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Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'infertilité est définie par
I’absence de conception apres au moins 12 mois de rapports sexuels non protégés.
Elle touche environ 80 millions de personnes dans le monde et environ un couple
sur six est confronté a une infertilité primaire ou secondaire.

Elle constitue de nos jours un réel probleme de santé publique du fait de sa
prévalence, de la généralisation de sa répartition, des difficultés inhérentes a sa
prise en charge et de ses répercussions psychologiques et sociales. En effet, c’est
une affection qui a des répercussions morales assez complexes respectivement sur
I'individu, la famille, et la société notamment en ce qui concerne le dynamisme
conjugal, surtout dans notre contexte, ou la procréation est |’un des buts principaux
du mariage. Cependant, la non procréation demeure I'une des causes principales de
divorce au Maroc, malgré les progres récents dans le diagnostic précoce et |la prise
en charge des couples infertiles.

Dans au moins la moitié des cas, I'infertilité du couple est d’origine masculine
isolée ou mixte [2], cette proportion reste probablement sous-estimée par manque
de dépistage et/ou de diagnostic malgré une accessibilité ainsi qu’une facilité de la
réalisation du bilan spermatique qui constitue la pierre angulaire de I'exploration de
I'infertilité masculine. Mais paradoxalement, dans notre société, on attribue encore
volontiers l'infertilité du couple a la femme. Lorsqu’un couple n’arrive pas a
concevoir, c’est la femme qui subit en premier lieu la majeure partie des
investigations, elle est méme parfois traitée avant que son partenaire ne soit évalué.
Il est donc capital de conjuguer les efforts entre biologistes (embryologistes,
généticiens et polyvalents) et cliniciens (urologues, gynécologues, endocrinologues
et généralistes) pour assurer a nos citoyens une prise en charge globale permettant,
d’un co6té, de faire un diagnostic précis et d’un autre, d’ouvrir la voie a une

thérapeutique adéquate.
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De nos jour, un homme produit en moyenne deux fois moins de
spermatozoides que son homologue d’il y a 50 ans (diminution de 2% par an). Dans
ce contexte, les scientifiques cherchent a déterminer la part de responsabilité
revenant aux évolutions démographiques, aux techniques médicales de diagnostic,
au mode de vie, aux facteurs environnementaux et surtout a la génétique.

A travers une étude descriptive transversale de 118 cas d’infertilité masculine
adressés a I'unité de génétique médicale du CHU Hassan Il entre Septembre 2009 et
Septembre 2019, [I'objectif de notre travail est d'étudier des aspects
épidémiologiques de la génétique de cette affection dans notre contexte, de réaliser
une revue de la littérature pour améliorer la prise en charge diagnostique de

I'infertilité masculine et de promouvoir la recherche fondamentale dans ce domaine.

|I-Définitions-épidémiologie

La fertilité est I'aptitude d’un couple a procréer. Elle est variable d’un couple a
I'autre. L’infertilité est définie par |'organisation mondiale de la santé OMS par
I’absence de conception apres au moins 12 mois de rapports sexuels non protégés,
ces rapports doivent étre normaux en fréquence et en qualité a l'intérieur d’un
couple vivant réguliéerement ensemble.

L’hypofertilité est définie par une difficulté a concevoir, se traduisant par un
allongement du délai nécessaire pour qu’une grossesse débute chez un couple
donné, appelé « délai de conception ». La stérilité masculine est définie par
I'incapacité totale et définitive de concevoir, a cause d’une étiologie évidente et non
curable d’infertilité comme I'orchidectomie bilatérale par exemple, la notion de
stérilité a changé depuis la possibilité de recueil des spermatozoides intra-

testiculaires et intra épididymaires [1].
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On distingue I'infertilité masculine primaire lorsqu’un homme n’a jamais
fécondé une femme (féconder signifie que la conception a eu lieu, indépendamment
de I'évolution de la grossesse), de I’infertilité masculine secondaire lorsqu’un
homme a fécondé une femme, indépendamment du fait qu’elle soit la partenaire
actuelle, et indépendamment de I’évolution de la grossesse [1].

