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RESUME

La fragmentation de I’ADN spermatique fait référence a des ruptures et des lésions dans le
matériel génétique du spermatozoide, L’impact de cette fragmentation est principalement sur
le développement embryonnaire précoce et fausses couches, précoce. L’objectif de ce travail
est de déterminer 1’effet de la fragmentation de I’ADN spermatique sur les résultats de
I’injection Intracytoplasmique d’un spermatozoide (ICSI), et identifier la nature de la relation
entre ’indice de fragmentation d’ADN (DFI) et les différents paramétres spermatiques.

La technique utilisée est le Sperm Chromatin Dispersion (SCD) qui consiste en une libération
partielle des protéines chromatiques : une dispersion des boucles d’ADN autour de I’ADN
nucléaire qui reste attaché aux protéines résidus.

Nos principaux résultats ont révélé une faible corrélation (P = 0.028) et coefficient de
corrélation(r =-0.052) entre le taux de DFI et 1’age des patients, pour le tabagisme nous avons
observé I’absence de corrélation avec le DFI.

De méme, entre I’indice de masse corporelle (BMI) et les résultats de I’indice de
fragmentation d’ADN (DFI) et entre la morphologie spermatique (anomalie de la téte) et le
DFI. En revanche, Nous avons trouvé une claire corrélation négative entre la mobilité des
spermatozoides dans 1’éjaculat et le DFI, (r= -0.178 ; P= 0.034) ce qui signifie que, plus le
DFI augmente la mobilité diminue.

Concernant I’issu de I’injection intracytoplasmique d’un spermatozoide (ICSI)nos résultats
n’ont pas montré une nette amélioration en termes de grossesses cliniques ou naissance et pas
de diminution des fausses couches, ceci dit, ¢ca reste une étude rétrospective réalisée sur une
petite série.

Cette présente étude a permis de mieux comprendre et identifier les causes de I’infertilité
masculines et leurs impacts sur les parametres spermatiques et I’issu d’ICSI en corrélation
avec l’indice de fragmentation d’ADN spermatique(DFI), et par cela mieux cibler les
problémes d’infertilité et trouver des solutions plus fiables et sures pour une fertilité
meilleure.

Mots clés: Infertilité masculine, Fragmentation d’ADN spermatique, Corrélation,
Spermatozoides.



ABSTRACT

The spermatic DNA fragmentation refers to fractures and lesions in the genetic material of the
sperm. The impact of this fragmentation is primarily on early embryonic development and
miscarriages premature. The objective of this work is to determine the effect of the
fragmentation of sperm DNA on the results ofIntracytoplasmic Sperm Injection(ICSI), and
identify the nature of the relationship between DNA Fragmentation Index (DFI) and various
sperm parameters.

The technique used is the Sperm Chromatin Dispersion (SCD), which consists of partial
discharge chromatic proteins: a dispersion of the DNA loops around the nuclear DNA, which
remains attached to the protein residues.

Our main results revealed a low correlation (P = 0.028) and correlation coefficient (r = -0052)
between the DFI rate and patient age, for smoking we observed no correlation with the DFI.

Similarly, between the BMI and the results of DFI, and between sperm morphology
(abnormality of the head) and the DFI. However, we found a clear negative correlation
between the mobility of sperm in the ejaculate and the DFI (r = -0178, P = 0.034) which
means that more DFI increases the mobility decreases.

About the outcome of Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI), our results have not shown a
clear improvement in clinical pregnancy, births and no reduction in miscarriages, the reason
could be that the study was retrospective and it has been done on a small sample.

This study, allowed us to understand more profoundly the causes of male infertility, their
impact on semen parameters and the outcome of ICSI in correlation with spermatic DNA
Fragmentation Index (DFI), and that for a better target infertility problems and find more
reliable solutions for better fertility.

Keywords: Male infertility, spermatic DNA fragmentation of, Correlation, Sperm.
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INTRODUCTION GENERALE

L’infertilité touche un nombre croissant de couples en age de procréation. On explique ce
phénomene par une plus grande initiative des couples a dévoiler leur infertilité et de ce fait, a
consulter et par une augmentation réelle de 1’incidence de cette maladie. Dans le monde, plus
de 70 millions de couples souffrent d’infertilité (Boivin et al., 2007).

L’infertilit¢ est communément définie comme 1’impossibilité pour un couple de concevoir
une grossesse aprés douze mois de rapports sexuels réguliers non protéges (Liu et
Handelsman, 2003).En Algérie, Le Ministére de la Santé, de la Population et de la Réforme
hospitaliére avance le chiffre de 300 000 couples mariés, qui ne parviennent pas a concevoir
un enfant, de maniere naturelle(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 appréciée en utilisant le systéeme de la
classification proposé par I’OMS (Rowe et al., 1993).Les étiologies masculines de la stérilité
se manifestent généralement par un changement d'un ou plusieurs parametres du sperme.
Cependant, les tests évaluant la fertilité masculine demeurent peu prédictifs de la survenue
d’une grossesse, il s’est avéré difficile de définir une valeur seuil des tests appliqués. Ils font
ainsi 1’objet de nombreuses controverses quant a leur utilité dans le domaine de la Procréation
Médicalement Assistée (PMA) (Rowe et al., 1993).

Les progrés récents en biologie de la reproduction ont amélioré la compréhension de la
physiologie des spermatozoides et des mécanismes impliqués dans la fécondation (Sergrie
etal., 2005). Ainsi, la chromatine spermatique et l'intégrité d'’ADN est essentielle pour
s'assurer que le spermatozoide fécondant puisse soutenir le développement embryonnaire dans
le seul but est d’aboutir & une naissance (Barratt et al., 2010).

L’objectif de cette étude est de déterminer la nature de la relation entre I’indice de
fragmentation d’ADN (DFI) et les différents paramétres spermatique standards et de
déterminer I'utilité clinique du test de la fragmentation d'ADN(SCD) en PMA(ICSI).
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I. ANATOMO-PHYSIOLOGIE DE L’APPAREIL GENITALE MALE.
I.1. Les voies génitales de ’homme

1.1.1. Epididyme
Une structure en forme de virgule. Sa téte, qui contient et recoit les spermatozoides des
canalicules efférents, recouvre la face supérieure du testicule. Son corps et sa queue, qui
repose sur la face postéro-latérale du testicule, renferment la partie trés pelotonnée de
1I’épididyme, appelée canal épididymaire (Marieb et al., 1999).

1.1.2. Les glandes annexes
L’¢éjaculat est constitué par un mélange de sécrétions s’effectuant en 4 fractions et les deux
tiers des spermatozoides sont contenus dans la premiére moiti¢ de 1’¢jaculat :

e Fraction pré-éjaculatoire: au moment de I’excitation sexuelle, les secrétions
proviennent des glandes de cowper qui sembleraient jouer un réle de lubrification
pour 1’écoulement du sperme.

e Provenant des glandes prostatiques contient des enzymes qui permettant une
liquéfaction de I’¢jaculat.

e Fraction principale : un mélange de sécrétions prostatiques et vésicules séminales
impliqués dans la formation du coagulum séminal.

e Fraction terminale : constituée des sécrétions des vésicules séminales et est plus fluide
(Jouannet, 2001).

1.1.3. Le pénis
Le pénis est ’organe de la copulation, destiné a déposer les spermatozoides dans les voies
génitales de la femme (Marieb et al., 1999). Le pénis comprend une racine fixe, un corps
mobile et se termine par un renflement, le gland du pénis. Le pénis est un organe spécialisé
compose de trois colonnes de tissus érectile qui se remplissent de sang (Figure 1), permettant
la pénétration du pénis dans le vagin pendant les rapports sexuels (Van de Graff et Rhees,
2002).
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Figure 1 : Coupe sagittale de I’appareil génitale masculin. (bailleul et al., 1991).



1.1.4. Les testicules

Gonades males productrices de spermatozoides (Mariebet al., 1999). Les testicules sont
enveloppés dans un sac de peau, scrotum (Van de Graff et Rhees, 2002), chaque testicule est
recouvert de deux couches de tissu ; la tunique vaginale externe et la tunique albuginée
interne (Van de Graff et Rhees, 2002). Des projections de 1’albuginée forment les cloisons
de testicule, qui divisent celui-ci en 250 & 300 lobules dont chacun renferme de un a quatre
tubules séminiféres contournés qui fabriquent les spermatozoides (Marieb et al.,1999).

Les tubules séminiferes contournés de chaque lobule convergent vers un tubule seminifére
droit qui transporte les spermatozoides jusqu’au rete testis (Marieb et al.,1999) (Figure 2).
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Figure 2 : Structure anatomique d’un testicule humain (Nazzal, 2002).

1.2. Processus de la spermatogenése dans le tube séminifére

1.2.1. La spermatogeneése

La spermatogenese est le processus combiné de prolifération cellulaire, de division méiotique
et de maturation cellulaire qui aboutira a la formation de spermatozoides matures ; lesquels
acquerront leur pouvoir fécondant dans 1’épididyme (Clermont, 1972), (Kerr et al., 2006).
Ce processus s’opére dans les tubules séminiféres a I’intérieur des quels les cellules de
Sertoli, par le biais de leurs extensions cytoplasmiques, assurent un support au développement
des cellules germinales (Volg, 1988). Les cellules de Sertoli représentent la structure unique
des tubules séminiferes permettant la migration des cellules de la lignée spermatique de la
membrane basale vers la lumiére du tubule au fur et a mesure que la différenciation cellulaire
s’effectue (Kerr et al., 2006). Les spermatozoides matures sont ensuite relachés dans la
lumiere des tubules séminiferes d’ou ils seront acheminés et conservés dans I’épididyme en
attendant 1’¢jaculation.



e La phase de multiplication
Les spermatogonies sont les cellules germinales males retrouvées en périphérie dans les
tubules séminiféres. Une coupe transversale d’un tubule séminifére est présentée a la
(Figure 4). Certaines spermatogonies subissent une série de divisions mitotiques permettant
ainsi de maintenir leur nombre. Chez I’humain, on distingue deux types de spermatogonies ;le
type A et le type B (Clermont, 1972). Les spermatogonies de type A sont dites A pales ou A
foncées selon leurs caractéristiques morphologiques (Clermont, 1972), (Amann, 2008). Les
cellules de type A foncées sont des spermatogonies de réserve se divisant rarement mais qui,
sous ’effet d’un stimulus encore inconnu, se différencient en spermatogonies de type A pales.
A partir des cellules souches (cellules diploides), se forment plusieurs générations de
spermatogonies:
¢ Spermatogonies souches : Ad (d= dark) : noyau foncé, a chromatine finement
granuleuse, avec au moins une vacuole centrale claire.
¢ Spermatogonies poussiéreuses: Ap (p=pale) : noyau clair, a chromatine fine
renfermant un ou plusieurs nucléoles.
¢+ Spermatogonies crodtelleuse: (B) : noyau plus au moins foncé, a chromatine
disposée en bloc.
Les spermatogonies se multiplient par mitoses normales, la cellule de base est la
spermatogonie Ad qui se diviseen 2 :
¢+ Spermatogonie Ad : reste cellule souche (pool de réserve).
% Spermatogonie Ap qui elle-méme se divise en deux. Elle donne deux Spermatogonies
B. (Figure 3)
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Figure3 : Schéma de la phase de multiplication des cellules germinales males (Humeau et
al., 2005).

e La phase d’accroissement
Les spermatogonies de derniére génération cessent de se diviser, augmentent de volume et se
transforment en spermatocytes de premier ordre (cellules diploides), qui se bloguent dans les
stades initiaux de la prophase meiotique jusqu’a la puberté.
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Figure 4 : Coupe transversale de tube séminifere (Humeau et al., 2005)

e La phase de maturation

Les spermatocytes | subissent la méiose : deux divisions successives qui vont entrainer la
réduction de moitié du nombre des chromosomes et de la quantité¢ d’ADN.

% Premiére division de méiose ou division réductionnelle
Les spermatocytes | (2n chromosomes, 2q ADN) doublent leur quantité d’ADN (4q ADN)
puis subissent cette premiére division qui va aboutir a la formation de 2 spermatocytes Il
(cellules haploides) mais & 2q ADN et ne contenant qu’un seul chromosome sexuel (X ou
Y).Cette phase est longue et dure plusieurs jours (23 jours) (Amann, 2008), (De Krester,
2007).

++ Deuxiéme division de méiose ou division équationnelle
Elle aboutit, a partir d’un spermatocyte Il a. 2 spermatides a (n chromosomes, ¢ ADN).Elle
est courte et dure quelques heures.

