avec le SOD et le
TAS.

Les parametres évalués dans I'analyse
séminale comprenaient la concentration
des spermatozoides (P = 0,2297), la
motilité des spermatozoides (P = 0,9462),
la viabilit des spermatozoides (P =
0,7312) et le pourcentage de formes de
spermatozoides normales (P = 0,5513).
IFD plus elevée et statistiquement plus
significative (IFD 30 %) dans le groupe
HOS par rapport au groupe LOS (P =
0,0379) suggérant que le déséquilibre de
I'anion  superoxyde est lié a la
fragmentation de 'ADN du sperme.
Médiane IF de 21,58 % (6,84 a 64,44),
tandis que le groupe LOS a une médiane
IFD de 16,345 % (4,99 a 45,07)

Une relation statistiquement significative
entre 'IFD et le niveau OS avec une valeur
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de coefficient de corrélation de 3,76 (IC a
95 %: 0,52, 6,99).

Un niveaux élevés de SG en présence de
concentration élevée de ce type de cellules
suggerant une forte corrélation entre la
concentration des  cellules rondes
>1,5 106/mL dans le sperme et les niveaux
levés d’OS (P = 0,0084); cela appuie la
connaissance que les ROS dans I’¢jaculat
humain  proviennent principalement de
leucocytes.

La concentration meédiane de cellules
rondes dans le groupe de sperme HOS est
de 0,8 106/mL (0,1 a 3,3) par opposition a
0,3 106/mL (0,1a 2,5) dans le groupe LOS.

o Leffet de la codéine sur I'équilibre
oxydatif dans les spermatozoides :

Le traitement & la codéine a entrainé une

concentration et une activité

significativement plus élevées de MDA et
de MPO respectivement dans les
spermatozoides (p < 0,05). Chez les lapins
traittss a la codéine des activités
significativement plus faibles de SOD et de

GPx en fonction de la dose (p < 0,05).

o [Leffet de la codéme sur les taux de
testostérone dans le sérum et les
testicules :

Le traitement a la codéine a entrainé une

suppression  importante  des taux de

testostérone dans la circulation et dans les
testicules (p < 0,05). La baisse de la
concentration d’androgénes était liée a la

dose (p < 0,05).

e L’effet du traitement a la codéine sur
I'intégrité de la membrane plasmatique
des spermatozoides au moyen du test
d’enflure hypoosmotique (HOST) :

A 4 mg/kg b.w, la codéine aentrainé une

baisse de 25 % et de 30 % de I'intégrité de

la membrane plasmatique des
spermatozoides dans 30 et 60 min,
respectivement. A 10 mg/kg b.w, cette
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molécule acauseé un declin de 35 %et 42 %

de 'mtégrité de la membrane plasmatique

du sperme. en 30 et 60 minutes
respectivement. La mauvaise intégrité de la

membrane observée dans les traitements a

la codéine était proportionnelle a la dose et

significative par rapport au témoin (p <

0,05).

e Fragmentation de 'ADN du sperme,
dommages oxydatifs de I'’ADN et
appose :

L’indice de fragmentation de 'ADN du

sperme (IFD) était significativement plus

élevé chez les animaux traités a la codéine.

Le traitement a faible dose de codéine a

entrainé une augmentation de 56 % de

I'IFD des spermatozoides, tandis que la

codéine a forte dose a entrainé une

augmentation de 67 %.

De méme, des niveaux significative ment

plus élevés de 8-hydroxy-2-désoxyactivité

de -la guanosine et de la caspase 3 par
rapport aux groupes témoins

La codéine a faible dose et a forte dose a

mené a 35 % et 54 % niveaux plus élevés

de 80OHdG, respectivement, et de 58% et

71% plus élevés de caspase 3 activités,

respectivement.

e Relation entre la qualité du sperme, la
fragmentation de I'ADN du sperme,
80OHdG et caspase 3 activity :

80HdG a été correle négativement avec la

concentration des spermatozoides (r =

0,904; p < 0,001), la motilitt des

spermatozoides (r = 0,934; p < 0,001), la

viabilité des spermatozoides (r=0,935;p<

0,001), le pourcentage de spermatozoides

normaux (r = 0,961; p <0,001), THOTE a

30 min (r=0,938; p<0,001) et PHOTE a

60 min (r = 0,942; p < 0,001), et en

corrélation positive avec la fragmentation

de PADN du sperme (r=0,974; p<0,001).

L’activit¢ de la caspase 3 était corrélée

négativement avec la concentration des

spermatozoides (r = 0,836; p < 0,001), la
motilité des spermatozoides (r =0,853; p <
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0,001), la viabilité¢ des spermatozoides (r =

0,857; p < 0,001), le pourcentage de

spermatozoides normaux (r = 0,872; p <

0,001), THOTE a 30 min (r = 0,879; p <

0,001). et HOST a 60 min (r = 0,894; p <

0,001), et positivement corrélé avec la

fragmentation de PADN du sperme (r =

0,903; p < 0,001).

Les corrélations étaient significatives (p =

0.000), elles étaient plus élevées entre

’O8HAG et la qualit¢ des spermatozoides

qu'entre lactivité caspase 3 et la qualité

des spermatozoides.

Les dommages causés a I’ADN des

spermatozoides, évalués par les

spermatozoides 8OHdG, étaient davantage
associés a la fragmentation de 'ADN des

spermatozoides induite par la codéine (z-

score = 0,835; p = 0,000) qu’a l'apoptose

des spermatozoides (z-score = 0,156; p =

0,187).

e Corrélations  statistigues entre la
fragmentation de TADN  des
spermatozoides et TORP :

Dans I'ensemble, la FDS a une corrélation
positive significative avec 'ORP séminal
normalis€ pour la concentration des
spermatozoides (r =. 218, P <. 0001) ainsi
quavec I'ORP normalisée pour Ila
concentration de spermatozoides mobiles
(motORP) (r=. 387, P <. 0001).
La corrélation du SDF avec mot ORP était
significativement (P < 0,0001) plus forte
que pour I'ORP normalisée pour la
concentration de spermatozoides. ORP
normalisé au nombre de spermatozoides et
mo -tORP était fortement et positive ment
corrélé (r =.917, P <.0001).