Pour mesurer l'infertilité, L’indicateur le plus fréquemment utilisé est la
probabilité mensuelle de conception. Elle est considérée comme constante pour un
couple donné sur une certaine période, mais différente d’un couple a 'autre. Au
temps O de désir de grossesse, la moyenne de fécondabilité des couples est estimée
a 25%, c'est-a-dire que les couples ont en moyenne 25% de chance de procréer par
cycle. La fécondabilité fait intervenir un facteur temps essentiel a prendre en compte
pour la prise en charge du couple. En effet les couples les plus fertiles obtiendront
rapidement la grossesse et disparaitront de la cohorte de départ. Au fur et a mesure
des années, la proportion des couples infertiles deviendra de plus en plus
importante avec une fécondabilité moyenne des couples restant diminuée. Ainsi il
est estimé qu’apres un an d’infécondité, la fécondabilité moyenne est de 12% : apres
2 ans elle n’est plus que de 7.9% et apres 5 ans, de 4% [3].

Globalement, la cause de I'infertilité est :

- d'origine féminine dans environ 30% des cas,

- d'origine masculine dans environ 20% des cas,

- d'origine mixte dans environ 40% des cas.

- L’infertilité reste inexpliquée dans un peu moins de 10% des cas.
En se basant sur les critéres de la définition de I'OMS, ['infertilité concerne entre 15%
a 25% des couples a travers le monde (un couple sur 4 a 7) [1]. Selon I'OMS, 186
millions de couples sont concernés dans les pays en voie de développement [1]. Au
Maroc, selon le College marocain de fertilité, 15% des couples marocains, soit un
total de 800000 personnes souffrent de |'infertilité. Au Maghreb, Les études et
recherches attestent I'infertilité est d’origine masculine dans environ 30% des cas

[4].
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II- Rappels

1- Anatomie et Histologie de I’appareil génital masculin [5]

1.1- Généralités :

La plupart des systémes de I'organisme doivent fonctionner sans arrét pour
maintenir I’lhoméostasie. La seule exception est le systeme génital, qui semble «
dormir » jusqu’a la puberté. La fonction génitale de I'"homme est d’élaborer les
gametes, appelés spermatozoides, et de les introduire dans les voies génitales de la
femme. L’appareil génital male est a cet effet constitué par un ensemble d’organes
et de structures participant a la formation, la maturation et |’émission sous pression
des différents constituants du sperme. Ces organes et structures sont (Figure 1) :

Les testicules

- Les voies spermatiques excrétrices : les canaux efférents, I’épididyme et les
canaux déférents.

- Les glandes annexes constituées par la prostate, les vésicules séminales et les
glandes bulbo-urétrales ou glandes de Cowper.

- Les organes génitaux externes.
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Figure 1 : Représentation schématique d’une coupe sagittale du bassin montrant

I'appareil de reproduction masculin [6].
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1.2- Les testicules :
lIs sont situés dans les bourses, a la partie antérieure du périnée, sous la
verge. Appendus au cordon spermatique, ils sont mobiles sous l'effet des fibres
crémaster et de la pesanteur. Le testicule est ovoide, lisse et brillant de couleur
nacrée. Sa consistance est ferme et réguliere. Il mesure, en moyenne 4 a 5 cm de
longueur, 2 a 3 cm de largeur, 2,5 cm d’épaisseur, et pése en moyenne 20 g. Une
couche de tissu fibreux dense constitue la capsule testiculaire appelée I'albuginée.
Généralement, chez les sujets qui présentent une azoospermie sécrétoire, le
testicule est de taille tres diminuée, et la consistance est molle.
On lui décrit :
- 2 faces : une latérale convexe et I'autre médiane a peu pres plane.
- 2 bords : un postéro-supérieur en rapport avec I'épididyme. L'autre est
antéro-inférieur convexe et libre.
- 2 extrémités : une antéro-supérieure arrondie surmontée par la téte de
I'épididyme. L’autre est postéro-inférieure donnant attache au ligament
scrotal, qui la fixe au fond du scrotum.

1.3- Organes Génitaux annexes :

1.3.1- Les voies spermatiques

Les spermatozoides élaborés dans les tubes séminiféres vont étre évacués
grace a un systéme de canaux constituant les voies excrétoires du sperme. A ces
conduits, sont annexés des glandes dont les produits de sécrétion participent a la
constitution du sperme. On distingue 2 catégories de voies spermatiques : les voies
spermatiques intra testiculaires et les voies spermatiques extra testiculaires.