1.2.2. La Spermiogénése

La spermiogénese est un processus de maturation et de métamorphose cellulaire permettant la
transformation des spermatides rondes en une structure ultra organisée : le spermatozoide
mobile. Cette étape ne comporte aucune division cellulaire, mais concerne plutét la
morphogenese de 1’acrosome, la condensation nucléaire, le développement du flagelle, la
réduction du cytoplasme, la réorganisation de ses organites et la spermiation (Kerr et al,
2006), (De Krester 2007).

e La formation de I’acrosome
L’appareil de Golgi fournit de nombreuses vésicules qui confluent pour donner une vésicule
unique: la vésicule pro-acrosomique. Cette derniére, se plaque et s’étale au niveau du pole
antérieur du noyau sous forme d’un capuchon acrosomique : c’est 1’acrosome, qui est tres
riche en enzymes hydrolytiques (hyaluronidase, acrosine, etc.)(Kerr et al., 2006).



e La formation du flagelle
Il se développe a partir des deux centrioles, qui se trouvent d'abord a proximité de I'appareil
de Golgi.
-Le centriole proximal : 1l vient se loger dans une Iégére dépression du noyau au p6éle opposé
a I’acrosome et il ne sera pas modifié.
-Le centriole distal : 1l disparait progressivement et il est remplacé par une structure complexe
en forme d’entonnoir : structure axonémale. Pendant que s’¢élabore cette structure, les
microtubules du centriole distal s’allongent et s’organisent en un axonéme typique (9 doublets
périphériques et un doublet central).Cet axonéme s’allonge et émerge de la cellule en
repoussant la membrane plasmique (Kerr et al., 2006).

e La condensation du noyau
Le noyau devient de plus en plus petit, se condense et adopte sa forme typiquement aplatie. Il
est coiffé a sa partie antérieure par l'acrosome. Le noyau et I'acrosome forment la téte du
spermatozoide (De Krester, 2007).

e La réduction du cytoplasme et la réorganisation de ses organites
La structure modifiée de I’axonéme formant le point d’articulation avec le noyau est la piece
de connexion (relie la piéce intermédiaire a la téte dans le spermatozoide mature).
Les fibres externes denses et I’enveloppe fibreuse sont développées au fur et a mesure que le
processus de la spermiogénese progresse. La piece intermédiaire procure non seulement une
stabilit¢ au flagelle, mais pourrait aussi jouer un role d’échafaudage moléculaire dans le
positionnement d’enzymes clés, tels que CatSperl (hyperactivation et capacitation) et
Calcium ATPasel (hyperactivation) nécessaires a la mobilité du spermatozoide (De Krester,
2007).
L’enveloppe de mitochondries de la piece intermédiaire se forme a la fin de la réorganisation
du cytoplasme et des organites. Les mitochondries restées en périphérie de la spermatide se
rejoignent en spirale autour de la région proximale du flagelle (la piéce intermédiaire dans le
spermatozoide mature). Cette forme hélicoide offre moins de résistance au fléchissement
(Kerret al., 2006). Survient ensuite la séparation du spermatozoide de la cellule de Sertoli (la
spermiation) durant laquelle le cytoplasme, qui a migré en position caudale, est désagrégé et
par la suite phagocyté par les cellules de Sertoli. (Figure 5)
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Figure 5 : Schéma représentatif des modifications cytologiques au cours de la spermiogénese
(Blanc et al., 1998).

e La maturation post-testiculaire

Les spermatozoides relachés dans la lumiere des tubules séminiferes ne sont pas encore
fonctionnels et, de ce fait, sont incapables de féconder un ovocyte. C’est lors de leur passage
dans I’épididyme qu’ils subiront une série de changements qui leur permettront d’acquérir
leur pouvoir fécondant (mobilité progressive, habileté a féconder un ovocyte).

Un de ces changements implique une modification, par des protéines de 1’épididyme, de
I’emplacement des lipides et des protéines de la membrane plasmique des spermatozoides afin
de former des complexes de signalisation essentiels a la fécondation (Cornwall, 2009).
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1.3.Cytophysiologie de la spermatogenése

La fonction testiculaire est régulée en grande partie par I’axe hypothalamo-hypophyso-
testiculaire. L’hypothalamus libére la GnRH qui agit en se liant a des récepteurs spécifiques
situés dans I’hypophyse antérieure donnant le signal de sécréter 1’hormone folliculo-
stimulante (FSH) et I’hormone lutéinisante (LH).

La FSH, de concert avec la testostérone (androgene principal sécrété par les testicules),
stimule le processus de la spermatogenese. Un des nombreux effets de la FSH sur les cellules
de Sertoli est d’entrainer la libération de lactate (substrat préféré au glucose par les
spermatocytes de ler ordre) permettant de fournir 1’énergie nécessaire aux cellules germinales
en développement. La LH quant a elle agit sur les cellules de Leydig pour stimuler la
biosynthese de la testostérone (Liu et Handelsman, 2003).

Un schéma de I’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire est présenté¢ a (la figure7).La
testostérone assure le maintien de la spermatogenése via son action sur les cellules de Sertoli.
La présence de récepteurs fonctionnels aux androgenes sur les cellules de la lignée germinale
est encore aujourd’hui controversée. Cependant, certaines études ont démontré que
I’expression de ces récepteurs est spécifique a 1’état de développement des cellules
germinales. Des techniques comme 1’immunofluorescence ont permis de détecter la présence
de récepteurs aux androgenes sur les spermatozoides humains, ce qui porte a croire que ceux-
ci pourraient jouer un réle t6t dans la spermatogenese (de Krester 2007), (Wang et al,2009).
La testostérone exerce également un réle dans la boucle de rétrocontrdle en inhibant la
sécrétion de LH et de GnRH par 1’hypophyse et I’hypothalamus respectivement. L’inhibine,
une glycoprotéine sécrétée par les cellules de Sertoli, exerce un rétrocontréle sur les cellules
de I’hypophyse antérieure pour diminuer la sécrétion de la FSH (Krester, 2007).

C Hypot{n:lamus ) B S s 1

=
| GnRH |
*® <> Hypophyse
antérieure
i ( Cellule B Cellule « i
o @ wH) S
. ¥
: ) 4 v
.
1
L]
® «¥

Testicule

Cellules
de Sertoli

Cellules
de Leydig

Y®
Spermatogénése Testostérone
DA

(=] ?

| Testostérone |————————— '

Figure 7 : Schéma des différentes composantes de 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire
(Quang Nhuan, 2002)



Il. INFERTILITE MASCULINE.

Les différentes causes de I’infertilité masculine

I1.1. Anomalies de I'éjaculation :

e Impuissance ou échec a I’éjaculation
L'impuissance, ou le dysfonctionnement érectile, est une incapacité d'avoir ou maintenir une
érection assez longtemps pour permettre au rapport sexuel d'avoir lieu (Godwin, 2004).

e Ejaculation prématurée
Est caractérisé par l'incapacité du patient de controler la période de I'éjaculation d'une maniére
qui permet a son partenaire d‘atteindre I'orgasme (Nieschlag et al., 2010).

e Ejaculation rétrograde
Les sphincters de la vessie sont fermeés a I'heure de I'éjaculation empéchant de ce fait passage
du sperme vers l'arriere dans la vessie. Les maladies telles que le diabete et la sclérose en
plaques peuvent altérer la fermeture de ces sphincters menant a I'éjaculation rétrograde
(Godwin, 2004).

e Ejaculation extra-vaginale
Le dép6t du sperme en dehors du vagin peut se produire non seulement dans les cas de
I'éjaculation prématurée mais également chez les hommes qui ont des hypospadias ou des
épispadias graves. Dans ce dernier cas I'ouverture de I'urétre n'est pas au bout du pénis mais
plutdt quelque part le long de I'axe du pénis a cause de I'échec du développement du reste de
I’urétre (Godwin, 2004).

11.2.Cause immunologique

Quand la barriéere hémato-testiculaire est franchie, le systéme immunitaire produit des
anticorps contre les spermatozoides (Rizk et al., 2008). C'est le cas apres obstruction partielle
ou complete des canaux de transport du sperme provoqué par une chirurgie : une vasectomie,
traumatisme, infection des glandes accessoires, ou une épididymite (Rizk et al., 2008).

Des anticorps de la classe IgM sont produits juste apres la rupture de la barriere hémato-
testiculaire, mais géenéralement ceux-ci ne sont pas déversés dans I'éjaculat. Par la suite, les
anticorps de la classe 1gG apparaissent dans le sang et dans le plasma séminal, qui se fixent
fortement aux spermatozoides. En cas d'infection ou d'inflammation de I'épididyme par
exemple, les anticorps sécrétoires de la classe IgA sont produits (Rizk et al., 2008).

Les anticorps anti-spermatozoides réduisent la capacité de fertilisation des spermatozoides par
plusieurs mécanismes, y compris l'inhibition de la migration des spermatozoides a travers le
mucus cervical (Rizk et al., 2008).

La réaction immunitaire produit des especes réactives oxygénees et l'agglutination de
spermatozoides (Rizk et al., 2008).

11.3. Anomalies congénitales

La cryptorchidie, en particulier si elle est bilatérale, est associée a une infertilité due a
I'oligozoospermie ou a l'azoospermie (Rizk et al., 2008). L'obstruction a I'écoulement des
spermatozoides du testicule a I'extérieur a comme conséquence l'azoospermie. Une telle
obstruction peut étre provoquée par le blocage de I'épididyme ou l'absence congénitale des
deux conduits déférents (Godwin, 2004).

L'infertilité masculine peut résulter des anomalies génétiques comme le syndrome de
Klinefelter (homme avec XXY) ou autres rares anomalies chromosomiques (aneuploidie ou
translocations) ou de microdélétions du chromosome Y (Forester et al., 2001).



L’hypogonadisme hypogonadotropique congénital est associ¢ avec l'anosmie dans le
Kallmann, qui est habituellement détecté a I'age de puberté (Rizket al., 2008).

11.4. 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 (Infection de Glandes Accessoires Masculines) 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 et al., 2008).

I1.5. Les leucocytes

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 €jaculats normaux. Des études ont
démontré une corrélation entre la leucocytospermie et 1’altération d’ADN spermatique
(Alvarez et al, 2002), (Erenpreiss et al., 2002); (Fariello et al., 2009) ;(Saleh et
al.,2002).L’augmentation de ROS séminal est associée avec la leucocytospermie et avec la
réduction des concentrations des antioxydants (Omu et al, 1999) ; (Yadav et al.,2006).

11.6.Varicocele

La varicocéle résulte de la pression hydrostatique accrue dans le plexus pampiniforme
intrascrotale et dans les veinules testiculaires (Rizk et al., 2008).

Le mécanisme exact par lequel la varicocéle influence la fertilité reste peu clair. De diverses
possibilités continuent a étre discutées : la perfusion réduite du testicule affecté en raison de la
pression veineuse accrue conduisant a une atrophie avec une réduction typique de volume
testiculaire (Nieschlag et al, 2010).

11.7. Causes iatrogéniques

e Médicaments
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 et al, 1993), (Rowe et al., 2000).

e Intervention chirurgicale
L'infertilité 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).Les brdlures et le traumatisme cranien peuvent également causer la
diminution de la production de spermatozoides (Godwin, 2004).

11.8.Radiothérapie

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

<A 0.1 Gy : sans effet

0.15 a 0.5 Gy : oligozoospermie tres sévere.

0.5 a 0.8 Gy : azoospermie réversible (1an).

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

4-6 Gy : azoospermie irréversible.



11.9. Chimiothérapie
Ayant une action sur le cycle mitotique cellulaire, son retentissement est trés variable selon le
type de produit utilisé ainsi que la dose totale prescrite.

e Alkylants: Cyclophosphamide, chlorambucil, busulfan...etc.

e Sels de platine :  Cisplatin, carboplatine.

e Antagoniste des folates : Meéthotrexate.
La dose et la durée du traitement : I’azoospermie est rarement réversible aprés 400 mg
de chlorambucil, 6 a 10 g decyclophosphamide...etc (Baudino et al., 2012).

I1.10. L’Obésité

Dans la plupart des études menées chez des couples infertiles, on observe une incidence plus
élevée de I’obésité chez I’homme en cas d’infertilité masculine (Magnusdottir et al., 2005),
(Pauli et al., 2008). En fécondation In vitro (FIV), on observe un impact négatif d’un indice
de masse corporelle(BMI) élevé de I’homme (et de la femme) de fagon combinée et de fagon
indépendante sur les taux de naissance (Petersen et al, 2013). Plus le BMI de ’homme est
élevé et moins il y aurait de chances de grossesse en FIV (Keltz et al., 2010) L’ impact négatif
du BMI ¢élevé de I’homme sur le taux de naissances vivantes en FIV ou ICSI serait associé a
un taux de blastulation diminué (Bakos et al., 2011), (Colaci et al., 2012). Au niveau des
gametes, plus le BMI de I’homme augmente plus le risque de présenter une oligozoospermie
ou une azoospermie est élevée. Il semble en étre de méme chez des hommes maigres
(Sermondade et al., 2012).