Un FDS éleve ont montré des valeurs ORP

significativement plus éelevées (P < 0,0001)

(moyenne : 4,1 mV/10 6

spermatozoides/mL) que les patients ayant

un FDS faible (moyenne : 2,5 mV/106

spermatozoides/mL).

Lorsque le SDF a été analysé dans les

sous-groupes  ORP  (High/Low), les
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patients avec des valeurs ORP faibles ont

montré significativement (P <. 0001) plus

faible (moyenne : 25,1 %) SDF que les
patients avec ORP élevé (moyenne :

30,9 %)

e Analyse duROC:

. Bien que la zone sous la courbe (SSC) de

0,623 ne soit pas tres élevée et se situe

relativement pres de la ligne de supposition

aléatoire, un ORP eégal a 1,77 mV/106

spermatozoides/mL peut significative ment

(P <0,0001) prédire un FDS élevé avec une

specificitt  de 56,3 %, une sensibilité de

63,5 %, une valeur prédictive positive

(VAP) de 37,3 % et une valeur prédictive

négative (VAN) de 79,1 %. Une deuxieme

courbe ROC a été généré en considérant le
motORP pour prédire le taux de SDF. Dans
ce cas.

Une wvaleur seuil de 4,96 mVv/106

spermatozoides mobiles/mL a montré une

meilleure prédiction du FDS que I'ORP

(ASC: 0,719) avec une spécificite de

71,5 %, une sensibilitt de 61,9 %, une

VAP de 47,1 % et une VAN de 82,1 %.

Une différence significative entre les deux

courbes a été observée (P < 0,0001).

La puissance de 'ORP et du motORP dans

la prédiction de I'état de normozoospermia

a été évaluée. Lorsque 'ORP a été utilisé,

la courbe ROC a montré une SSC de 0,771,

avec une sensibilitt de 57,33 %, une

specificité de 78,6 %, une VAP de 16,8 %
et une VAN de 96,1 %. La courbe ROC
générée pour motORP a montré, avec une

SSC de 0,826, une meilleure puissance de

prédiction (P <0,0001) avec une sensibilité

de 82,7 % et une specificité de 68,5 %,
ainsi qu'une VAP de 16,5 % et une VAN
de 98,1 %.

e Corrélation entre la SG et les
dommages a IADN du sperme ;
comparaison entre deux méthodes de
mesure de la SG :

Cette étude a examiné ¢s'il existe une

corrélation directe entre le stress oxydatif
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et les dommages a IADN et si les
observations sont cohérentes entre les deux
méthodes de mesure du stress oxydatif.
Des observations ont éte faites avec et sans
linclusion  d'échantillons  atteints  de
leucocytospermie, car ils sont connus pour
produire des niveaux éleves de ROS
exogenes et peuvent obscurcir les effets
des ROS générés de maniére endogeéne.
Premierement, il fallait voir si la détection
des ROS était égale entre les deux
méthodes d'évaluation. Le stress oxydatif a
éte évalué dans 315 eéchantillons en
utilisant soit le test de chimiluminescence,
soit le test du potentiel d'oxydoréduction.
Les résultats ont montré qu'il y avait une
corrélation positive faible mais toujours
significative entre les observations de ROS
et de sORP (R2 =0,1172, p = 0,0376, n =
315).

De maniere intéressante, en excluant
I'échantillon de spermatose leucocytaire, la
corrélation entre SORP et ROS est
légerement plus forte (R2 = 0,15095, p =
0,0089, n = 299). Lorsque les niveaux de
SORP et d'IFD ont été comparés, les ROS
étaient fortement corrélés a I'FD, montrant
une relation positive modérée (R2 =
0,24316, p = 0,0002, n = 237). L'ORP
montre une association similaire avec DFI,
mais elle n'est pas significative et peut étre
associée a un nombre relativement faible
d'échantillons (R2 =0,23992, p=0,1043,n
= 47).

En labsence de données provenant de
patients avec un PMN élevé, la corrélation
entre les ROS et les DFI était également
légerement plus forte (R2 = 0,31139, p <
0,0001, n = 222), mais pas pour le sORP.
Cela est probablement dd au fait qu'un seul
patient du groupe SORP avait une
spermatose leucocytaire (R 2 = 0,22706, p
=0,1291, n = 46).

En revanche, HDS ne montre pas de
corrélation significative avec le stress
oxydatif, quelle que soit la
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leucocytospermie, quelle que soit la

leucocytospermie (R2 = 0,11211, p =

0,085, n = 237) ou sORP (R2 =0,01222, p

= 0,9351, n = 47). hors PMN : ROS R2 =

0,10329, p =0,1249, n = 222, SORP R2 =

0,01853, p =0,9027, n = 46). Dommages a

ADN et niveaux de HDS dans des

échantillons de sperme équilibrés par

rapport a des échantillons soumis a un
stress oxydatif.

Les tests de chimiluminescence et

MIOXSYS ont été validés et Vérifiés par

Doctors Laboratory, qui est accredité

ISO15189 UKAS. Les plages de référence

déterminées par lanalyse ROC étaient

ROS < 13,8 RLU/sec/106

spermatozoides/mL  (sensibilitt 86 % ;

spécificit¢ 86 %), sORP < 1,4 mV/106

spermatozoides/mL  (sensibilitt 76,4 % ;

spécificité 86 %) 75,9 %).