1.3.1.1. Les voies spermatigues intra testiculaires (figure 2) :

a- Les tubes séminiféres contournés :
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Les lobules testiculaires, au nombre de 250 a 300, séparés par des cloisons
fibreuses ; ils contiennent chacun 3 ou 4 canalicules séminiféres contournés qui
atteignent dans le testicule mature un diametre de 140 a 300 um et a I’état déroulé
une longueur de 30 a 60 mm. C’est dans ces tubes que se forment les
spermatozoides qui sont ensuite transportés dans les tubes séminiféeres droits.

b- Les tubes séminiféres droits :

lIs ont une longueur de 1T mm. lIs relient les tubes séminiféres a un réseau de
canalicules appelé rete testis.

c- Le rete testis ou réseau de Haller :

C’est un réseau de canalicules contenu dans un épaississement de I’albuginée
appelé le médiastinum testis. On leur attribue des fonctions d'échange contribuant a
modifier la composition du fluide testiculaire.

Les spermatozoides, immatures et immobiles, traversent les voies
spermatiques intra testiculaires, poussés par la pression du fluide testiculaire
sécrété de facon continue par les cellules de Sertoli. Ce liquide serait remanié lors de
son passage dans les tubes droits et |le rete testis.

1.3.1.2. Les voies spermatiques extra-testiculaires (figure 2) :

a— Canalicules efférents :

Par I'intermédiaire du rete testis, les spermatozoides pénetrent dans une 12
aine de canalicules efférents qui représentent la majeure partie de la téte de
I’épididyme.

Chaque canalicule efférent a une longueur d’environ 20 cm mais il se tortille
en un petit peloton conique de 2 cm dont le sommet commence a la pointe du rete

testis et dont la base s’abouche dans le canal épididymaire.

BENNANI Kenza Page 17



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

b- Epididyme (figure 2) :

C'est une formation en forme de virgule, longue d’environ 5 cm. il coiffe le
testicule a la maniere du "cimier d'un casque". On lui décrit trois parties d'avant en
arriere :

- La téte : arrondie, lisse et volumineuse, elle est unie intimement au pole
antérieur du testicule

- Le corps

- La queue : unie au pdle postérieur du testicule, elle se prolonge, sans ligne
nette de démarcation, par le canal déférent.

Sur le plan microscopique il comprend un épithélium régulier fait de cellules a
stéreocils et de cellules basales qui reposent sur une membrane basale. Le canal
épididymaire n’est pas seulement une voie excrétrice du sperme, il joue un role
déterminant dans la composition du fluide épididymaire dans lequel les
spermatozoides poursuivent leur maturation. Dans la partie initiale du canal, se fait
la réabsorption de 90% du liquide séminal primitif. Les cellules de la téte et du corps
épididymaire synthétisent et sécretent des protéines et des glycoprotéines, dont
certaines se fixent sur la membrane plasmique des spermatozoides. Les cellules du
corps concentrent en plus, a partir du sang, des molécules comme la carnitine.
Quant aux cellules de la queue, elles synthétisent et sécretent des lipides. Les
cellules glandulaires épididymaires ont donc un rdle important au cours du trajet
épididymaire. Elles sécretent de nombreuses substances assurant la nutrition des
spermatozoides, l'acquisition de leur mobilité et de leur pouvoir fécondant ; elles
produisent en outre un facteur de décapacitation se fixant sur la membrane des
spermatozoides pour empécher 'expression prématurée de leur pouvoir féecondant.

Pendant le transit épididymaire et en cas de séjour prolongé dans la queue de
I'épididyme, de nombreux spermatozoides dégénerent. Les cellules épididymaires
aidées de macrophages (spermiophages) assurent la digestion des spermatozoides

vieillissants et degénérés.
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c— le canal déférent :

Il s’étend depuis la queue de I'épididyme jusqu’a la base de la prostate. Il
chemine sur la face médiale du testicule puis traverse successivement la racine des
bourses, la région inguinale, la fosse iliaque et la cavité pelvienne.

Sa longueur est de 35 a 45 cm, diameétre externe de 2 a 3 mm, sa paroi tres
épaisse lui confere une résistance particuliére qui permet de le palper facilement car
. il se déroule sous les doigts.