Plus le BMI de I’homme est élevé et plus il y a un risque d’ADN(Acide désoxyribonucléique)
spermatique fragmenté, élément associé a un risque accru de moindre fécondance et de fausse
couche. L.’obésité abdominale tend également a diminuer le nombre total de spermatozoides
et leur mobilité (Dupont et al., 2013).

Ainsi, le BMI n’est pas le seul paramétre a évaluer : la masse grasse, le statut métabolique
(lipidique, glucidique...) et I’alimentation doivent étre prises en compte. L’alimentation
(I’apport en antioxydants en particulier) peut modifier certains paramétres spermatiques. Un
stress oxydatif accru peut occasionner des lésions susceptibles de diminuer leur pouvoir
féecondant (Young et al., 2008), (Schmid et al., 2013).

Les antioxydants d’un régime peuvent agir soit directement comme des antioxydants soit
comme des cofacteurs essentiels pour les systémes des antioxydants enzymatiques SOD, CAT
et Gpx. Le plasma seminal contient les deux antioxydants enzymatiques et les molécules de
faible poids moléculaire non antioxydants enzymatiques tel que : I’acide ascorbique, L'a-
tocophérol, I’acide urique, 1’albumine, la carnitine (Lanzafame et al., 2009).

Une étude a été réalisée pour €lucider 1’association entre les apports alimentaires et les
parametres du sperme, et ’altération de I’ADN. Les hommes agés (>44 ans) avec un meilleur
apport de vitamine C, vitamine E et le zinc ont les taux les plus faibles de fragmentation
d’ADN, des taux similaires a ceux des hommes plus jeunes (Schimid et al., 2012).

11.11. Le tabagisme

Le tabac de la cigarette contient une forte concentration de ROS (les especes réactives
oxygenées) y compris O-2 et OH, il a été démontré sa participation dans la réaction de Fenton
et la production de H202 et cause ’endommagement de I’ADN (Valavanidis et al.,
2009).Le cadmium et le plomb sont dérivés de la cigarette et causent aussi les cassures de brin
d’ADN (Hengstler et al., 2003) et sont présents dans le liquide séminal associés a 1’indice de
stress oxydatif(kiziler et al.,2007).La nicotine est oxydative et peut entrainer la cassure de



double brins d’ADN dans I’ADN spermatique In vitro (Arabi, 2004). La cotinine, est une
métabolite majeur, elle est détectée dans le plasma séminal des fumeurs (Wong et al., 2000).

I1.12.L’alcool

La consommation aigue ou chronique d’alcool peut aussi affecter la fertilit¢ masculine. Il est
bien documenté que 1’éthanol supprime 1’axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire entrainant
ainsi une diminution importante des hormones essentielles a la production des spermatozoides
(Gordon et al., 1976), (Ren, 2005).

11.13.La chaleur

La position de scrotum agit d’une facon a maintenir la température des testicules plus basse
de celle dans le corps. L’élévation de la température dans le scrotum, ou 1’hypothermie, est
associée a I’infertilité masculine et I’altération de la spermatogenése (Mieuss et al.,
1987).L’arrét de la spermatogenése augmente le nombre des spermatozoides immatures ou
des spermatozoides (incompletement matures) dans 1’épididyme et 1’éjaculat (Dada et al.,
2003), et ce sont des sources majeures de ROS (Gil-Guzman et al., 2001),(Ollero et al.,
2001).L’hyperthermie scrotale peut étre le résultat des sous-vétements tres serrés(Southom,
2002).

1. 14. Infertilité idiopathique

Dans environ 25% des partenaires masculins dans les couples infertiles il n'y a aucune cause
avérée pour expliquer les mauvais parameétres du sperme. Le mot idiopathique est employé
pour indiquer ces mauvais parametres non expliqués (Godwin, 2004).



I11. ADN SPERMATIQUE

La reproduction chez les hommes est caractérisée en particulier par la production d'un grand
nombre de spermatozoides par le processus de spermatogenese dans laquelle la normalité
phénotypique des gametes et leur intégrité génomique peut étre altérée (Aitkenet Krausz,
2001). La formation des spermatozoides matures est un processus unique impliquant une série
de méioses et mitoses, changement dans l'architecture cytoplasmique, le remplacement des
histones somatiques par des protéines de transition et I'addition finale des protamines, menant
a une chromatine fortement compactée (Kumarooet al., 1975) ; (Goldberg et al., 1977) ;
(Poccia, 1986).

111.1.Structure d’ADN

La structure du nucléosome a été trés conservée au cours de I'évolution. La structure
cristallographique de sa particule de cceur a été déterminée pour plusieurs especes a des
résolutions allant jusqu'a 1,9 A (Chantalat et al., 2003) ; (Clapier et al., 2008) ; (Luger et
Richmond, 1998b) ; (Tsunaka et al., 2005) ; (White et al., 2001); (Luger et al., 1997).

Elle est composée de 146 paires de bases d'/ADN faisant 1.65 tour autour d'un octameére
protéique comprenant deux exemplaires de chacune des histones H3, H4, H2A et H2B.
L'ADN est maintenu par 116 liaisons hydrogéne directes avec les histones localisées en 14
endroits distincts de la particule (Luger et Richmond, 1998b).

Les queues N terminales des histones, flexibles, ne sont pas définies dans la structure
cristallographique, sauf celle de H4 qui établit une interaction avec un dimere H2A-H2B
appartenant a un nucléosome voisin et se trouve ainsi stabilisee.

Ces queues portent de nombreux sites de modifications post-traductionnelles dont la
combinatoire transmet d'importantes informations épigénétiques. (Luger et Richmond,
1998a).

I11.2. Structure de la chromatine spermatique

La chromatine spermatique est organisée en une structure compacte et cristalline avec un
ADN haploide et des protéines hétérogenes, ce haut niveau de condensation et insolubilité
joue un rdle protecteur durant le transport du matériel génétiqgue masculin dans les voies
génitales de ’homme et de la femme (Tateno et al., 2000).La condensation finale de I’ADN
qui est six fois plus forte que dans le cas de chromosomes mitotiques des cellules somatiques.
Les histones subissent une acétylation massive avant d’étre remplacées par des petites
protéines de transitions qui seront-elles-mémes remplacées par des protamines (Meistrich et
al., 2003) (Figure 8).Ce phénomeénes est nécessaire pour permettre au spermatozoide d’étre le
plus mobile possible et implique que la cellule puisse temporairement fonctionner sans I’ADN
nucléaire (Kimura et Yanagimachi, 1995); (Ogura et al., 1994).
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Figure 8: schéma représentatif des changements cellulaires et chromatiques majeurs qui se
produisent durant la spermatogenese (Cheung et al., 2009)

Cette condensation est assurée juste pour la fécondation et non durant le développement
embryonnaire. Il est important de comprendre le mécanisme de compaction d’ADN
spermatique et la différence par rapport aux cellules somatiques ; la compaction se passe par 4
niveaux (Hud et al., 1993, 1994) ;(Brewer et al., 1999, 2003), (Vilfan et al., 2004) :

Protamines binding L’unité¢ fondamentale de compaction d’ADN spermatique chez les
mammiferes est le toroide (Figure 9).La fixation de protamines neutralise la charge négative
de la double hélice ADN. La protamine contient les cystéines qui favorisent la stabilité de la
chromatine spermatique (Balhorn, 1982); (Prieto et al., 1997).

La rétention de 15% d’histones induit une formation moins compactée, contrairement aux
autres mammiferes ou les spermatozoides contiennent 1 type de protamine (pl), chez
I’Homme et la souris il existe un 2éme type de protamine (p2) qui est déficient en résidus
cystéines. L’altération du ratio pl/p2 ou I’absence du p2 est associée a des problémes de
fertilité (Corzett et al., 2002).

L’attachement des protamines a I’ADN conduit & moins surenroulement par rapport aux
histones. L’histone enroule I’ADN chaque 100pb mais les protamines chaque 600pb ou plus
donc plus de compaction mais moins enroulé (Ward, 1993) ;(Ward et al., 1989).

La position et le role de ce résidu d’histones reste controversé, certains auteurs démontrent
une localisation dans les téloméres (Gineitis et al., 2000), (Zalensky et al., 2002), d’autres
suggerent le site de boucle ADN (Pittoggi et al.,, 2000), (Wykes et Krowetz,
2003).Cependant, la chromatine spermatique reliée a I’histone reste candidate pour le
dommage d’ADN.



Gréace aux complexes ATP-dépendant de remodelage et aux domaines de reconnaissances, la
chromatine est capable de recruter de fagon spatio-temporelle précise, les facteurs qui assurent
son remodelage. Ces derniers assurent le remplacement des histones canoniques par des
variants, et des enzymes responsables de I’ajout ou retrait des facteurs de remodelage ATP-
dépendant (Peterson, 2000).
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Figure 9:Un modeéle de la structure de la chromatine spermatique chez I’'Homme (Ward,
2010).

e Lerole de la condensation de la chromatine spermatique :

La condensation de la chromatine spermatique Permet le transfert total de I’information
génétique étroitement compactée a I'ceuf (Sakkas et al., 1999).
Elle Assure que I'ADN soit livré sous une forme physique et chimique tel que I'embryon en
développement peut accéder a I'information génétique (Sakkas et al., 1999).
Cette condensation nucléaire protége le genome spermatique contre :
¢ Les stressexternes tels que I'oxydation ou 1’¢lévation de température qui peut étre
produite dans le trajet des spermatozoides dans les voies génitales masculines et
féminines (Kosower et al., 1992).
¢+ Les nucléases (Sotolongo et al., 2003) et la sonication(Tateno et al., 2000).
On estime que 85% de la chromatine spermatique soit étroitement condensée par des
protamines, mais jusqu'a 15% du reste de I'ADN est empaqueté par des histones liées aux
séquences d'’ADN spécifiques a la périphérie nucléaire et a des télomeres (Gatewood et al.,
1987) ;(Gineitiset al., 2000).



I11.3.La relation entre la structure chromatique et D’altération d’ADN chez les
spermatozoides des mammiféres

L’emballage de la plupart de la chromatine spermatique a un état presque cristallin, donnant
I’impression que toutes les activités normales de la chromatine vont étre exclues par cette
transcription silencieuse de la non réplication cellulaire. Cependant, des études récentes
suggerent que la modification de la machinerie enzymatique d’ADN reste toujours active, le
H2AX peut étre phosphorylé & une gamma-H2AX suite & une réponse des agents mutagénes
ou a un traitement peroxyde (Berling et Wolner hanssen, 1997), (Carlsen et al.,
1992).Comme Aitken et luliis ont noté, que la transcription et la traduction silencieuse des
spermatozoides avec une telle compaction étroite, 1’épuisement des histones chromatique,
possédent la capacité de détecter les traces des cassures des brins d’ADN pour la réparation
par la phosphorylation H2AX est fascinant et mérite une attention particuliére. La chromatine
avec ce type de cellule est inerte mais une fois endommaggée, il va falloir attendre jusqu’a la
fécondation pour que la réparation soit mise en place par I’embryon pendant la période post-
fécondation de la réparation d’ADN qui implique 1’activation de la voie de signalisation de
gamma H2AX (Templeton, 1995).

I11.4.Les télomeres et la reproduction masculine

Les telomeres sont des breves, paires répétées d’ADN qui limitent les terminaisons linéaires
de chromosome par la liaison des protéines complexes de Shelterin a des boucles protecteurs
des télomeéres .Les télomeres constituent une sorte de marqueur pour 1’dge biologique. Un
nombre insuffisant de télomére répété induit a I’altération chromosomique, la sénescence
cellulaire, et la mort.

Dans le spermatozoide différencié, les télomeres sont attachés a la membrane nucléaire ou ils
jouent un role fondamentale dans 1’organisation du noyau du spermatozoide (Moskovtsev et
al., 2010).

Aprés la fécondation, les téloméres spermatiques sont le premier site dans le génome
spermatique a répondre au signale de I’ovocyte pour la formation de pro-noyau et le
mouvement guidé des microtubules (Thilagavathi et al., 2012).

L’importance des télomeéres pendant la fécondation a été démontréedans la télomérase des
souris knockout, qui expose significativement des téloméres réduits ainsi que 1’interruption de
la fonction reproductive chez les deux sexes (Lee et al, 1998), (loannou et Griffin, 2011).
Contrairement a la longueur des télomeres dans les ovocytes, qui diminue avec 1’age de la
femelle, la longueur des télomeéres spermatiques augmente avec 1’age (Kimura et al., 2008),
(Gibbons, 2012), (Prescott et al., 2012).