Les échantillons qui dépassent les valeurs

cliniques de référence sont considérés

comme étant sous stress oxydatif. Lorsque
la cohorte de patients est divisée en
groupes avec ou sans stress oxydatif, le

DFI moyen est significativement plus élevé

dans le groupe OS quelle que soit la

méthode de mesure de la OS utilisée, bien
que la difference soit beaucoup plus
significative lorsque la OS est mesurée par
le potentiel redox avec les PMN exclus le

DFI dans le groupe avec OS tel que mesuré

par ROS est legérement plus élevé (24,67

+ 1,78 contre 22,86 + 1.59), mais cette

difféerence n'était pas significative.

e Corrélation entre le stress oxydatif, les
lésions de IADN du sperme et les
parametres du sperme :

Le stress oxydatif se manifeste par une

mauvaise qualitt du sperme. En utilisant

les deux méthodes différentes de mesure de

[0S, les résultats démontrent une

corrélation négative hauteme nt

significative entre I'OS et la motilité totale,
la motilit¢ progressive, le nombre total de
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spermatozoides mobiles, la vitalité¢ et la
morphologie.
La corrélation est environ 2 fois plus forte
lorsque la SG est mesurée par SORP que
par ROS pour tous les paramétres, a
I'exception des biotiques qui montrent une
association plus forte et plus significative
avec les ROS (sORP : R2 =-0,13519, p=
0,019 ; ROS : R2 =-0,20832, p < 0,0001).
Cela suggére que les mesures de SORP
pourraient  étre des marqueurs plus
sensibles du stress oxydatif que les ROS.
Des corrélations négatives encore plus
fortes et tres significatives sont observées
entre I'lFD et les paramétres du sperme, en
particulier pour la motilité totale (R2 = -
0,53951, p <0,0001) et la motilité
progressive (R2 =-0,48693)., p<0,0001) et
vitalite (R2 =-0,5727, p<0,0001).
En revanche, les niveaux de HDS ne sont
pas systématiquement corrélés avec la
vitalité, mais sont négativement corrélés
avec tous les autres parametres du sperme.
La corrélation la plus forte est entre HDS
et morphologie et est hautement
significative (R2 = -0,48848, p = 0 <
0,0001). L'ORP est corrélé négative ment
avec la morphologie (R2=-0,22642,
p=<0,0001), bien que la corrélation ne soit
pas aussi forte quentre IHDS et la
morphologie.
Les leucocytes polymorphes sont connus
pour produire des niveaux élevés de ROS,
mais la présence de PMN dans le liquide
séminal n'est pas corrélée avec les
marqueurs  classiqgues des dommages
oxydatifs aux spermatozoides, y compris la
motilité, la viabilité et les dommages des
spermatozoides. L'ADN a une forte
corrélation positive avec le nombre de
spermatozoides.

e Comparaison des dommages a IADN
des spermatozoides et de la durée de
vie parmi différents groupes de patients
sélectionnés en  fonction des
paramétres du sperme :
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Pour évaluer la corrélation entre les ROS,
les dommages a IADN et les paramétres du
sperme, les patients ont été regroupés selon
quils avaient des parametres de sperme
normaux ou anormaux. Etant donné que les
PMN sont bien connus pour générer des
niveaux éleves de ROS, les échantillons
contenant >1 x 106 millions/ml de PMN
ont été regroupés dans une catégorie
distincte. Les niveaux d'espéces réactives
de l'oxygéne, sORP, DFI et HDS ont été
analysés entre différents groupes de
patients.

Les niveaux de SO sont significative ment
plus élevés dans les échantillons de sperme
avec un ou plusieurs paramétres de sperme
anormaux que dans les échantillons avec
des paramétres de sperme normaux,
comme préw, quelle que soit la méthode
de mesure de la SG (ROS : p< 0,001 ;b
SORP : p <0,007).

Les valeurs moyennes de ROS sont de 0,80
(gamme 0-319,6) pour les échantillons de
sperme normaux contre 2,95 (gamme O-
1755) pour les échantillons anormaux,
tandis que la valeur moyenne de SORP est
de 0,44 (gamme -0,18- 18,16) pour les
échantillons normaux contre 1. Pour les
échantillons anormaux, la plage est de -
0,78 259,43.

Les niveaux de ROS sont plus élevés dans
le  groupe d'hommes atteints de
mononucléose dans le sperme et sont
significativement plus élevés que chez les
hommes ayant des paramétres
spermatiques normaux (PMN : moyenne
71,3, plage 0, 9-957,2 vs normale : 0,8,
plage 0-319,6) (p < 0,0001).

De maniére inattendue, contrairement aux
résultats observés avec les mesures de
ROS, les niveaux de sORP n'étaient pas
significativement différents entre le groupe
avec des parametres  spermatiques
normaux et le groupe avec PMN (sORP
normal : médiane). Valeur 0,44, plage-0,
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18-18,16 vs PMN : médiane 0,40, plage
0,06-1,49).

Différences dans les dommages a 'ADN
du sperme entre les groupes de patients.
Les échantillons avec des paramétres de
sperme anormaux, tels que sORP, ont un
DFI médian significativement plus élevé
par rapport aux échantillons avec des
parametres normaux, mais des leucocytes.
Le DFI médian pour les échantillons de
maladies du sperme correspond aux
parametres normaux du sperme.

L’age moyen des donneurs était de 34,1 5,6
ans (de 26 a 45 ans).

De nombreux échantillons ont montré une
normozoospermie, tandis que quatre
échantillons ont montré un faible volume
de sperme (LS6, LS13, LS27 et LS29) et
trois (LS15, LS16 et LS25) ont présenté
une tératozoospermie isolée, selon les
valeurs de référence de I'O rganisation
mondiale de la Santé.

La température de la piece et de
I'ordinateur portable a ¢ét¢ surveillée
pendant I'incubation et maintenue a 25 °C
pour les deux fractions de sperme (A et B)
par un systeme de climatisation.

Les RF-EMW ont été enregistrés toutes les
10 minutes dans les deux groupes tout au
long de l'expérience. Le RF-EMW d’un
ordinateur  portable fonctionnant  sans
connexion Wi-Fi a été vérifié dans une
expérience pilote.