Le canal déférent se dilate a son extrémité distale pour constituer 'ampoule
du déférent. La structure de cette ampoule est comparable a celle des vésicules
séminales. Elle s’ouvre dans sa partie basse et marque le passage du canal déférent
au canal éjaculateur. L’ampoule du canal déférent elle apparait comme un réservoir
a I'intérieur duquel s’accumule le sperme dans I'intervalle des éjaculations.

Les anomalies du canal déférent peuvent étre a l'origine d’une infertilité
masculine de type excrétoire. Pour ces anomalies, il y a celles qui sont congénitales

(atrésie) et acquises (post-infectieuse).
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Canal déféren Cones efférents

. Rete testis
épididymaire
pelotoné Albuginée

Tubule séminifere

Figure 2 : Représentation schématique du testicule, des voies génitales intra-

testiculaires et des voies génitales extra-testiculaires proximales [6].
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d- Le Canal éjaculateur :

Le canal éjaculateur est un simple conduit vecteur formé par 'union de la
vésicule séminale et du conduit déférent correspondant, est situé dans la quasi-
totalité dans I’épaisseur de la prostate. Il s’abouche dans l'urétre au niveau d’une
zone bombée : Le veru montanum long de 2 cm sur 1 mm de diameétre, son calibre
diminue progressivement de son origine a sa terminaison.

1.3.2- Les glandes annexes (Figure 3) :

Ces glandes produisent la majeure partie du sperme. Cette sécrétion est
androgéno-dépendante.

a- Les vésicules séminales :

Chacune des 2 vésicules séminales est branchée sur I'extrémité terminale de
I'un des canaux déférents et s’étend en dehors de lui, entre la vessie et le rectum,
suivant une direction oblique en dehors, en arriere et un peu en haut. Elles sont
longues de 6 centiméetres en moyenne. Les vésicules séminales sécretent un liquide
clair, visqueux et alcalin, qui agit sur I’état physiologique des spermatozoides en
maintenant normale leur mobilité et en leur assurant une vitalité maximale dans le
sperme.

Extérieurement, les vésicules séminales apparaissent bosselées sur toute leur
surface. Leur diametre augmente depuis leur origine sur le canal déférent, jusqu’a
leur extrémité supéro—-externe.

Le col de la vésicule est enfin dans la base de la prostate. Il s’unit avec la
terminaison du déférent a angle trés aigu.

Les vésicules séminales sécretent plus de la moitié du liquide séminal, environ
60%, (le reste provenant essentiellement de la prostate) ce liquide jaunatre, visqueux
et alcalin, est riche en fructose, vitamine C, protéines et prostaglandines ; le fructose

joue un role important dans la nutrition et la mobilité des spermatozoides [5].
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b- La prostate :

C’est un organe musculo-glandulaire impair et médian. Elle est située entre le
fond de la vessie et le muscle transverse profond du périnée en arriere de la
symphyse pubienne et en avant du rectum a partir duquel elle peut étre palpée. Elle
mesure en moyenne 3 cm de haut, 4 cm de large et 2 cm de profondeur chez un
adulte jeune et pese alors 20 a 25 grammes. La prostate est perforée par I'urétre et
par les deux canaux €éjaculateurs. Elle possede deux sphincters :

- Un sphincter interne formé de fibres musculaires lisses (sphincter lisse)
entoure la partie supérieure de l'urétre. La tonicité de ce sphincter empéche
I'écoulement I’éjaculation rétrograde.

- Un sphincter externe, formé de fibres musculaires striées comprend un
anneau a la partie inférieure de l'urétre prostatique, et une extension en forme
de bouclier sur les faces antérieure et antérolatérales de la prostate. Le
sphincter externe est responsable de la continence urinaire.

Les glandes prostatiques secrétent un liquide épais, blanchatre qui représente
environ 30 % du volume total d'un éjaculat. Il est légerement acide (pH : 6,5) en
raison de la présence de citrate a de fortes concentrations. On y retrouve également
La PSA, La phosphatase acide prostatique et le zinc.

c- Les glandes de COWPER (figure 3) :

Il s'agit de 2 petites masses glandulaires de la taille de petites noisettes
situées a la jonction de [|'uréetre spongieux dans [|'épaisseur de [|'aponévrose
pénienne moyenne.