La longueur des télomeres dans le sperme humain se produit grace a une action continuée de
télomérase, qui est exprimée a des niveaux élevés dans les spermatogonies. Toutefois, le
maintien de la longueur moyenne des téloméres spermatiques, est variable d’un individu a
I’autre et d’un spermatozoide a 1’autre chez un méme individu, cette variation de la longueur
des télomeéres spermatique peut étre le résultat d’une variabilité de 1’activité télomérase et/ou
des effets du stress oxydatif, qui réduit la longueur des télomeres.

La compromission de la longueur des téloméres spermatique, peut contribuée a la ségrégation
des erreurs, 1’apoptose qui réduit le nombre des spermatozoides, et réduit la fertilité. (Santiso
et al., 2010), (Baird et al., 2006).
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FigurelO: Schéma représentatif de la relation entre la longueur des télomeres et le
développement chez les mammiféres (Kalmbach. Telomeres and human reproduction.
FertilSteril 2013).

111.5. Fragmentation de I'ADN spermatique

La fragmentation de 1’ADNfait référence a des ruptures et des lésions dans le matériel
génétique du spermatozoide, particulierement fréquentes dans la population masculine sub-
fertile (Irvine et al, 2000) elle ne constitue pas une mutation mais est un changement pro-
mutagene qui peut générer des mutations chez la descendance suite a une réparation
inadéquate ou défectueuse. L’impact de la fragmentation d’ADN spermatique est
principalement sur les grossesses et fausses couches, peu au niveau du développement
embryonnaire précoce, y compris la fécondation.

111.5.1. Fragmentation d'ADN pendant la spermiogénése

Les breches endogenes de I’ADN sont présentes normalement dans des étapes spécifiques de
la spermiogénese chez les rats et les souris, et on pense qu’ils ont une signification
fonctionnelle (Sakkas et al., 1999). La présence des bréches est plus importante pendant la
transition de spermatides rondes vers des spermatides ovales dans le testicule et se produit
avant I'accomplissement de la protamination dans les spermatozoides en maturation chez les
rats et les souris (McPherson et Longo, 1992), (Sakkas et al.,1995).

McPherson et Longo (1992, 1993a, b) ont postulé que la présence des bréches d'ADN dans
les spermatozoides éjaculés peut étre indicative d’une maturation inachevée pendant la
spermiogénése. lls ont supposé que la condensation de chromatine peut nécessiter l'activité
nucléase endogene pour créer et ligaturer les bréches qui facilitent la protamination. On pense
gue ces breches fournissent une forme de détorsion pour faciliter I'arrangement de chromatine
pendant le déplacement des histones par les protamines et on pense que ¢’est le méme procédé
qui se produise chez I'nomme (Marcon et Boissonneault, 2004). L'activité enzymatique
impliquée dans la création des coupures d'’ADN dans les spermatides a été seulement prouvée



pour la topoisomerase Il qui produit et ligature les fragments double brins (McPherson et
Longo, 1993);(Laberge et Boissonneault, 2005).

111.5.2. Les différentes causes de fragmentation d’ADN spermatique

e Apoptose cellulaire
L’apoptose jour un réle crucial durant la vie de cellules germinales, durant le développement
précoce le processus apoptotique assure un optimal ratio cellules Sertoli /cellules germinales.
Cette régulation est similaire a la différenciation des gonades chez la femme. A la vie adulte
I’apoptose joue aussi un role significatif par I’élimination sélective de différentes cellules
germinales endommagées (Aiken et al., 2011)
Ce processus survient le plus souvent en stade pachyténe au niveau des spermatocytes, le
systeme Fas/FasL étant le majeur médiateur (Lin et al., 2010) Fas est une protéine desurface
membranaire de type | qui appartient a la famille de tumournecrosis factor, et elle est
impliquée dans 1’apoptose (Suda et al,1993) ; (Krammer et al.,1994) ; (Schulze-Osthoff et
al.,1994).
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Figure 11 : Le role de Fas pendant la spermatogenése chez I’homme avec les parametres
spermatiques (a) normaux et (b) anormaux (oligospermiques, asthénospermiques et
tératospermique) (Sakkas et al., 1999).

La liaison du ligand de Fas (FasL) ou d’un anticorps agonistique anti-Fas a cette molécule de
surface tue les cellules par apoptose (Suda et al., 1993). Il a été montré chez les souris et les
rats qu’en état normal, les cellules de Sertoli expriment les FasL et signalent la destruction des
cellules germinales Fas-positive, limitant la taille de la population de cellules germinales aux
nombres qu'elles peuvent soutenir (Lee et al., 1997) ; (Rodriguez et al., 1997).



Cependant, pourquoi les spermatozoides éjaculés montrent-ils ces dispositifs apoptotiques
tandis qu’ils devraient étre éliminés ? On a suggéré que la clairance correcte des
spermatozoides par l'intermédiaire de I'apoptose ne se produit pas. Les spermatozoides Fas-
positifs peuvent également se produire en raison des problémes d’activation de l'apoptose Fas
médiée. Ces problémes peuvent étre dues a un défaut de synchronisation entre I'apoptose et la
spermatogenese, dans ce cas, quoique l'apoptose soit initiée, les cellules germinales atteignent
la spermiogénese et n‘accompliront pas l'apoptose (Sakkas et al., 1999).

La deuxiéme théorie propose que la présence des breches endogenes dans les spermatozoides
humains éjaculés soit une caractéristique de la mort cellulaire programmée, comme le cas de
I'apoptose des cellules somatiques, et I'élimination fonctionnelle des cellules germinales ayant
probablement un pool génétique défectueux (Gorczyca et al., 1993a, b). L'apoptose des
cellules germinales testiculaires se produit normalement durant toute la vie, contrélant leur
surproliferation (Billig et al., 1995) ; (Rodriguez et al., 1997). Ce mécanisme régule le
nombre de cellules germinales par rapport a la capacité de support des cellules de Sertoli
(Sakkas et al., 1999). Les cellules germinales masculines se transformant en spermatozoides
hautement différenciés, perdent progressivement leur capacité de subir I'apoptose (Barratt et
al., 2010).

Ainsi, au lieu de s'engager dans une réponse apoptotique compléte menant a la mort cellulaire,
on pense que les cellules germinales haploides en différenciation subissent une forme
restreinte de ce processus conduisant a la fragmentation d'ADN dans le noyau tandis qu’elles
maintiennent la capacité de se différencier en spermatozoides matures fonctionnels (Sakkas
et al., 2004).

e Fragmentation de ’ADN spermatique post-testiculaire

Une caractéristique importante qui a été révélée a partir des études récentes est que
généralement le degré de fragmentation d'ADN dans les spermatozoides éjaculés est plus
élevé que dans les spermatozoides testiculaires (Steele et al.,1995); (Greco et al.,2005) et
dans les spermatozoides du corps et de la téte de I'épididyme, ou précisément le processus
d’établissement des liaisons disulfure a lieu, et que l'induction de la fragmentation d'ADNs
permatique dans I'épididyme pourrait étre liée a leur qualité génomique (Sakkas et
al.,2010).C'est-a-dire, en plus du mécanisme de tri exercé par les cellules de Sertoli pendant la
spermatogenese, il y aurait un autre mécanisme de criblage au niveau de I'épididyme qui sert a
éliminer les spermatozoides ayant un génome défectueux (Suganuma et al.,2005).

Les dommages potentiels que les spermatozoides peuvent subir pendant le passage dans
I’épididyme pourraient €tre limités en les retirant avant ce passage (Sakkas et Alvarez,
2010).

e Stress oxydatif
Les espéces réactives oxygénees (ROS pour Reactive Oxygen Species) jouent un role
physiologique important en modulant les activités des génes et des protéines essentielles pour
la prolifération, la différentiation et la fonction des spermatozoides. Dans le sperme des
hommes fertiles la quantité de ROS générées est convenablement contrblée par les
antioxydants qui se trouvent dans le sperme. Les effets pathogenes des ROS se produisent
quand ils sont produits au-dessus des capacités des antioxydants de I'appareil génital masculin
ou du plasma séminal (Aitken et al., 1992).
30 a 80 % des causes de subfertilité masculine sont dues a des dommages causés par stress
oxydatifs (Cochrane, 2015).
Le plasma séminal est riche en antioxydants qui protégent et nourrissent les spermatozoides.



La membrane plasmatique des spermatozoides est riche en acide gras polyinsaturé et
susceptible aux dommages oxydatifs (Palermo et al., 2014).

Les études récentes montrent que les spermatozoides non matures, qui subissent des niveaux
élevés de ROS, peuvent induire des endommagements d'’ADN dans les spermatozoides
matures. Ces dommages seraient produits apreés spermiation pendant la comigration des
spermatozoides matures et non matures a partir des tubules séminiferes vers la partie caudale
de I'épididyme (Ollero et al., 2001). Les ROS peuvent endommager I'ADN spermatiques
directement ou indirectement par l'activation des caspases et des endonucléases spermatiques,
(Sakkas et Alvarez, 2010).

A des niveaux élevés, les ROS sont impliqués dans les 3 sources de structure anormale de la
chromatine : activité anormale de topo |, apoptose, et nécrose (Evenson et al., 2002).

Les spermatozoides morphologiquement anormaux (en particulier avec le résidu
cytoplasmique) et les leucocytes sont la source principale de génération excessive de ROS
dans le sperme (Aitken et al., 1992).

La production de ROS peut étre augmentée 20-50 fois pendant des étapes répétées de
centrifugation,

(Aitken et Clarkson, 1988) ; (Zalata et al., 1995).En outre, la préparation de sperme pour la
PMA pourrait mener a la production non réglée de ROS quand des spermatozoides sont
séparés du plasma séminal, éliminant de ce fait la protection antioxydante du plasma séminal
accordée par la superoxydedismutase, la catalase, et la peroxydase de glutathion/réductase
(Griveau et Le Lannou, 1997).

e Fragmentation d'ADN induite par Chimiothérapie et radiothérapie
Il a été déja signalé que I'exposition a la chimiothérapie et a la radiothérapie peut également
avoir comme conséquence l'induction de la fragmentation d’/ADN spermatique.
On sait généralement que les traitements contre le cancer compromettent la fertilité masculine
et que la réduction du rendement des spermatozoides résulte des effets cytotoxiques de la
chimiothérapie ou de la radiothérapie sur I'épithélium spermatogénique(Morris et al., 2002b).

e Lesendommagements d'ADN induits par les toxines environnementales
Au moins cing types de produits chimiques environnementaux, connus comme ubiquitaires
dans l'environnement d'aujourd’hui, peuvent étre associés au stress oxydant au niveau des
spermatozoides ou aux endommagements d'ADN spermatiques (Barratt et al., 2010).

e Les pesticides
L'impact des pesticides sur des endommagements d'/ADN spermatique a été evalué dans au
moins sept études dans les 15 dernieres années, dont quatre ont reporté des associations
spositives (Perry et al., 2008).

e Les phtalates
Les esters de phtalate sont employés dans 1’emballage des aliments et dans les produits de
soin personnel et en plastique (Barratt et al., 2010).
Dans un groupe de 379 hommes des couples subfertiles qui sont présentés dans des cliniques
d'infertilité, des niveaux urinaires de deux métabolites spécifiques de phtalate : le phtalate
mono-éthylique et le mono (2-ethylhexyl) phtalate ont été associés a un pourcentage éelevé
d’ADN avec la queue de cométe en utilisant le test neutre de COMETE (Hauser et al., 2007).



e Les polychlorobiphényles
Les Polychlorobiphényles (PCBs) constituent une classe des polluants organiques persistants
(Barratt et al., 2010). Les impacts des PCBs sur I'intégrité d’ADN spermatique en utilisant le
SCSA (SpermChromatin Structure Assay, voir ci-dessous) ont été récemment démontrés dans
des études épidémiologiques des populations d'Europe et d'Inuit (Spano et al., 2005 ; Long et
al, 2007) et chez les pécheurs suédois (Rignell-Hydbom et al., 2005).

e Les métaux
Deux études épidémiologiques ont suggéré que les métaux non essentiels puissent
endommager I’ADN spermatique (Barratt et al., 2010). Des endommagements d'ADN
spermatique causés par le stress oxydant mesurés par 80OHdG3 ont été corrélés avec le
cadmium dans le plasma séminal chez 56 participants non-fumeurs dans une étude faite en
Chine (Xu et al., 2003).

e La pollution atmosphérique

Des niveaux élevés de la pollution atmosphérique résultant de la combustion de charbon ont
été associés a la fragmentation accrue d'’ADN spermatique mesurée par SCSA dans une étude
longitudinale englobant 36 hommes de la République Tchéque (Rubes et al., 2005).

(Rubes et al., 2007) ont prolongé ces observations et ont adressé I'nypothése que les hommes
qui sont homozygotes nulles pour la glutathion-S-transférase M1 peuvent moins détoxifier les
métabolites réactifs des hydrocarbures aromatiques polycycliques cancérogénes trouvés dans
la pollution atmosphérique. En conséquence, ces hommes sont plus prédisposés aux effets de
la pollution atmosphérique sur la chromatine spermatique.
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Figure 12 : Les facteurs majeurs de fragmentation d’ADN spermatique (Shamsi et al., 2012).