Le rayonnement provenant de I'ordinateur
fonctionnant avec le Wi-Fi était trois fois
ou plus élevé que sans le Wi-Fi etde 7a 15
fois plus élevé que les conditions basales
(non expose a un ordinateur portable).

Les parametres des spermatozoides ont été
¢valués apres 4 heures d’incubation de
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spermatozoides mobiles sélectionnés a la
nage et exposes a un ordinateur portable
actif dans des conditions de température
controlée. Il n’y avait aucune différence
dans le pourcentage de spermatozoides
viables entre le groupe expérimental et le
groupe témoin.

L’exposition des ordinateurs portables a
induit une diminution significative de la
motilité  progressive des spermatozoides
avec une augmentation concomitante des
spermatozoides non mobiles par rapport
aux témoins non exposes (P<,05).

Le pourcentage de spermatozoides non
progressifs n’a pas montré¢ de difrences
statistiqguement  significatives. Important,
une augmentation significative de la
fragmentation de ADN du sperme a été
trouvée dans la fraction incubé sous
ordinateur par rapport au groupe témoin
(3.3,6.0 vs. 8.3, 6.6; P<. 05).

e La comparaison des parametres du
sperme dans les groupes LRP et
témoins :

La motilit¢ des spermatozoides chez les

patients était significativement inférieure a

celle du groupe témoin (P = 0,001).

Le nombre de spermatozoides et la

morphologie n’étaient pas

significativement différents entre les deux
groupes étudiés.

La population de spermatozoides,

représentant ’ADN endommagg, était plus

élevée chez les patients atteints de LRP que
chez les témoins.

Le pourcentage moyen de spermatozoides

présentant des dommages a’ADN chez les

patients et les groupes témoins était de

25,95 10,20 et 19,44 7,62, respectivement.
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Les spermatozoides vert vif du groupe
expérimental étaient plus élevés que ceux
du groupe témoin.

Le pourcentage de défaut d’ADN du
sperme mesuré¢ dans I'étude et le groupe
témoin était de 14,49 6,09 et 9,65 3,66

respectivement.
L’évaluation des especes réactives
d’oxygene et la capacit¢ antioxydante

totale étaient de 84,85 23,92 etde 2,69 0,88
dans le groupe RPL, comparativement a
12,26 6,22 nm et 3,63 1,31 nm dans les
groupes témoins, respectivement.

Une augmentation de I'IFD, ROS (P <
0,001).

Le pourcentage de fragmentation de
I’ADN des spermatozoides etla quantit¢ de
radicaux libres dans le groupe LRP étaient
significativement plus élevés que dans le
groupe témoin (P < 0,001).
Comparativement au groupe témoin, les
conjoints d’hommes qui avaient une faible
motilité des spermatozoides et une plus
grande fragmentation de ADN avait un
risqgue plus élevé de fausse couche
spontanée.

e Démographie :

L’age était significativement plus faible
chez les hommes de sexe masculin (de 20
a 34 ans) que chez les hommes des groupes
SO (de 26 a 44 ans) et RSA (de 30 a 42
ans). La qualit¢ des spermatozoides eétait
également significativement plus élevée
dans le premier groupe, ou les valeurs de
concentration des spermatozoides (allant
de 29 a 250 millions/ml), de motilité des
spermatozoides (allant de 29 a 67 % des
formes A + B) et du nombre total de
spermatozoides mobiles (allant de 80 a
278 millions)  étaient  supérieures,  en
particulier ~ par rapport au groupe
sélectionné de SO (allant de 0,3 a
5millions/ml de  concentration  de
spermatozoides, de 0,09 a 7,42 millions de
spermatozoides mobiles et de 3 a 53 %
sous forme A + B).
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Lorsqu’ils ont comparé la qualité des
spermatozoides males a celle du groupe
RSA (concentration variant de 11 a
110 millions/ml), une différence
significative dans la concentration des
spermatozoides a été observé, mais pas
dans d’autres paramétres.
Dans les deux SD et RSA, la concentration
des spermatozoides était toujours normale
(0,20 million/ml).
Les pourcentages de fumeurs étaient
statistijuement comparables dans les trois
groupes, tant chez les hommes que chez les
femmes, ce qui excluait toute influence
confusionnelle de ce parametre sur les
résultats.
Néanmoins, une tendance & une baisse du
nombre moyen de cigarettes fumées par
jour a été observée dans le groupe SD
(allant de 0 a 3 cigarettes/jour) par rapport
aux groupes SO (allant de 0 a 20
cigarettes/jour) et RSA (allant de 0 a 30
cigarettes/jour). Le nombre moyen et I'dge
moyen des fausses couches.
Le nombre de pertes de grossesse parmi les
couples du groupe RSA variaient de 3a 7,
tandis que la semaine gestationnelle
moyenne au cours de laquelle la grossesse
a été perdue variait de 5 a 14.
e Contribution génétique de '’homme a
la RSA :
Ils n’ont pu trouver de microdétions du
chromosome Y chez aucun des males
inclus dans les groupes SD, SO ou RSA. En
ce qui concerne la qualit¢ de 'ADN des
spermatozoides, deux parametres ont été
évalués : la fragmentation de 'ADN des
spermatozoides et 'oxydation de 'ADN
des spermatozoides. En résumé, le nombre
moyen de spermatozoides a ADN
fragmenté était de 24,06 % (IC a 95%
20,87 a 27,23) dans le groupe SD,
comparativement a 46,01 % (IC a 95 %
40,40 a 51,62) dans le groupe SO et a
33,48 % (IC a 95 % 28,24 a 38,72). Dans
le groupe RSA, avec des differences
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statistiquement significatives entre le SD et
le RSA etentre les groupes SD et SO.