Elles possédent un canal excréteur relativement long chez I'homme adulte, qui
atteint 30 a 40 mm de long et il s’ouvre sur la paroi postérieure de 'urétre pénien.
Elles sécretent un liquide mucoide qu'elles déversent dans la région postérieure de
'uretre membraneux. Ce liquide participe a la lubrification de l'uretre. Lors de

['éjaculation, il est excrété en plus grande quantité et précede |'arrivée du sperme.
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Canal éjaculat
Prostate AT e

Ureétre prostatique
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Figure 3 : représentation schématique d’une vue postérieure de |la vessie montrant

les voies génitales et les glandes annexes masculines [6].
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1.4- Organes génitaux externes (Figure 4)

a- La verge :

C’est l'organe de la copulation destiné a déposer le sperme dans les voies
génitales de la femme. Il comprend une racine fixe et un corps mobile, se terminant
par une extrémité renflée appelée gland. La peau du pénis est lache et glisse vers
I’extrémité distale pour former le prépuce autour du gland.

La verge renferme la partie spongieuse de l'uretre et trois parties cylindriques
de tissu érectile. Un corps érectile médian appelé corps spongieux entourant l'uretre
et s’étendant vers I'extrémité distale de pénis pour former le gland, et 2 corps
érectiles dorsaux appelés Corps Caverneux, constituant la plus grande partie du
pénis.

Au moment de I'éjaculation, I'ensemble du liquide séminal, comprenant les
spermatozoides et les sécrétions des vésicules séminales et prostatiques est conduit
vers l'uretre prostatique aprés passage dans les canaux éjaculateurs. La fermeture
concomitante du sphincter vésical associé a un péristaltisme des muscles lisses
assure I’expulsion du liquide séminal vers I'urétre pénien puis a travers |'orifice du
méat urétral. Tout ce cheminement peut étre le siege d’obstacles.

b- Le scrotum :

C’est un sac de peau et de fascia superficiel suspendu a I'extérieur de la cavité
abdomino-pelvienne qui contribue au maintien d’une température scrotale

relativement stable de 32 a 35°C, essentielle a la spermatogénese (figure 4).
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Figure 4 : Vue antérolatérale du pénis montrant la position des tissus érectiles [6].
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2- Embryologie de I’appareil génital masculin [7]

a- Facteurs de détermination du sexe

Le sexe du feetus est déterminé au cours du premier trimestre par des facteurs
génétiques et hormonaux. Le génotype est responsable de ['apparition des
caractéres sexuels primaires que sont les testicules. Cette détermination du sexe
dépend du chromosome Y via le facteur de déterminisme testiculaire TDF (Testis
Determining Factor) contenant le gene SRY. Il provoque [linduction de Ila
différenciation masculine des cellules des cordons sexuels de la gonade en cellules
de Sertoli (figure 5).

La différenciation sexuelle se fait par étapes successives avec, selon leur
chronologie d’apparition, la formation de gonades puis celle des voies génitales et
enfin, la mise en place des organes génitaux externes.

A partir de la 7¢me semaine le développement embryonnaire, ’'’Hormone Anti-
Millerienne (AMH), secrétée par les cellules de sertoli, induit la régression des
canaux de Miller (faisant partie intégrante de I'appareil sexuel féminin). Des la 8me
semaine de développement commence la sécrétion par les cellules de Leydig, de
testostérone responsable de la différenciation sexuelle du tractus génital interne, du
sinus uro-génital et des organes génitaux externes. La différenciation du tractus
génital male est beaucoup plus dépendante de la production d’hormones que celui

de la femme.

BENNANI Kenza Page 26



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

Ea

Bras court P <«— Géne SRY

ra

ra

Bras long Q

ra

Figure 5 : Représentation schématique du chromosome Y [aimablement fournie par Pr

Mohammed SEKAL].
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b- Formation des gonades chez le foetus

La formation de gonades résulte de I'interaction entre les cellules germinales
primordiales et les crétes génitales. Ces dernieres, d’origine mésoblastique,
donneront les cellules de Sertoli. Les cellules germinales primordiales sont I'origine
des spermatozoides. Elles proviennent de la différenciation de I’épiblaste a la 2&me
semaine et sont donc, comme toutes les cellules du corps, diploides. A la 3éme
semaine, elles vont migrer par des mouvements amiboides jusque dans la
splanchnopleure de la paroi de la vésicule vitelline secondaire et se disposer a
proximité de I'allantoide naissant. Puis, entre la 4¢me et |a 62me semaine les cellules
germinales primordiales vont a nouveau migrer, pour coloniser les crétes génitales.
Les cellules germinales primordiales se multiplient tout au long de la migration. A ce
stade, I’'embryon n’a pas encore de sexe (figure 6).