111.6. Les différents tests de fragmentation d’ADN spermatique

Pendant les dernieres deux décennies un certain nombre de tests ont été introduits pour
I'analyse de la fragmentation de I'ADN des spermatozoides essentiellement pour la PMA.

Ces tests incluent le TUNEL (Gorczyca et al.,1993a), le test de COMETE (Hughes et al.,
1996) CMAS3 (Manicardi et al., 1995) , in-situ nick translation (Bianchi et al., 1993) ;
(Tomlinson et al., 2001 ), test de dispersion de chromatine spermatique (SCD) (Fernandez et
al., 2003), et Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA )(Evenson et al., 1980a, b ); (Larson
et al, 2000) ; (Evenson et al., 2002).

Un aspect important dans l'analyse de fragmentation d'ADN des spermatozoides est la
question liée au type de cassures d'ADN produites dans les brins d'ADN, c’est-a-dire si les
cassures sont simples ou double brins et si elles exigent une premiere étape de dénaturation
afin de détecter les cassures d’ADN (Sakkas et Alvarez, 2010).

e Analyse de la structure de la chromatine des spermatozoides (Sperm Chromatin
Structure Assay — SCSA)
Le SCSA, technique développée par (Evenson et al., 1980) tente d’établir une relation entre
la structure de la chromatine et sa fonction. Cette approche définit une chromatine anormale
comme celle qui a une plus grande susceptibilité a se dénaturer in situ en milieu acide. Ainsi,
la résistance de la chromatine des spermatozoides a se dénaturer en milieu acide est mesurée
en exposant les spermatozoides a un pH de 1,2, suivi d’une coloration a 1’acridine orange



(AO) avant I’analyse en cytométrie de flux. La coloration différentielle des spermatozoides
avec I’ADN natif versus ’ADN dénaturé est due aux propriétés métachromatiques de
I’acridine orange : lorsqu’elle s’intercale dans I’ADN natif et bicaténaire (double-brin)
(Sergrie et al., 2005).

e Evaluation de la chromatine par la chromomycine A3 (CMA3)

Des corrélations ont été retrouvées entre des anomalies de la condensation de la chromatine et
I’accessibilité de I’ADN a la chromomycineA3 (Roux et al., 2004).

La liaison a I'ADN est compétitive avec les protamines, et la fluorescence de CMA3 a été
donc interprétée comme preuve d’une faible protamination (Bianchi et al., 1993). Elle révele
une déficience locale de la chromatine en nucléoprotéines définitives et des zones d’ADN
dénaturé ou fragmenté. Un sperme peut étre considéré comme normal quand il possede moins
de 30% de spermatozoides positifs au test a la CMA et nécessite un microscope a
fluorescence (Roux et al., 2004).

e Test in situ de cassures dans ’ADN (In situ Nick Translation Assay — NT)
Le test in situ de cassures dans I’ADN mesure I’incorporation du complexe biotine—dUTP aux
cassures simple-brin de I’ADN en utilisant I’activité de I’enzyme ADN polymérase 1.
Dans une étape préalable, les spermatozoides sont traités par le dithiothréitol (DTT) pour
décondenser la chromatine. Le DTT réduit les ponts disulfures intra et intermoléculaires de la
chromatine, relachant ainsi sa structure fortement condensée et permettant a I’enzyme et aux
nucléotides d’accéder plus facilement aux cassures de I’ADN, améliorant donc la sensibilité
de la méthode (Sergrie et al., 2005).

e Marquage des brins d’ADN avec la terminale désoxynucléotidyle transférase
(Terminal Uridine Nick-End labeling —- TUNEL)

Lors de la fragmentation de I’ADN, des groupements terminaux 3’-OH sont générés et
deviennent donc facilement identifiables. Une des techniques utilise I’activité spécifique de la
terminale désoxynucléotidyle transférase (TdT) pour incorporer un complexe biotine
désoxyuridine (pour Terminal Uridine Nick-End labeling— TUNEL) a la portion 3'-OH
terminale d’un brin d’ADN. Un signal est obtenu par 1’addition de streptavidine couplée a la
fluorescéine (Sergrie et al., 2005). L'analyse TUNEL mesure l'incorporation du dUTP au
niveau des cassures d'/ADN simple et double brin (Evenson et al., 2002).
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Figure 13: schéma de la technique TUNEL assay spermatozoides normaux (TUNEL négatif)
en couleur Bleue. En couleur verte : les spermatozoides avec fragmentation d’ADN (TUNEL
positif) (Hazout et al., 2008).

Les spermatozoides avec une chromatine normale ne présentent qu’une trés faible
fluorescence a I’inverse des spermatozoides avec un ADN fragmenté. La détection de la
fragmentation de I’ADN peut étre obtenue avec seulement un a deux millions de
spermatozoides en cytométrie de flux. (Sergrie et al., 2005).

L'analyse microscopique TUNEL a été modifiée par quelques chercheurs pour inclure un
systeme de marquage par des enzymes peroxydases qui produit catalytiquement un signal
intense a partir des substrats chromogénes (Evenson et al., 2002).

e Analyse unicellulaire sur gel d’électrophorése (Single Cell Gel
ElectrophoresisAssay — COMET)

Elle a ¢ét¢ affinée pour mesurer les dommages d’ADN d’un spermatozoide, en observant
lamigration des fragments d’ADN sur microgel d’agarose lors de 1’électrophorese (Sergrieet
al., 2005). Les cellules sont traitées pour détruire les membranes plasmiques et nucléaires et
digérerles protéines (Hazoutetal., 2008). Les spermatozoides inclus dans une mince couche
de geld’agarose sur lame de microscope sont lysés, exposés a un courant électrique, puis
colorés avecun fluorochrome spécifique a ’ADN. Les cassures dans I’ADN liberent les
super-enroulementsde la chromatine et permettent la migration de I’ADN vers 1’anode ; la
coloration révele unedistribution dans le gel rappelant 1’aspect d’une cométe montrée dans la
figurel1 (d’oul’appellation COMET assay) (Sergrieet al., 2005).



Figure 14. Test Comete. A et B : sperme normal ; C et D : sperme fragmenté (image en «
poussiére d’étoile ») (Hazout et al., 2008).

Un spermatozoide avec un niveau élevé de fragmentation de I’ADN aura une forte intensité
de fluorescence dans la queue de la cométe avec un allongement de cette partie (Sergrie et
al., 2005).

e Tests de dispersion de la chromatine spermatique SCD

Le test de SCD est basé sur le principe du fait que les spermatozoides avec un ADN
fragmenté échouent a produire le halo caractéristique des boucles d'ADN dispersées, qui est
observé dans les spermatozoides avec un ADN non fragmenté, apres dénaturation acide et
déplacement des protéines nucléaires. Les halos correspondent aux boucles d'’ADN détendu
attachées a la structure nucléaire résiduelle (Fernandez et al., 2003). Les noyaux
déprotéinisés s'appellent « les nucléotides ». La présence des cassures d'ADN favorise
I'expansion du halo du nucleoide et c’est la base du test de halo pour détecter les
endommagements d'ADN (Roti et Wright, 1987) ;(Smith et Sykes, 1992).

Quand les noyaux de spermatozoides contiennent I'ADN fragmenté, la solution dénaturante
transforme les régions contenants des cassures étendues d'ADN en motifs d’ADNsb
(Gorzcyca et al., 1993a, b). Dans les noyaux de spermatozoides sans ADN fragmenté, la
solution acide légere ne produit pas d’ADNsb. Les spermatozoides avec ADNdb refleétent des
spermatozoides a un ADN intacte, et les spermatozoides avec un ADNsb sont indicatifs des
spermatozoides a ADN fragmenté (Fernandez et al., 2003). Les cellules sont marquées avec
DAPI (49,6-diamidino-2-phenylindole) pour la microscopie a fluorescence ou colorées avec
le réactif de Diff-Quik pour la microscopie a fond claire (Fernandez et al., 2003).



Tableau I: Avantages et inconvénients des tests SCD, TUNEL et SCSA (Zini et al., 2009).

Techniques Avantages Inconvénients
1-Meéthode rapide basée sur le | 1-Nombre limité de données
contrdle de la dénaturation clinques.
d’ADN et la déplétion des 2-Manque de valeurs seuils
protéines pour déterminer la .
D précises.
fragmentation d’ADN
SCD :
spermatique.
2-Une technique qui peut étre
directement validée par
d’autres techniques ayant
travaillé sur le méme ADN
spermatique.
3-Rapide, microscopie a fond
clair.
1-peut étre exécutée sur une 1-Equipement cher non requis
petite quantité de (microscope a fluorescence ou
spermatozoides. cytométrie en flux).
_ _ 2-Technique qui est surtout
2-Simple et rapide. utilisée pour I’ADN des
3- Haute sensibilité. cellules somatiques ou la
TUNEL chror_natlne est arrangée avec
4-Corrélée avec les les histones. Mais a cause de
parameétres spermatiques. la condensation de la
o . . chromatine (hautement
5-Les react|f§ sont disponibles protégée) des spermatozoides,
sur le marche. I’efficacité de cette technique
est limitée par I’acces difficile
de ’enzyme TDT aux
extrémités 3’OH libres de
I’ADN fragmentg.
3- Non spécifique aux
endommagements oxydatifs.
SCSA(Sperm 1-De nombreuses cellules 1-Equipements requis
ChromatinStructure sont rapidement examinées. couteux.
Assay) 2-Des variations faibles des

2-La plupart des études
publiées sontreproductibles.

conditions de laboratoire
influant les résultats et induit
une décision qualitative.




IV. LES TECHNIQUES DE PMA

Beaucoup de cas d'infertilité peuvent étre traités par des méthodes qui ont été développées
pour aider les couples qui en souffrent: il s'agit des méthodes de procréation medicalement
assistée (PMA). Ces derniéres peuvent consister en:

e L'insémination intra-utérine: le sperme est recueilli par masturbation, est introduit
par cathéter dans l'utérus de la femme dont les ovaires ont été stimulés pour provoquer
une ovulation.

e La fécondation In vitroclassique (FIV): le sperme et les ovocytes sont en mis en
contact a I'extérieur du corps de la femme pour permettre a la fécondation d'avoir lieu,
I'ovule fécondé est ensuite réintroduit dans l'utérus de la femme.

e L'injection intracytoplasmique de spermatozoide (ICSI):L’ICSI est I'une des
techniques de fécondation In vitro consiste en une injection directe d’un
spermatozoide dans 1’ovocyte. (Devroey et al., 2004).Le premier rapport d'une
grossesse avec ICSI (Palermo et al., 1992).

1V.1. Stimulation ovarienne

Apres un protocole de stimulation ovarienne long, semi-long ou court selon le profil ovarien
(avec désensibilisation de 1’antéhypophyse par des agonistes ou antagonistes, ou sans
analogue GnRH, stimulation ovarienne par FSH et/ou HMG, induction ovulatoire par HCG),
un nombre d’ovocytes matures est généralement obtenu dans les conditions optimales
(Branco et al, 2006)

IV.2. Recueil et sélection des spermatozoides

Le recueil des spermatozoides peut se faire & partir d’un éjaculat aprés masturbation, ou par
prélévement chirurgical a partir de 1’épididyme (TESA : Testicular Sperm Aspiration) ou les
testicules (TESE : Testicular Sperm Extraction).

De maniére générale il est préférable d’utiliser les spermatozoides issus du sperme €jaculé
différentiels, épididymaires et enfin testiculaires (Andersen et al., 2005)

La sélection du spermatozoide a micro-injecter est basee sur des critéres de morphologie
(critéres de Kruger ou de David)et mobilité (Who, 1999).

1VV.3. Ponction et recueil folliculaire

Une ponction écho-guidée transvaginale sous anesthésie genérale ou locale est effectuée pour
aspirer les follicules a I’aide d’une aiguille dans les deux ovaires. Chaque tube de fluide aspiré
est examiné pour identifier les follicules qui sont alors lavés dans un milieu de culture et
misent dans un incubateur 37°c sous 5% de CO2 (Godwin, 2004).

IVV.4. Micro-injection

Cette étape représente I’acte d’injection intracytoplasmique du sperme correspondant au nom
de la technique (ICSI) qui consiste a :

e Réaliser une décoronisation de lI'ovocyte par digestion enzymatique rapide dans son
milieu de culture, par la hyaluronidase suivie de ringages.

e Reéaliser une micro-injection : Aspirer le spermatozoide, la queue en premier, avec la
pipette de micro injection. Les mouvements des spermatozoides sont ralentis par



I’utilisation de polyvinylpyrrolidone (PVP) ou hyaluronate et immobiliser le
spermatozoide par effet de cisaillement du flagelle.

e Maintenir I'ovocyte par la pipette de contention, et l'orienter de facon a ce que le
premier globule polaire se trouve a 6h ou 12 heures (Tourney et al., 2002).