Les résultats de I'analyse de I'oxydation de
I’ADN des spermatozoides dans les trois
groupes étaient comparables en termes de
pourcentage de cellules oxydées, avec des
valeurs de 32,14 % (IC a 95 % de 24,62 a
39,65) dans le groupe SD, 24,01 % (IC a
95 % de 16,85 a 31,17) dans le groupe SO
et 32,43 % (IC a 95 % de 24,62 a 40,24)
dans le groupe RSA. Lorsque l'on a
compar¢ I'intensit¢ de coloration de
loxydation de IT'ADN, [loxydation
moyenne de ’ADN des spermatozoides
était de 87,25 (IC a 95 % 61,16-113,34)
unités de fluorescence relative (UDF) dans
le groupe SD, de 87,58 UDF (IC a 95 %
63,69-111,48) dans le groupe SO et de
68,04 UDF (IC a 95 % 53,55-82,53) dans
le groupe RSA.

Les différences entre les groupes n’étaient
pas significatives.

La valeur prédictive de la fragmentation de
FADN des spermatozoides et de
I'oxydation de 'ADN pour prévoir les
fausses couches récurrentes.

Les faibles valeurs des zones sous la
courbe indiquent I'absence d’un pouvoir
prédictif de fragmentation de 'ADN des
spermatozoides ou  d’analyse de
I'oxydation dans les spermatozoides par
rapport & la RSA, la capacité des mesures
de fragmentation et d’oxydation de ’ADN
de distinguer les males des couples avec ou
sans fausses couches récurrentes.

Seul le pourcentage de cellules oxydées
présentait une faible capacit¢ a prédire
adéquatement I'occurrence dela RSA, bien
quil n’ait pas été suffisant pour qu’il soit
appligué comme outil de diagnostic (ou
une zone optimale sous la courbe devrait
étre 0,8).
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e Relation entre la production de ROS et
les mesures de la santé des
spermatozoides :

La production moyenne de formazan par

les méles infertiles était considérable ment

plus élevée que celle observée pour leurs
homologues fertiles (72,6 58,5lg
107spermatozoides c¢. 17,8  12,6lg

107spermatozoides, p< 0,0001).

Une tres forte corrélation entre 'amorce de

I'apoptose) et [laccroissement de Ila

production de ROS séminales (r = 0,669,p

< 0,0001).

Une augmentation significative de la

fragmentation de I’ADN des

spermatozoides  avec  des  niveaux
croissants de production de ROS (r=

0,591,p< 0,0001).

Une corrélation négative existe entre la

formazan production et la motilite des

spermatozoides (r=0,479,p= 0,002), ce qui
suggere que la production de ROS par les
spermatozoides et séminals.

Aucune corrélation significative n’a été

observée entre ['¢lastase plasmatique

séminal et la production de formazan (r=
0,006,p=0,965).

Seulement 4 participants sur 36 (11 %)

présentaient ~ des  signes  d’activité

leucocytaire élevée (élastase PMN >290 ng

mL), ce qui pourrait limiter la capacité de

cette étude a corréler l'activité leucocytaire

séminale avec la production de formazan.

o Développement de plages normales

Deux déterminants clés de I'utilité clinique

de I'essai NBT peuvent étre déterminées.

Premiérement, le point de coupure optimal

pour maximiser la sensibilitt et la

specificitt  est 24lg formazan 107

spermatozoides, une sensibilité de 91,7 %

et une spécificité de 81,0 %. Les valeurs
prédictives positives et négatives pour ce
seuil de coupure sont respectivement de

89,2 et 85%. La surface calculee de la

courbe (SSC) est de 0,88, ce qui donne a

penser que la BNT a une excellente
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capacité a distinguer les individus fertiles
des individus infertiles.
e Caractéristiques de la population a
I’étude :
L’age moyen des 60 sujets était de 38,2 ans
et variait entre 28 et 50 ans. L’age n’a eu
aucun effet sur aucun des paramétres de
I’étude.
La durée moyenne de I’abstmence sexuelle
était de 3,1 jours, avec une plage de 0 a 7
jours. Quatre patients s’étaient abstenus
pendant moins de jours que le nombre
recommandé avant le prélevement de
I’échantillon. Le retrait de ces patients n’a
eu aucun effet sur les résultats. Trente-
quatre (57 %) des hommes présentaient
une analyse du sperme anormale, mais
aucun n’avait une asthénocombospermie
ou une oligozoospermie grave. Les
échantillons ont été congelés en moyenne
76 minutes apreés leur prélevement et ont
passé en moyenne 14 jours en entreposage
avant leur décongélation.
Le pourcentage moyen de fragmentation de
I’ADN des spermatozoides dans le sperme
non fractionné était de 10,2 % et de 13,3 %
dans la fraction a haute densit¢ (P, 0,01),
le pourcentage moyen de 8 OHG était de
20,9 % dans le sperme non fractionné et de
18,9 % dans la fraction a haute densité.
Fraction [non significative (NS)] et le
pourcentage moyen de cellules caspasées
positives était de 20,4 % dans le sperme
non fractionné et le sperme fractionné,
respectivement (P, 0,01).
e Premiére expérience : comparaison des
pourcentages :
Fragmentation de 'ADN du sperme, base
oxydative dommages et caspase activation
dans les spermatozoides avant et apres la
cryoconservation
Relation entre la fragmentation de I’ADN,
80HAG et I'activation de caspase dans le
sperme frais
L’activation de caspase dans le sperme
frais avant la séparation, le pourcentage de
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fragmentation de I’ADN des

spermatozoides présentait une corrélation

tres positive avec le pourcentage de

80HdG (r ¥2 0,756, P, 0,001).

La méme corrélation a été trouvée entre

ces deux parametres dans la fraction a

haute densit¢ (r ¥ 0,568, P , 0,01). Une

corrélation tres positive a également été
relevée  entre le  pourcentage  de
fragmentation de 'ADN du sperme et le
pourcentage de cellules caspases positives

dans les échantillons séparés (r ¥ 0,711, P

, 0,001).