A la 7¢me semaine, la différenciation sexuelle masculine commence avec
I’expression du gene SRY (figure 6). Les cellules des crétes génitales devenues les
cordons primitifs, vont devenir les cellules de Sertoli qui formeront les futurs tubes
séminiferes a la puberté, eux méme en contact avec le canal de Wolff qui va devenir
le canal épididymaire.

La gamétogenese va commencer avec I'apparition des premiers gametes. Leur
cycle va rester bloqué avant une entrée en deuxieme division de méiose, qui se
terminera a la puberté. Puis I’lhormone anti-millerienne, produite par les cellules de
Sertoli, va faire régresser les canaux de Muller (organes génitaux de type féminin) et
ainsi permettre la différenciation des cellules de Leydig.

La testostérone va étre secrétée pendant la vie intra-utérine, d’abord sous
I’effet de ’hormone HCG placentaire, puis a la naissance sous |'effet de I’hormone
LH du nouveau-né. Ensuite, elle s’arréte 6 mois aprés a la naissance pour ne
reprendre qu’a la puberté déclenchant la formation de spermatozoides.

Les testicules descendent progressivement dans leur loge définitive que sont
les bourses entre le 3¢me mois et la fin de la grossesse. Ce processus est régulé par
les androgenes et par I'insuline Like proteine 3 (INSL3) secrétée elle aussi par les

cellules de Leidig.
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Figure 6 : La différenciation gonadique
A : migration des gonocytes primordiaux vers les crétes génitales [8].
B : déterminisme de la différenciation gonadique selon le sexe [aimablement fournie par

Pr Mohammed SEKAL].
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c- Apparition des voies génitales

Lors du stade embryonnaire indifférencié, il y a formation des canaux de Wolff
et de Miller (figure 7). La différenciation sexuelle dans le sens masculin va avoir lieu
avec la régression des canaux de Muller sous I’action de I’AMH et le développement
ainsi que la différenciation des canaux de Wolff des la 8me semaine sous I'action de
la testostérone produite par les cellules de Leidig.

La partie proximale du canal de Wolff va former I’épididyme, avec sur la partie
supérieure (téte de I'épididyme), les projections des canalicules efférents. La partie
inférieure du canal de wolff forme la queue de I'épididyme et le canal déférent. |l
s’agit d’'un canal musculo-épithélial servant a la propulsion du sperme pendant
I’éjaculation.

d- La différentiation des organes génitaux externes

Cette différentiation se fait dans le sexe masculin grace aux androgénes.
Jusqu’a la fin de la 8me semaine, le foetus n’a toujours pas de sexe phénotypique.
Puis, sous 'action de la testostérone et surtout de la dihydrotestosterone (DHT), son
analogue plus puissant, la différenciation s’initie. Le tubercule génital s’allonge et
donne le pénis, les replis génitaux fusionnent et forment |'urétre, les bourrelets
génitaux se soudent et donnent le scrotum, ou se logeront les testicules.

L’extrémité du gland va se creuser en son centre pour former ['uretre

balanique et en périphérie, il y aura formation d’un prépuce.
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Figure 7 : a gauche, représentation schématique des voies génitales internes a la
6¢me semaine du développement embryonnaire. A droite, vue en microscopie

électronique a balayage [8].

BENNANI Kenza Page 31



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

3- Histologie fonctionnelle et régulation de I'appareil de reproduction

3.1- Histologie fonctionnelle des testicules :

3.1.1- Les tubes séminiféres (figure 8) :

Les tubes séminiféres sont le lieu de la spermatogénese. La paroi de chaque
tube est constituée par I'épithélium séminifére, ou sont associées les cellules de
Sertoli et les cellules de la lignée germinale, entourés d’une enveloppe péri-
tubulaire.