IV.5. Culture cellulaire (différentes observations J1...J6 avec classification
embryonnaire)

Les étapes suivantes sont les mémes que pour la FIV conventionnelle. Les ovocytes micro-
injectés sont cultivés a 37°C sous 5% CO2 et 5% O2 dans un milieu de culture avec huile. Ils
sont observés périodiquement sous microscope inversé pour suivre le développement
(Tourney et al., 2002).

Type of observation Timing Expected stage
(hours post- of developrent

insemination)

Fertilization check 1741 Pronuclear stige

Syngamy check 134 | Expect 50% to be in
syngamy (up 1o 20%
may be at the

2-cell stage)
Early cleavage check 26+ | hpost-lCSl 2-cell stage
2B+ | h post-IVF
Day-2 embryo assesment 44 4 | 4.cell stape
Day-3 embryo assesment 684 | B-cell stape
Diay-4 embryo assesment 92+ 2 Morula
Diay-5 embryo assesment |16 + 2 Blastocyst

IC8, intracytoplismic sperm injectian.

Figurel5 : Observation des différents stades de la fécondation jusqu’a la blastulation
(Consensus Istanbul workshop 2011).

IV.6. Transfert embryonnaire

Selon les indications de I’ICSI, les embryons choisis sont transférés soit a J2, J3, J5 ou J6
(Tourney et al., 2002).

IV.7. Vitrification embryonnaire

Les embryons surnuméraires de bonnes qualités sont généralement vitrifiés pour un ultérieur
transfert (Journal Officiel, 1999).
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II.LPARTIE EXPERIMENTALE :

I1.1.Introduction :

Une étude rétrospective (156 couples) a été réalisée sur une période qui s’étend entre le 1%
janvier 2015 au 31 Mai 2016(17 mois).La période de stage : Avril-Ao(t 2016.

Le but de notre travail est d’évaluer la technique de fragmentation d’ADN SCD (Sperm
Chromatin Dispersion) sur une population de couples infertiles et candidats a 1I’'ICSI,
consultant au sein du centre d’assistance médicale a la procréation «<CAMP TIZIRI, Alger ».

Tableau I1. (A) : présentation de la série

Parametres N (Effectif)
Nombre de dossiers avec DFI 156/3500 (4.45%)
Stérilité primaire 106 /156 (67.10%)
Stérilité secondaire 50/156 (32.89%)
Antécédents de PMA 48/156 (31.41%)
Tableau I1. (B) :
Moyenne Ecart type Min-Max
Age (ans) 38,20 5,642 28- 63
Durée de la stérilité (ans) 5 1,189 1-14

11.2.Explorations biologiques

Le test de fragmentation d’ADN est un test complémentaire apres avoir évalué la qualité
spermatique (spermogramme, TMS) et 1’absence d’infection (spermoculture) a la recherche
de germes banaux et mycoplasme.

Un certain nombre d’instruction doit étre respecté avant d’effectuer le prélevement :

Uriner

Lavage des mains

Lavage soigneux de I’organe genital avec une solution bactéricide suivi d’un lavage
avec de sérum physiologique stérile.

Le recueil se fait dans un flacon stérile au niveau du local prévu dans le laboratoire.

Le patient doit signaler toute perte de fraction

Le recueil doit étre maintenu a une température de 25 a 27 °C(tube entouré de coton)
et apporté au laboratoire dans les meilleurs délaies (maximum 45 min).



11.3. La Spermoculture (Recherche de germes banaux et mycoplasmes)

Elle est recommandée avant chaque test de fragmentation d’ADN spermatique (DFI) et de
technique de PMA, car une présence d’infection pourrait augmenter le taux de fragmentation
d’ADN spermatique.

11.4. Spermogramme

-Le spermogramme est 1’examen de premicre intention du bilan masculin, afin d’évaluer les
caractéristiques spermatiques.

-Une abstinence sexuelle de 2 & 7 jours est recommandée (selon ’OMS 2010).

-Une fiche de renseignement doit é&tre remplie par le préleveur contenant les données de
patients (type et durée d’infertilité, les antécédents médicaux, chirurgicaux, fievre...etc.).
-Toutes les manipulations et analyses doivent étre effectuées selon les normes OMS 2010.
-L’échantillon doit étre analysé apres liquéfaction (30 minutes apres 1’éjaculation).

11.4.1.Examens macroscopiques

e Aspect est généralement blanchatre, lactescent, si le sperme est trop clair, cela peut
indiquer une diminution de spermatozoides. S’il est jaunatre, cela est en faveur d’une
infection, s’il est hémorragique, il évoque une hémospermie (présence d’hématies dans
le sperme).

e Volume est mesuré a I’aide d’une pipette graduée.
e PH est mesuré a I’aide d’une bandelette de papier pH (Figure 18). Le pH doit

toujours €tre mesuré 30 minutes aprés 1’émission, car son alcalinité a tendance a
augmenter en fonction du temps.

Figure 16: Papier PH (photo originale)

e Viscosité on I’évalue a I’aide d’une pipette par mouvement d’aspiration/refoulement
(Figurel9)

o Goutte a goutte : viscosité normale,

o Filament >2 cm : viscosité augmentée




Figure 17 : évaluation de la viscosité du sperme (photo originale)

1.4.2. L’étude microscopique du sperme

e Mobilité
Apres homogénéisation, on observe une goutte de 10ul de sperme entre lame et lamelle (22x
22) au microscope a grossissement (x 40).

Tableau I11: représentant les paramétres de mobilité des spermatozoides

Type (a) Rapide progressif

Type (b) Lent ou faiblement progressif
Type (c) Mobile non progressif

Type (d) Immobile

On calcule le pourcentage de chaque catégorie, par exemple le pourcentage de type (a) =
Le nombre de spermatozoide observé de type (a) / le nombre totale de spermatozoide
observé(a)+(b) +(c)+(d).

o Vitalité

La proportion de spermatozoides vivants doit étre déterminée en utilisant le test a 1’éosine-
nigrosine, s’effectue sur sperme frais.

Apreés homogénéisation, On mélange 10ul de sperme, 20ul d’¢éosine et 30ul de nigrosine et on
réalise un frottis qui sera observé au microscope a grossissement (x40).

Les spermatozoides vivants ne se colorent pas tandis que les spermatozoides morts sont
colorés en rouge ou en rose pale. Les cellules mortes ayant des membranes plasmiques Iésées
laissant pénétrer le colorant.



e Agglomérat
Des spermatozoides avec des débris ou des cellules rondes.

e Agglutinat
On parle d’agglutinat lorsque les spermatozoidessont les uns sur les autres, le plus souvent
due a la rupture de la barriere hémato-spermatique, 1’existence d’anticorps anormalement
produits par le patient contre ses propres spermatozoides.

e Numération
» En spermatozoides

Aprés homogénéisation on réalise une dilution de sperme, qu’on dépose sur une cellule
Malassez(Figure 20) puison calcule le nombre de spermatozoides en million/ml suivant la
loi :

Si on compte par carreau :

IN=(n) x inverse de la dilution x (y=100) x 1000

Figure 18 : cellule Malassez (photo originale)

Si on compte par bande

IN=(n) x inverse de la dilution x (y=10) x1000)

Si on compte toute la cellule :

IN=(n) x inverse de la dilution x (y=1) x 1000

n : nombre de spermatozoides.

y : le nombre de carreau, bande ou toute la cellule.
N : la concentration en spermatozoides.

» En cellules rondes
Incluent les cellules germinales, les cellules épithéliales et les leucocytes, le calcule se fait de
la méme fagon que pour les spermatozoides.




11.4.3.Le spermocytogramme

C’est un examen cytologique apres coloration du frottis spermatique, permettant d’établir un
pourcentage de formes typiques et des anomalies des différentes parties des spermatozoides :
Téte, piéce intermédiaire et queue.

Coloration de Shorr

1. Ringage a I’eaul2-15 fois*

2. Haematoxyline 1-2 minutes
3. Ringage a I’eau 12-15 fois*
4. Ammoniaque + éthanol 10 fois*
5. Ringage a 1’eaul2-15 fois*
6. Ethanol 50% 5 minutes
7. Shorr 3-5 minutes

8. Ethanol 50% 5 minutes
9. Ethanol 70% 5 minutes
10. Ethanol 90% 5 minutes

Classification de David modifiée (Jouannet, 2001).
e Anomalies de la téte: Allongée, amincie, macrocéphalie, microcéphalie, téte
multiple, base anormale, acrosome absent ou mal forme.
e Anomalies de la piéce intermédiaire : Reste cytoplasmique, angulation, gréle.
e Anomalies du flagelle : Absent, court, irrégulier, enroulé, multiple.
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Figure 19:Spermascore (photo originale)




Tableau IV : représentant les criteres des normalités du sperme selon (OMS 2010)

Parametres Valeurs normales | Valeurs anormales | Pathologie
(OMS, 2010)
0 mi Aspermie

Volume de I'éjaculat | > 1.5 ml <15ml Hypospermie
>6ml Hyperspermie
<72 Acide

PH 72a8 >8 Basique
Absence de | Azoospermie

Numération des spermatozoide a

spermatozoides

> 15 millions / ml

I’examen direct et
apres centrifugation

Absence de
spermatozoide a
I’examen direct mais
observé apres
centrifugation

<15 millions / ml

Cryptozoospermie

Oligozoospermie

Mobilité 30 minutes | > 32 % de mobilité | <32 % Asthénozoospermie
alheure progressive (a+b)
et
> 40% (atb+c)
Vitalité 30 minutes a | >58 % <58 % Nécrozoospermie
1 heure
Formes typiques >4 % <4% Tératozoospermie

Leucocytes

< 1 million / ml

> 1 million / ml

Leucospermie

Cellules rondes

< 2 millions / ml

Absence d’éjaculat

Anéjaculation




11.5.Test de migration et survie (TMS)

C’est une technique permettant la sélection des spermatozoides selon la densité du noyau en
utilisant des gradients de densité.

Ce n’est qu’apres évaluation des caractéristiques spermatiques de base qu’on peut lancer le
test

Préparation des gradients de densité.

Gradient 90%= 900y de pure sperme a 100% + 100%pul de FertiCult Flushing(Figure 22).
Gradient 45%= 450l pure sperme a 100%(Figure 23) + 550pl de FertiCult Flushing

Dans un tube conique on dépose goutte a goutte 1ml de gradient de 90%, puis 1ml de gradient
de 45%Dépot 1ml de sperme homogeénéise sur les gradients.

Centrifugation pendant 20 minutes a 1400 tour/min (300g).

Retirer le surnageant on laissant un culot de200 a 250 pl qu’on dépose dans 2 ml de FertiCult
Flushing pour le lavage.

Centrifugation pendant 10 minutes a 1800 tour/min (600g).

Enlever le surnageant ne laissant que 250pl.

On réévalue apres le TMS : la mobilité, la concentration et la morphologie.

Figure 20: Ferticult Flushing Figure 21: gradientPureSperm
(Photos originales)
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11.6. Test de Fragmentation d’ADN (SCD)

La procréation chez ’Homme dépend de I’intégrité, et la compaction de I’ADN spermatique
qui est protégé d’un potenticl dommage durant le transport.

Méthode de dispersion de la chromatine spermatique SCD (Sperm Chromatin Dispersion)
(Fernandez et al, 2005) permet d’estimer le potentiel de fragmentation d’ADN utilisé¢ en
routine dans beaucoup de centres d’AMP.

11.6.1.Principe

» Le brin d’ADN contenant des cassures est plus facilement dénaturé (la fin de la cassure
est I’origine de la dénaturation)

» La libération partielle des protéines chromatiques se caractérise par une dispersion des
boucles d’ADN autour de I’ADN nucléaire qui reste attaché aux protéines résidus.

11.6.2. Description de Kit
Halosperm® de halotech DNA-Madrid, Espagne ; chaque Kit contient 10 tests

Il est recommandé de conserver le Kit a une température ambiante, une fois ouvert le
conserver au réfrigérateur.

» SCS(Super Coated Slides).10 unites

» ACS(Agarose Cell Support).10 Eppendorfs
» DA: 1ml d’une solution d’acide dénaturante
» LS(lysis solution) un flacon de 100ml

11.6.3. Protocole :
Toutes les manipulations sont réalisées a une température ambiante :

» L’agarose est fluidifié¢ en plongeant le tube Eppendorf (100ul) pendant 5 minutes dans un

bain Marie & 95-100°C.

Le tube Eppendorf est passé a une étuve séche a 37 °C pendant 5 minutes pour équilibrer

la température.