Le pourcentage moyen de fragmentation de

I’ADN du sperme et le pourcentage moyen

de 80HIG étaient plus élevés chez les

patients dont l'analyse du sperme était
anormale (7,4 % contre 12,4 %, P, 0,01 et

152% contre 252%, P , 0,001,

respectivement).

Il n’y avait aucune différence entre ceux

qui avaient une analyse du sperme normale

et anormale en termes d’activation de la
caspase (20,7 contre 20,2 %, NS).

o Effet de la cryoconservation sur la
fragmentation de T'ADN des
spermatozoides, les cellules 80HdG et
caspase positives :

La cryoconservation a entrainé  une

augmentation significative du pourcentage

de DNA fragmentation des
spermatozoides, du pourcentage 80OHdG et
du pourcentage de caspases positifs.

La séparation au moyen de DGC n’a pas

pu réduire ces augmentations par la suite,

et aucune différence significative n’a été
observée entre les paires séparées et non
séparées apres le dégel.

e Relation entre la fragmentation de
I’ADN des spermatozoides, les cellules
80HdG et caspase positives apres
cryoconservation :

Une corrélation  positive  entre le

pourcentage de fragmentation de I’ADN

des spermatozoides et le pourcentage de
80HdG aprés cryoconservation et
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séparation a I'aide de DGC (r ¥4 0,528, P,
0,05). La corrélation entre ces deux
paramétres n’a pas atteint de signification
dans les échantillons non fractionnés (r %

0,414, P ¥%,0,07).

La mesure dans laquelle le pourcentage de

fragmentation de I’ADN des

spermatozoides et le pourcentage de
80HdG ont augmenté a également été
positivement corrélée dans les échantillons
non fractionnés (r ¥ 0,486, P , 0,05) et
fractionnés (r ¥ 0,656, P , 0,01). Une
corrélation négative a été établie entre le
pourcentage de cellules positives a la
caspase et le pourcentage de fragmentation
de 'ADN des spermatozoides dans les

échantillons non fractionnés seulement (r

Y42 0,455, P, 0,05).

o Deuxieme expérience : effet de la
génistéine & composer cestrogénique
sur les lésions cryogéniques a 'ADN
des spermatozoides

L’ajout de 50 et de 100 mM de génistéine

a la cryoconservation a priorto moyen du

QASF a eu un effet protecteur important

sur 'ADN du sperme en termes de

pourcentage de fragmentation de ’ADN du
sperme dans la haute,la fraction de densité

(P, 0,001) et I’éjaculat non fractionné¢ (P,

0,05), et le pourcentage de 80OHdG dans la

fraction a haute densitté (P , 0,01) et

I'éjaculat non fractionn¢ (P, 0,01)

Avec l'ajout de 100 mM de génistéine au

milieu cryoprotecteur, le pourcentage de

fragmentation de 'ADN du sperme (12,2

contre 14,8 %, NS) et le pourcentage de 8

OHdG (20,8 contre 24,6 %, NS) dans la

fraction a haute densit¢ sont demeurés

inchangés apres la cryoconservation.

Le pourcentage de la fragmentation de

’ADN des spermatozoides dans la fraction

de haute densité est également resté

mchangé¢ avec l'ajout de 50 mM de

génistéine (12,2 contre 15,9 %, N.-E.),

mais le pourcentage 8OHIG était
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légerement plus élevé (20,8 contre 25,4 %,
P, 0,05).
Les concentrations de génistéine utilisées
ont également eu un effet important sur la
motilite apres le degel (P, 0,001) et la
vitalit¢ (P, 0,001) a laide de mesures
répétées, mais seuls les échantillons
contenant 100 mM de génistéine ont
démontré une vitalité nettement plus élevée
apres le dégel (P, 0,001).
Le véhicule dela génistéine, DMSO, n’a eu
aucun effet sur le pourcentage de
fragmentation de I'ADN du sperme, le
pourcentage de 80OHdG, la motilité ou la
vitalité par rapport a I’échantillon non
traité (P . 0,05 dans tous les cas).
e Troisieme expérience : effet d’un
inhibiteur de la caspase sur les lsions
cryogéniques de '’ADN du sperme

La supplémentation du milieu QASF avec
100 mM de I'inhibiteur de la pancaspase Z-
VAD(OMe)-FMK n’a eu aucun effet
protecteur sur 'ADN des spermatozoides
en termes de pourcentage de fragmentation
de 'ADN des spermatozoides ou de
pourcentage 80HdG dans la fraction a
haute
fractionnée post-dégeler en utilisant des
répetées ANOVA. De méme,

effet offert

densit¢ ou [I’éjaculation non

mesures

aucun protecteur par

I'nhibiteur de la caspase n’a été€ observé en

termes de motilité ou de vitalité post-dégel.

- Dans une  premiéere  Série
d’expériences, 1ils ont corréle le
nombre de leucocytes positifs a la
peroxydase avec les paramétres du
sperme dans les éjaculations de 125
patients. A savoir, dans chaque
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échantillon, la concentration des
leucocytes a été corrélée avec la
motilitt  des spermatozoides, la
concentration, la fragmentation de
I’ADN et la quantit¢ de ROS dans
le sperme entier.

Une corrélation négative entre le nombre
de leucocytes et le pourcentage de motilité
des spermatozoides (rs =0,20; p =0,02) et
le nombre de spermatozoides (rs = 0,22; p
=0,01).

Une corrélation positive a été détectée
entre le nombre de leucocytes et la
concentration totale de ROS (rs =0,70, p <
0,001) et le nombre de spermatozoides
montrant une fragmentation de I'ADN
détectée par TUNEL (rs =0,43; p=0,032).
Une tendance a la corrélation positive entre
le nombre total de spermatozoides
séminaux et le nombre de spermatozoides
dont '’ADN était endommagé (rs = 0,37; p
=0,07).