3.1.1.1 L’enveloppe péri tubulaire :

L’enveloppe péri-tubulaire est composée d'une lame basale et de trois ou
quatre couches concentriques de cellules péri-tubulaires séparées par du matériel
fibrillaire et collagene. Les cellules péri-tubulaires, contractiles, participent a la
progression du contenu luminal vers les voies excrétrices. Sous l|'action de la
testostérone, les cellules péri-tubulaires sécrétent des facteurs paracrines régulant
l'activité des cellules de Sertoli (P-mod S). Les altérations de cette enveloppe sont

souvent associées aux atteintes de la spermatogenése
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Figure 8 : En haut : Représentation schématique de la composition des tubules
seminiféeres et de I'espace interstitiel testiculaire. En bas : vue en microscopie

électronique a balayage [6].
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3.1.1.2 Les cellules de Sertoli [9] :

Ce sont des cellules fixes qui occupent toute la hauteur de ['épithélium
séminifere (70 micrometre) et envoient des expansions autour des cellules
germinales. Les cellules de Sertoli ont un réle important pour la bonne marche de
spermatogénese :

a- Réle structural (figure 9) :

Par les jonctions étanches qu'elles établissent entre elles vers leur pdle basal
elles constituent une barriére physique séparant le compartiment basal renfermant
les spermatogonies et les spermatocytes | préléptotenes en rapport avec
I'interstitium contenant les capillaires sanguins et les cellules de Leidig et le
compartiment adluminal, elles forment ainsi la barriéere hémato-testiculaire. Du coté
apical, les spermatocytes Il, les spermatides et les spermatozoides baignent dans un
environnement constitué d’éléments synthétisés et transportés par les cellules de
Sertoli. Il en va de méme pour le fluide testiculaire dont la constitution est
entierement controlée par les cellules de Sertoli.

Le principal effet de la barriere sang-testicule est d'empécher la
reconnaissance de sites antigéniques exprimés sur les éléments de la lignée
germinale a partir des stades méiotiques, par les cellules du systéme immunitaire
maintenues en deca du dispositif de jonctions serrées. Toute rupture importante de
cette barriére, traumatique, post infectieuse, post biopsique, est a l'origine d’un
processus d'auto-immunisation pouvant évoluer dans les cas sévéres vers une
azoospermie [9].

b- Role dans la progression des cellules germinales :

Elles exercent des fonctions mécaniques, par leur cytosquelette associé a des
protéines contractiles, elles permettent aux cellules germinales de migrer au fur et a

mesure de leur maturation, en direction de la lumiére du tube séminifére.
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c- Rodle trophique :

Elles exercent aussi des fonctions trophiques en assurant la maturation de la
lignée germinale. Elle assure une fonction paracrine a I'égard des cellules germinales
et elles sont responsables de la production du plasma séminal primitif.

d- Robles sécrétoires :

Les cellules de Sertoli ont une activité de sécrétion importante notamment
pour le soutien et la maturation des cellules germinales. Parmi les protéines qui sont
sécrétées on retrouve des protéases, des anti-protéases, des hormones, des
substrats énergétiques, des facteurs de croissance, des facteurs autocrines et
paracrines et des composants de la matrice extracellulaire.

L’Androgen Binding Protein (ABP): permet le transport de la testostérone

depuis la partie basale vers les cellules germinales. La fixation et le transport de la
testostérone dans les cellules de Sertoli et les cellules germinales. Ce mécanisme de
transport actif permettrait d'atteindre des concentrations intracytoplasmiques
d'androgénes bien supérieures a celles que fournirait un mécanisme de diffusion
passive. L’ABP présente une tres grande homologie avec la SHBG (Sex hormone
binding globulin), synthétisée par les hépatocytes, qui lie et transporte les stéroides
dans le plasma. L'ABP est présente essentiellement au niveau du testicule et de la
téte de |'épididyme, cependant elle est également exprimée dans le cerveau dans les

deux sexes [10].
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Figure 9 : Représentation schématique de la cellule de Sertoli et de ses rapports avec

la lignée germinale [9].
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L'inhibine et I'activine :