Diluer la préparation de sperme jusqu’a obtention 5 a 10 millions/ml ou une simple

centrifugation de sperme natif dans le cas des oligospermies séveres.

Ajouter 25ul de préparation de sperme dilué ou de sperme centrifugé dans le tube

Eppendorf d’agarose et mélanger délicatement a 1’aide d’une pipette.

Déposer une goutte de 15ul de la suspension cellulaire sur la partie traitée de la lame, et

couvrir avec une lamelle 22x22. Tout au long de ce processus, la lame doit rester

horizontale.

Placer La lame sur une surface froide a 4°C puis dans le réfrigérateur pendant 5 minutes,

temps nécessaire a la gélification de 1’échantillon.

» Préparer la solution DA : 80 ul DA + 10 ml d’eau distillée, mélanger et placer la solution
dans une boite de pétri.

» Retirer la lame du réfrigérateur et faire glisser la lamelle délicatement de maniere
horizontale.
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Immerger immédiatement la lame dans la solution DA (toujours horizontalement).
Incuber pendant 7 minutes.

Immerger la lame dans 10 ml de la solution LS et incuber pendant 25 minutes.

Enlever la lame horizontalement et la rincer abondamment avec de 1’eau distillée. Incuber
pendant 5 minutes, pour se débarrasser de la solution LS.

Rincer la lame par I’éthanol 70% pendant 2 min, puis par 1’éthanol 90% pendant 2
minutes, puis dans 1’éthanol 100% pendant 2 minutes.

Laisser séchée a température ambiante.

Y V VYV V¥V

Figure 22: les étapes du test de fragmentation d’ADN (photo originale)

Controle

Controle positif : les spermatozoides avec halo : suivre le méme protocole en éliminant
I’incubation dans la solution d’acide dénaturant.

Contrdle négatif : les spermatozoides sans halo : suivre le méme protocole en incubant dans
une solution dénaturante non diluée pendant 5min.

11.6.4. Coloration

» Incuber la lame dans un récipient contenant le colorant de May Grunwald (1/10) pendant
3min

» Incuber la lame dans un récipient contenant le colorant de Giemsa (15 min)

» La lecture se fait sous un microscope optique x40 ou x100 & immersion.




11.6.5.Classification

IL est recommandé de compter au moins 500 spermatozoides selon les critéeres de
(Fernandez et al., 2005).

La largeur du halo est en relation avec la quantité de dommages d’ADN spermatique. La perte
de protéines de chromatine sous forme de boucle d’ADN en se dispersant tout autour tout et
en restant attacher aux protéines résidus.

» Spermatozoides sans fragmentation d’ADN
o Spermatozoide avec un grand halo : largeur du halo > petit diamétre du core.
o Spermatozoide avec un halo moyen : la largeur est comprise entre grand halo et
halo minuscule.
»> Spermatozoides avec fragmentation d’ADN
o Spermatozoide avec un halo minuscule : largeur du halo < 1/3 diamétre du core.

o Spermatozoide sans halo
o Spermatozoide sans un halo et dégradé : Core irrégulier ou faible coloration.
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Figure 23: Classification des différents diamétres d’halos

1 : grand halo 3 :halo minuscule 5 :dégradé

2 : halo moyen 4 - <an< hala

DFI%=_(Nombre de spermatozoide Fragmenté) x 100

Totale de spermatozoide compté

11.6.6. Interprétation des résultats
Le taux de fragmentation d’ADN spermatique est exprimé par un indice (DFI).
Le seuil est défini a 30% (Evenson et al., 1999) et (Larson et al., 2000) pour identifier les
patients considérés comme ayant un taux élevé ou diminué de fragmentation d’ADN
spermatique.

e inférieur ou égal a 30% Fragmentation d’ADN spermatique moyenne a bonne.

e supérieur a 30% Fragmentation d’ADN spermatique élevée.

L



CHAPITRE 111 :

RESULTATS
ET
DISCUSSION



I11. Analyse Statistique

-L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel XLSTAT 2016.
-Les données statistiques sont exprimeées sous forme de moyennes.

-Une étude descriptive d’un échantillon de couples candidats a I’ICSI, avec 1’exploitation des
données concernant les caractéristiques du sperme, et le devenir de I’'ICSI.

° La vérification de la Normalité des variables

Pour verifier la normalité des distributions on applique un test de Shapiro-Wilk, les résultats
du test sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau V: résultats donnés par le test de Shapiro-Wilk de la normalité des différents
parametres.

Variable W P value Alpha
Résultat DFI 0,928 <0.0001 0,05
Mobilité (a+b) | 0,947 <0,0001 0,05
Vitalité 0.139 <0.0001 0.05

» Interprétation du test :

HO : la variable dont provient 1’échantillon suit une loi normale.

H1 : la variable dont provient I’échantillon ne suit pas une loi normale.

Etant donné que la p-value calculée est inférieure au niveau de signification alpha=0,05, on
doit rejeter I'nypothése nulle HO, et retenir I'hypothese alternative H1.

La Normalité n’est pas confirmée.
Les tests statistiques utilisés dans cette étude seront les tests non paramétriques.

111.1 EXPOSER DES RESULTATS

Tableau VI: Les paramétres spermatique de la population étudiée
Parameétres spermatiques

Volume (ml) 2,90 3,93 0,1-8 156
Concentration 41.49 45097 0,12- 290 156
SPZ (million/ml)

Mobilité des 35 2,171 1-72% 156
SPZ (%)

DFI (%) 20,25 13,916 19-74 156



Asthénotératozoospermie

22%

Tératozoospermie
52%

Oligoasthénotératozoospermie
25%

Figure 24 : La qualité spermatique chez les patients de la population étudiée.

L’anomalie la plus fréquente dans notre échantillon est la Tératozoospermie avec un
pourcentage de 52%, en deuxiéme position : 1I’Oligoasthénotératozoospermie avec un
pourcentage de 25%, puis I’ Asthénotératozoospermie avec un pourcentage de 22% et
enfin I’oligoasthénozoospermie avec un pourcentage de 1%.



I11.2. Corrélation entre I’age et le DFI
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Figure 25: corrélation entre 1’4ge et DFI

On observe une faible corrélation avec un P = 0.028 entre le taux de DFI et I’4ge des
patients, et avec un coefficient de corrélation (r = -0.052), (Inversement proportionnels).

Nous remarquons donc que dans notre échantillon 1’age des hommes peut étre un facteur
influencent sur le DFI. Ce méme résultat a €té trouvé par (Spano et al, 2000) ; (Moskovtsev
et al, 2006) ; (Wyrobek et al, 2006). Sergey et al. (2009), ont montré dans un groupe
d'hommes agés de plus de 50 ans que les dommages d'ADN spermatique étaient importants
(36,8% +17,6%), correspondant & un mauvais potentiel de fertilité par rapport a un groupe
d’hommes agés de 30 ans, ou le DFI était bas (14,7% * 9,9%) et correspondait a un excellent
potentiel de fertilité.

L'augmentation de la fragmentation de I'ADN spermatique avec I'age est un processus qui est
lié & une augmentation des cassures de I'ADN double brin et un system de sélection de
cellules apoptotiques qui est moins efficace (Singh et al, 2003). De plus, I'ADN des
spermatozoides éjaculés savere plus stable chez les patients les plus jeunes (Lachaud et al,
2004).

Cependant, (Sun et al. 1997) ont trouvé une indépendance du facteur age et DFI.



111.3. Corrélation entre le tabagisme et le DFI
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Figure 26 : corrélation entre le tabagisme et le DFI

D’aprés le résultat demontré dans le graphe, nous remarquons 1’absence de corrélation
DFl/tabagisme avec (p=0,187, r=0,012).

Ainsi, et bien gu'il soit bien connu que le tabagisme soit associé a une numération et mobilité
spermatique faibles, une augmentation des formes anormales de spermatozoides et des
dommages de I’ADN spermatique (Spanoet al., 1998); (Potts et al., 1999).

Nos résultats pourraient étre expliqués par la petite taille de I’échantillon et le nombre réduit
des fumeurs (39 fumeurs / 156 patients).

L’¢jaculat des hommes fumeurs subit un stress oxydant par le fait que leur sperme est
caractérise par des niveaux plus élevés de dommages oxydatifs de I'ADN, de fragmentation
élevée de la chromatine et de basses concentrations des vitamines antioxydants (Fraga et al.,
1996). Il a été postulé que le tabagisme augmente la production des ROS leucocytaires avec,
par conséquent, des effets nocifs sur les spermatozoides matures (Potts et al., 1999).

Cependant, d'autres études ont montré qu’il n’y a pas une relation entre le DFI et le
tabagisme, comme nous venons de le trouver dans notre étude, telle que 1’étude de (Loft et
al., 2003) qui ont étudié le niveau des dommages oxydatifs de 'ADN, ou I’étude réalisée par
(Sergerie et al., 2000) qui ont étudié le taux de fragmentation de 'ADN spermatique par test
TUNEL.

Le fait que certains auteurs n'aient pas trouvé un lien entre le tabagisme et le DFI reviendrait
peut étre a la faible quantité de cigarettes fumées par jours, a la présence d’autres facteurs



induisant les ROS comme les polluants ou bien a la résistance au stress oxydant chez certains
patients (différences de background génétique, de régime alimentaire, y compris la
consommation de vitamine C) ou bien a la numération des spermatozoides (Loft et al., 2003).

111.4. Etude de la relation entre le DFI et differents parametres standards du sperme

111.4.1. volume
40
35 o
o
30
25
v
S 20
°
15
10
@ v v
Y @ 9 6
5 el o%Pe oo ”
3(‘.% w8 oWe ® b
= wv e Ve
0 10 20 30 40 50 60 70 80

resultat DFI

Figure 27 : Corrélation entre Le Volume et le DFI.

D’aprés les résultats démontrés sur le graphe, on a constaté qu’il n’existe pas une
corrélation entre le volume du sperme et les résultats de DFI, selon le test de Spearman
(p=0.448 et r=0.004).

111.4.2. concentration du sperme

Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre le volume, la concentration du sperme et le
DFI dans I’échantillon étudié. Selon le Test de Spearman p=0.187 et coefficient de
correélation (r=0.012)
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Figure 28: corrélation entre la concentration des spermatozoides et le DFI

La moyenne de DFI /concentration des spermatozoides
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Figure 29 : les moyennes de DFI en fonction de la concentration des spermatozoides chez de
groupes de patients.

D’apreés ’histogramme et I’analyse par le test kolmogorov (risque d’erreur 0=0.05) et
p=0.371, on constate que la différence entre les moyennes de DFI n’est pas significative
dans les deux groupes ([ ] < 15 millions/ml, [ ] >15 millions/ml).



111.4.3. mobilité
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Figure 30 : corrélation entre la mobilité (a+b) en fonction de DFI

La corrélation entre la mobilité et le DFI est représentée au niveau du graphe, montre
d’aprés la droite régression obtenue qu’il existe une corrélation négative entre la
mobilité et le DFI (r=-0.178 ; P= 0.034) ce qui montre bien que plus le DFI augmente
plus la mobilité diminue (inversement proportionnel).

En effet, I’existence de corrélation entre la mobilité et le taux de fragmentation d’ADN
spermatique, que nous venons de démontré, est une confirmation des résultats des études
préalables (Sun et al., 1997) ; (Lopes et al., 1998b ); (Sakkas et al., 1999 ); (Irvine et al.,
2000) ; (Apedaile et al., 2004 ); (Smit et al., 2007).

La corrélation entre la fragmentation d’ADN spermatique et les paramétres standard peut étre
expliquée par la complexité des phénomenes physiologiques et moléculaires au cours de la
spermatogenese. Sachant que les dommages d'’ADN peuvent se produire au niveau testiculaire
ou post-testiculaire, il est compréhensible que les études utilisant différentes methodes
d'évaluation d'ADN aient trouvé de divers niveaux de corrélation avec les parametres
spermatiques standards (Saleh et al, 2002).

Cependant, certains auteurs n‘ont montré aucun rapport entre les dommages d'ADN et les
parameétres spermatiques (Evenson et al., 2002);(Larson-Cook et al., 2003); (Cohen-Bacrie
et al., 2009).

(Zini et al.,, 2001b) ont identifie une corrélation negative entre le pourcentage des
spermatozoides avec un ADN dénaturé et la mobilité.



I11.5. Corrélation entre BMI et DFI
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Figure 31 : Correlation entre BMI et DFI.

D’apreés nos résultats démontrés sur le graphe, il n’existe pas de corrélation entre le
BMI et les résultats de DFI chez les hommes, et cela pourrait étre expliqué par la petite
taille de I’échantillon et le nombre réduit des patients qui ont été interrogés (59 patients
avec BMI répertorié).

En revanche, d’aprés Dupont et al. (2013) plus le BMI de I’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. L’obésité abdominale tend également a diminuer le nombre
total de spermatozoides et leur mobilité.