Aucune corrélation significative entre la
perte de MMP et la présence de
fragmentation de I'ADN dans les
spermatozoides n’a été trouvée (rs = 0,25;
p = 0,08).

Une corrélation positive entre le MMP et la
motilité des spermatozoides (types A et B)
(rs = 0,54, p <0,001) et la viabilit¢ des
spermatozoides (spermatozoides positifs a
I’éosine) (rs = 0,68, p < 0,001) a été
détectée (non montrée).

Dans le groupe d'étude, 21 spermatozoides

étaient considérés comme
asthénozoospermiques et 34 étaient
considérés comme non

asthénozoospermiques. Le pourcentage de
spermatozoides dont IADN est fragmenté
est exprimé par cytométrie en flux et
TUNEL.
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Ben

Les concentrations moyennes (+ SD) de
MDA dans le sperme et le pourcentage de
fragmentation de ADN étaient
significativement  plus élevés dans le
groupe asthénozoospermique que dans le
groupe non asthénozoospermique (8,81 *
1,01 vs 4,99 £0,76 8,81 + 1,01 nmol/107
spermatozoides, p = 0,008 et 28,01 + 2,23
% contre 19,34 £ 2,55 %, p = 0,006,
respectivement).

Les taux de 8-oxoguanine (xSD) ne
differaient pas significativement lors de la
comparaison des deux groupes (14,63+1,5
% contre 13,92+1,88 % ; p = 0,8),
respectivement. De nombreuses
corrélations significatives ont été trouvées
entre les paramétres de base du sperme
(niveaux de MDA du sperme et dommages
a lADN), et la fragmentation de 'ADN du
sperme était positivement  corrélée a
loxydation de 'ADN du sperme (p=0, 01;
r=0, 33).

Concernant les associations entre la
fragmentation de I'ADN et les paramétres
de routine du sperme : le test TUNEL était
corrélé négativement avec la motilité
globale des spermatozoides (p =0,001 ;r=
-0,43) ; La méme corrélation négative mais
plus faible a été trouvée avec la motilité de
type a (p =0,04; r=-0,27) et la motilité de
type b (p = 0,03 ; r=-0,28) ; cependant, il
y avait une forte corrélation avec le sexe de
la motilité des spermatozoides (p < 0,001 ;
r=-0,65).

La méme corrélation mais faiblement
négative a été trouvée pour la motilité de
type a (p = 0,04 ; r=-0,27) et la motilité de
type b (p = 0,03 ; r = -0,28). Cependant, il
y avait une forte corrélation avec le sexe de
la motilité des spermatozoides (p <0,001 ;
r=-0,65).

Les niveaux de MDA dans le sperme
étaient corrélés négativement avec la

concentration de sperme (p < 0,001 ;r = -




0,57), la motilité totale (p =0,01;r=-0,35)
et le type de motilité (p = 0,03 ;r =-0,32).
Il n'y avait aucune corrélation entre le
MDA et la fragmentation de IADN (p =
0,5) ou l'oxydation de IADN (p =0,7).

19- Evaluation des dommages a | S. Perez-Cerezales , S.|e Effet dustockage dans la fragmentation

PADN oxydatif favorisés par | Martmez-Pa'ramo , E. d,elAI.)N. s
Les échantillons conservés a court terme et
Pentreposage dans les | Cabrita , F. Marti'mez- | cryoconservés ont révélé un niveau de

Pastor . P. de Paz , M.P. ﬁagme,ntat,ion de ’ADN signiﬁf:ative_ment
plus élevé par rapport aux échantillons
ciel inverties selonle sexe Herra'ez fras 15% + 01et 14% =+ 0,56
respectivement), mais aucune difference
n’a été observée entre les deux procédures
de stockage.
Le traitement H202 utilisé comme témoin
posttif dans les trois types d’échantillons a
produt un niveau  similaire de
fragmentation de T'ADN dans chacun
d’eux, allant de 17,53 % + 0,91a21,34 %
1,29 dans les échantillons entreposés a
court terme et les échantillons frais,
respectivement.
Des differences dans les fréquences des
cellules par classes d’ADN en % ont été
détectées entre les trois procédures de
stockage. La figure 2 montre que les
spermatozoides provenant d’échantillons
frais  présentaient un  degré  de
fragmentation de ’ADN inférieur a 20 %,
la plupart des événements affichant moins
de 5 % d’ADNt.
Dans les échantillons stockés a court terme,
la fréquence des classes avec un
pourcentage tres faible d’ADNt a diminué
et il y avait un groupe de cellules bien
défini avec un pourcentage d’ADNt
supérieur a 40%. Cette population ne
figurait pas dans les spermatozoides frais
OU Cryoconserves.
Les spermatozoides Cryoconserves
présentaient un profil de fréquence
different, avec une quantit¢ de cellules
ayant moins de 5% d’ADNc que les

spermatozoides de truites arc-en-
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cellules fraiches et une population de
spermatozoides ayant entre 10 et 30 %
d’ADNL. Le traitement H202 a produit une
variation dans la distribution des cellules
par rapport au % d’ADNt, diminuant la
fréquence des cellules avec un faible degré
de fragmentation de TADN et augmentant
le rapport des cellules tres endommagées.
e Effet de la digestion de ’ADN avec les
endonucléases :
Les échantillons cryoconservés et stockés a
court terme, I'exposition au H202 a
augmenté la fréquence des cellules ayant
plus de 40 % d’ADN{.
Quand une étape de digestion avec ENDIII
et FPG était inclus dans le protocole d’essai
Comet, il n’y avait pas augmentation de
I’ADNt dans les spermatozoides frais.
L’action d’ENDIII apres traitement H202
a produit une augmentation de moyenne
d’ADN jusqua 27,52 % =+ 1,75, mais
aucune différence significative n’a été
décelée dans les échantillons traités au
H202 avec en ce qui concerne ceux digérés
avec FPG. Le % d’ADNt des échantillons
de spermatozoides conservés pendant cing
jours arévélé que la réaction a ENDIII n’a
pas augment¢ le % d’ADNt, mais une
légere augmentation a été observée apres la
digestion avec FPG.
Le traitement H202 n’a pas montré de
differences avec les spermatozoides non
traités. Néanmoins, la reéaction ENDIII
apres une exposition au H202 a produit
une augmentation en % d’ADNt qui n’a
pas été observée dans I'essai FPG.
Les digestions enzymatiques n’ont pas
augmenté la fragmentation de 'ADN par
rapport au contrdle cryoconservé. Comme
dans les échantillons frais, leffet du
traitement H202 a éte significatif,
augmentant le % d’ADN. Dans ce cas,
aucune des differences ont été observées
lorsqENDIII et FPG étaient appliqué
apres une exposition a H202.
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e Effet du stockage sur la viabilité des
cellules :