111.6. Corrélation entre la morphologie spermatique (anomalie de la tete) et le DFI

Nous n’avons pas trouvé une corrélation entre les anomalies de la tete des
spermatozoides et les résultats de DFI avec un p=0.029 et un coefficient de corrélation
r=0.031.

La moyenne de DFI en fonction des formes typiques des

spermatozoides
20,8

20.63

20,6

20,4

20,2

19.91

20

19,8

19,6

19,4
Formes typiques

=0.946
HInfad% BmSupad% P

Figure 32 : les moyennes de DFI des deux groupes en fonction des valeurs des formes
typique des spermatozoides.

D’aprés ’histogramme et ’analyse par le test kolmogorov (risque d’erreur a=0.05) et p=
0.946, on constate que la différence entre les moyennes de DFI n’est pas significative
dans les deux groupes (FT< 4%, FT>4%).

Ce méme résultat a été confirmé par (Younglai et al., 2010). Aucune corrélation n’a été
établie entre le pourcentage de formes typiques et la fragmentation d’ADN spermatique.

La structure anormale de la chromatine et les cassures des brins d’ADN sont corrélés avec
différentes formes atypiques, tel que la présence combinée des tétes macrocéphales et des
flagelles multiples (Menkveld et al., 2011) ou présence de globozoospermie combinée avec
I’augmentation des taux d’aneuploides (Ombelet al., 1997).

En revanche, les tétes amincies, ont été liées avec des fausses couches inexpliquées induites
par I’augmentation de la fragmentation d’ADN (Carrell et al., 2003).



I11.7. DFI et qualité embryonnaire

Les patients candidats a I’ICSI de notre série avaient un DFI corrigé par des
antioxydants, ou sous traitement, et la sélection des spermatozoides étaient aléatoire.

Par contre plusieurs autres études ont révélé I’existence d’une association entre le niveau de
fragmentation de ’ADN spermatique et la qualit¢ de la fragmentation embryonnaire apres
I’ICSI (Aboulghar et al., 1997) ; (Brinkworth et al., 2000); (Virant-Klun et al., 2002);
(Perreault et al., 2003) ; (Saleh et al., 2003) ; (Borini et al., 2006) ; (Muriel et al., 2006);
(Babazadeh et al., 2010). Plusieurs études ont démontré que des anomalies dans I’ADN
paternel affectent négativement la qualité embryonnaire (Virro et al., 2004), (Benchaib et
al., 2007), (Simon et al., 2010).

L’absence de corrélation entre I’ADN fragmenté et la qualité embryonnaire peut s’expliquer
aussi par I’effet plus tardif de I’expression du génome paternel (Hazout et al., 2008).1l est
bien connu que I’expression génique principale dans les embryons humains de pré-
implantation commence deux cycles cellulaire plus tard, antre le stade 4-cellules et le stade 8-
cellules (Tsarik et al., 1986, 1988 ; Braude et al., 1988), autrement dit I’effet paternel
n’intervient qu’au moment de I’activation du génome embryonnaire au 3éme jour environ
apres la fécondation. (Hazout et al., 2008).

Bien que 1’ovocyte peut réparer quelque dommage d’ADN (Bazrgar et al., 2014).Si le taux
des dommages d’ADN dépasse la capacité de I’ovocyte a réparer completement ces
dommages, les cellules embryonnaires subissent 1’apoptose.

111.8. DFI et issu d’ICSI
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Figure 33 : Comparaison de 1’issu d’ICSI entre deux groupes (avec et sans DFI).

Nous avons tenté de déceler une éventuelle influence de DFI sur I’issu de I’ICSI, et pour cela
on a ¢liminé les facteurs d’infertilité féminins chez les couples candidats a I’ICSI, et on a pris
deux groupes : des couples dont les hommes ont fait un test de DFI et d’autres qui ne I’ont pas



fait, la tranche d’age de femmes étudice était < 37 ans, et on a trouvé une certaine différence
entre les deux groupes (Avec et sans DFI). On a observe un taux de grossesse biochimique un
peu plus élevé chez les patientes dans le groupe (sans DFI). Des résultats similaires ont été
trouvés par d’autres études (Zini Sigman, 2009), (Babazadeh et al., 2010).Pour le groupe
des patientes (avec DFI), un taux de grossesse clinique légérement élevé, un taux similaire de
fausses couches et un taux de naissance légerement plus élevé notamment. Notre étude a eu
comme résultat ’absence de différence significative entre les deux catégories de patientes du
point de vue grossesse biochimique ou Clinique (I’implantation) et la naissance. Des résultats
similaires ont été trouvés par d’autres études (Van Steirteghem et al., 1993; Payne et al.,
1994; Tournaye et al., 1994; Nagy et al., 1995; Silber et al., 1995 ; Bungum et al., 2004,
2006; Gandini et al., 2004; Check et al., 2005; Huang et al., 2005; Collins et al., 2008; Lin
et al, 2008 ; Zini et Sigman, 2009; Babazadeh et al., 2010). (Hammadeh et al., 1996) ont
démontré que ni la condensation de la chromatine ni la morphologie des spermatozoides
pourraient évaluer le potentiel de fertilisation, le clivage embryonnaire ou le taux de grossesse
dans I'ICSI. 1l faut savoir aussi que ces controverses concernant la valeur prédictive du DFI
pourraient étre expliquées par la capacité de réparation de I'ADN spermatique par I'ovocyte
(Sakkas et al., 2010).



CONCLUSION

La fertilité est un état multifactoriel, qui implique la participation des deux gametes,
I’intégrité du génome paternel est crucial pour un bon développement embryonnaire.
L’examen conventionnel du sperme permet au clinicien d’avoir un apergu général sur la santé
reproductrice masculine, I’évaluation de la fragmentation d’ADN spermatique a été introduite
en routine pour plus d’exactitude en diagnostic. Cependant, la physiologie et 1’étiologie de ces
cassures d’ADN ne sont pas complétement connues.

La fragmentation d’ADN spermatique est un phénoméne normal, observé a faible taux chez
les individus fertiles mais son augmentation peut avoir un effet négatif enterme de grossesses
spontanées ou techniques d’AMP.

Il existe plusieurs essais permettant I’estimation de la fragmentation d’ADN : SCSA (sperm
chromatin structure assay), analyse unicellulaire par électrophorése de gel (COMET),
marquage terminal in situ TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) et SCD
(Sperm Chromatine dispersion)

Des controverses existent sur quelle méthode est la plus fiable ou celle qui détecte
sensiblement les cassures simple ou double brin, de fagon directe ou indirecte

Une standardisation des protocoles des différents tests et leurs seuils est plus que nécessaire
pour pouvoir établir de bonnes pratiques aux laboratoires d’andrologie. I est important de
valider ces tests comme biomarqueurs potentiel de la prédiction de naissance et non de
grossesse en cycles AMP et naturel. La technique SCD utilisée dans notre travail est une
technique opérateur-dépendante, une technique répondu dans beaucoup de laboratoires
d'andrologie a travers le monde, nos résultats ne montrent pas une nette amélioration en
termes de grossesses cliniques ou naissance, pas de diminution des fausses couches, ceci dit,
ca reste une étude rétrospective réalisée sur une petite série.

La capacit¢ de I’ovocyte a réparer I’ADN spermatique est trés variables ce qui rend
Iinterprétation de la survenue de grossesse plus compliquée; le grand impact de la
fragmentation d’ADN spermatique sur les résultats d’AMP chez les couples dont la femme
présente une pauvre réserve ovarienne suggeére le réle modulateur du facteur féminin.
L’ovocyte a la capacit¢ de réparer I’endommagement de I’ADN spermatique lorsque
I’endommagement est a moins de 8%. La capacit¢ de Iovocyte a réparer les dommages
d’ADN dans le spermatozoide fécondant dépend aussi du type de dommage de I’ADN
spermatique

IL est clair qu’avec 1’augmentation de 1’age maternel la réserve de I’ARNm dans I’ovocyte
diminue aussi bien que sa capacité de la réparation d’ADN.

La prise d’antioxydant semble avoir un effet bénéfique en réduisant I’indice de fragmentation
d’ADN spermatique, 1’introduction de la technique PICSI (Physiological Intracytoplasmic
Sperm Injection) permet de choisir les spermatozoides les plus matures, [’utilisation des
spermatozoides prélevés des testicules prend de plus en plus de place en routine, plus d’études
sont nécessaires pour éclaircir le bénéfice apporté par toutes ces voies.
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Annexe A:poste de manipulation des gametes et des embryons (photo originale)




Annexe B: microscope inversé de micro-injection (photo originale)

Annexe C :

e Matériels et équipements

Microscope optique avec objectif x40 et x100 a immersion
Etuve a 37°c

Bain Marie

Refrigérateur

Micropipette

e Consommables et Réactifs pour la technique
Plaque meétallique

Lamelle 22x22

Gants

Eau distillée

Ethanol 70% 90% 100%

Colorant May-gunwald

Colorant Giemsa
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Annexe D : Fiche du DFI.

Date de prélévement : ................ccooeeiiinnnn.. Heure: ................... / salle de recueil :............
VI o Nod?ordre © ..ot
Date de NaissanCe & .....oovvveiiiiiiiiiiiaeens N DOSSIEE & ettt
MEAECIN (.ot Durée d’abstinence : ........... Jours
N el C
Taille ;... Poids :............ BMI:.........
o DFI (fragmentation d’ADN spermatique)
Durée d’infertilité : .......ooiviiiiii
Maladies : ... Heure d’Analyse ..
Prise de MedICaMENTS & .. i Opérateur = .................
INterventions ChIrUFQICAIES &........ooiiiit ittt ee e Lecture
Prise de tabac et d’alcool ... ..o . L
Saisie et Impression :.......
PO S S 0N &
Date SPC-MYCO :.........
Episode de fiévre de grippe 3mois:..................... Fréquence des rapports :..................

Motif : [1Echecs répétés d’ITULIEchecs répetes d’ICSILIMauvaise qualité embryonnaire

Exame [] Avortement répétes [ Varicocele LlAge > 45ANS [ Autres
Viscosite : ..............ae. Couleur @................

Examen microscopigue:

» Mobilit¢  30min Apreés sélection Volume traité :............... tech e sélection :..................

(@) Gradient: ........ Nelot: ........ Date per: ...... Date ouv: ................

(B) Lavage: ........ Nelot: ........ Date per: ...... Dateouv: .............

[() Kit DFT......... N° Lot ........ Date per........Date ouv ..............

(d) s,

» Concentration (Dila............. ) * Concentrationapres sélection (Dila ............. )
Spermatozoides = ................coee /ml Spermatozoides = ..............c..o.en. /ml
Cellulesrondes = ........................ /ml Cellules rondes = ........................ /ml

/se Fragmentation de ’ADN bre tentage (%)
natozoides sans fragmentation Halo
N Halo
natozoides avec fragmentation ule Halo
N alo
és




Observations :

DFI (Index fragmentation de ’ADN) :

%




Annexe E : Fiche du Spermogramme.

CENTRE D’ASSISTANCE MEDICALE A LA PROCREATION

TIZIRI
01, Rue des fréres
El Biar, (16) Alger
Tél: 021907054/ \!
Nom : Date de prélévement : /2016
Prénom : Lieu de prélévement : Centre Tiziri
Age : Durée d’abstinence :  jours
N° Dossier : Médecin prescripteur:
Volume : (N:>15ml) Couleur : Agglomérat :
Viscosité : Floculat : Agglutinats :
PH: (N:7.2-8)
Spermatozoides Concentration : million(s/ml (N : > =15 million/ml)
Numération : million(s/éjaculat (N : > =40 million/éjaculat)
Cellules Rondes : million(s/ml (N :< =2 million/ml)
Leucoscreen: million(s/ml (N : <=1 million/ml)
té N: (a+h) > =32% Centrifugation

et progressif (a)

I faiblement progressif (b)
non progressif (c)

ile (d)

Sur 100 spermatozoides  Vivants. (N : <=58%)

SPERMOCYTOGRAMME

Sur 100 spermatozoides observés, on a révélé formes typiques (N : > 15% : classification de David modifiée)
Index d’anomalies multiples IAM : 1.45(N :< = 1.66)

Tétes Piéces intermédiaires Autres anomalies

Allongé : Reste cytoplasmique : Flagelle isolés :

Amincie : Gréle : Spermatozoides en lyse :
Microcéphale : Angulation : Cellules de la lignée germinale :
Macrocéphale : Flagelles Polynucléaires :

Téte multiples : Absent : Autre cellules :

Base anormale : Ecourté : Fragments cellulaires :
Acrosome absent : Calibre irrégulier :
Acrosome mal forme : Enroule :

Multiple :

Conclusion :



Annexe E : Fiche technique PureSperm 100.
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Annexe F : Fiche technique FertiCult.
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