Les spermatozoides frais avaient une
moyenne de 90 % + 2,24 cellules viables,
alors que ce pourcentage a nettement
dimnué a 45% =+ 529 dans les
spermatozoides entreposés a court terme.
Les échantillons cryoconservés ont montré
69 % 14,35 de cellules viables. En
comparaison avec les résultats du
pourcentage de cellules ayant des
pourcentages  différents d’ADN, nous
avons observe que 90 % des cellules dans
les échantillons frais avaient moins de
15 % de chromatine fragmentée.

Les échantillons stockés a court terme ont
montré 68% de leurs cellules sous cette
valeur de fragmentation de ’ADN, alors
que seulement 58% des cellules
cryoconservées ont montré un degré de

fragmentation inférieur a 15%.

e Analyse des paramétres seminaux :
L'analyse des parametres séminaux des
groupes étudiés n'a pas montré de
differences significatives entre les groupes
AST, OAT et le groupe contrle
normozoospermique.

e Statut antioxydant total et taux de ROS
dans le plasma seminal :
Les niveaux moyens de ROS dans le
sperme  étaient  significativement  plus
élevés dans les groupes AST et OAT par
rapport au sperme normal (p<0,001).
Le TAS du sperme dans le groupe infertile
par rapport au sperme normal était
significativement plus faible dans les
groupes AST (p <0,001) et OAT (p <0,001)
par rapport au groupe témoin.
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e Produits de peroxydation lipidique
dans les spermatozoides :
Le niveau de 4-HNE, un aldéhyde
électrophile et un sous-produit naturel de la
LPO, comparé au niveau du groupe fertile
normozoospermique, a montré  une
augmentation trés significative dans les
groupes OAT (p<0,001) et AST (p=0,003).

e Apoptose et fragmentation de IADN :
L'exécuteur final de lapoptose, Caspase 3,
a été mesuré pour déterminer leffet de la
production de ROS de sperme sur
l'apoptose des spermatozoides.

Par rapport aux valeurs observées dans le
groupe standard, lactivitt moyenne de la
caspase-3 s'est avérée significative ment
plus élevée (p <0,001) dans le groupe OAT
et le groupe AST (p = 0,005) par rapport
aux sujets azoospermes standard.

e Correlation entre le statut redox du
sperme et le 4-HNE, la fragmentation
de IADN, lactivité de la caspase-3 et
les parametres conventionnels  du
sperme :

Parmi tous les groupes étudiés, une relation

a été trouvée entre le TAS séminal, le ROS

séminal, les marqueurs de stress oxydatif

du sperme, la fragmentation de I'ADN et
les paramétres conventionnels du sperme.

Dans le plasma séminal, il y avait une

corrélation négative entre les niveaux de

ROS et la PAS (r=-0,51, p<0,001). Les

niveaux séminaux de ROS ont montré une

forte association positive avec les niveaux
de 4-HNE (r = 0,46, p <0,001), l'activit¢ de
la caspase 3 (r = 0,53, p <0,001) et les
niveaux de fragmentation de 'ADN (r =

0,48, p <0,001). La diminution observée

des valeurs de TAS séminales chez les

males infertiles était inversement associée

a une activité accrue de la caspase-3 (r = -

0,22, p = 0,028), 4HNE (r = -0, 36, p =
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0,002) et des niveaux d'ADN
fragmentation (r=- 0,39, p <0,001).

Les niveaux séminaux de ROS ont montré
une  corrélation  négative  forte et
significative avec la concentration totale de
spermatozoides. Une association négative
similaire a été observée dans la motilité
totale des spermatozoides (r = -0,56, p <
0,001) et la morphologie normale des
spermatozoides (r =-0,61, p =0,001) dans
la population étudiée.

L'augmentation de la fragmentation de
IADN et de lactivité de la caspase-3 a
également montré une forte corrélation
négative avec une diminution de la motilité
des spermatozoides (r=-0,58, p<0,001 ; r=-
0,51, p<0,001, respectivement) et une
morphologie normale des spermatozoides
(r=-0,48, p<0,001 ; r=-0,56, p<0,001) pour
tous les groupes d'étude.

La diminution de la concentration de
spermatozoides na pas montré de
corrélation significative avec la
fragmentation de 'ADN et l'activité de la
caspase-3. Nous avons également évalué
les associations entre les niveaux de
sperme 4-HNE et les parametres du
sperme. 1l est nécessaire de verifier
l'orthographe de votre travail.

Une corrélation négative significative a éte
observée entre les niveaux de 4-HNE, la
motilité totale des spermatozoides (r = -
0,62, p <0,001) et la morphologie normale
des spermatozoides (r = -0,53, p <0,001).
La concentration de sperme a montré une
association inverse (r = -0,37, p = 0,004)
avec le niveau de 4-HNE dans la
population étudiée. Les taux de 4-HNE
dans le sperme étaient positive ment
associés au pourcentage de dommages a
ADN (r =0, 52, p <0, 001) et a lactivité
de la caspase-3 (r = 0, 48, p <0, 001).