L’'inhibine est constituée de 2 sous-unités o et B. L'activine est un
homodimere de 2 sous-unités B. Il existe une grande homologie de structure entre
ces deux glycoprotéines et les facteurs de croissance de la famille du TGF B,
impliqués dans la régulation de la prolifération et différenciation cellulaire. Dans le
testicule, l'inhibine et I'activine sont principalement produites par les cellules de
Sertoli. La sécrétion d'inhibine par la cellule de Sertoli est directement influencée par
la FSH qui stimule la production de la sous-unité & sans modifier celle de la sous-
unité B. L’inhibine inhibe la synthése et la libération de FSH par les cellules
hypophysaires. A c6té de leur action hormonale sur la sécrétion des
gonadotrophines hypophysaires, l'inhibine et l'activine sont des facteurs paracrines,
intervenant au cours du développement embryonnaire du testicule et dans la
régulation des fonctions testiculaires. Elles sont respectivement responsables de
I’activation et I'inhibition de la stéroidogenese.

L'AMH ou millerian inhibiting substance [11].

C’est une glycoprotéine, dont la structure la rattache a la famille des facteurs
de croissance, en particulier du TGF B. L’AMH est un dimeére stabilisé par des ponts
disulfures. Elle est produite par les cellules de Sertoli immatures chez le foetus
masculin sous controle du géne SRY. Elle est maximale a la 8me semaine,
progressivement décroissante pendant la gestation, chez I'enfant et a la puberté,
avec une variation inversement proportionnelle entre testostérone et AMH. Une
anomalie du gene de I'AMH ou de son récepteur peut a l'origine du syndrome de
persistance des canaux de Milller ou syndrome de « I'nomme a utérus ».

3.1.1.3 La spermatogénese : [12]

La spermatogenése est le processus par lequel les cellules germinales se

difféerencient afin de donner les spermatozoides. Ainsi, des cellules germinales
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diploides (2n chromosomes), les spermatogonies souches, générent des gametes
masculins haploides (n chromosomes), les spermatozoides Entre la puberté et la
sénescence. La spermatogenése a une durée fixe de 74 jours dans |’espéce humaine.
Dans une région déterminée de la paroi d'un tube séminiféere, le départ d'une
nouvelle lignée a partir d'une spermatogonie est déclenché tous les 16 jours,
périodicité qui constitue le cycle de I'épithélium séminifére. Les spermatogonies
souches (de renouvellement), entrent en spermatogenése en groupe et non
individuellement et restent reliées entre elles par des ponts cytoplasmigues, qui
mettent en contact direct les cytoplasmes de ce cellules et jouent un rbéle dans la
synchronisation du développement de groupes isogéniques des cellules germinales
(figure 10).

D'un point de vue fonctionnel, la spermatogenése peut étre scindée en 3
phases successives impliquant des types de cellules germinales différents (figure
10).

a- La phase proliférative :

Elle consiste en des mitoses des spermatogonies de type A permettant le
maintien et le renouvellement de I'épithélium séminifére [12]. Au départ, une
spermatogonie indifférenciée et isolée de type Ad appartenant au stock de cellules
germinales souches se divise de maniere asymétrique en 2 cellules filles : une
spermatogonie de type Ad qui permet le maintien du pool de spermatogonies
souches et une spermatogonie de type appariée Ap. Cette derniere se divisent en 2
spermatogonies de type B. Une mitose finale des spermatogonies de type B permet

de donner naissance aux spermatocytes | dits pré-leptoténes.
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b- La phase méiotique :

La méiose est constituée d'une succession de 2 divisions cellulaires
consécutives. La 1&e division méiotique réductionnelle comporte une prophase |
longue (se subdivisant en 5 stades : leptotene, zygotene, pachytene, diploténe et
diacinese), la métaphase |, I'anaphase | et la télophase |. Au cours de la prophase | a
lieu le crossing-over qui assure le brassage génétique et ainsi une diversité
génétique des gameétes. De cette maniere, les spermatocytes | donnent des
spermatocytes Il.

Ces spermatocytes |l subissent la seconde division méiotique équationnelle ou
les chromatides sceurs se répartissent entre les 2 cellules filles pour donner les
spermatides rondes. Chez I'homme, le nombre de spermatides produits par chaque
spermatocyte | ne correspond pas au rendement maximal de quatre pour un. En
effet, 25% des cellules germinales dégénerent entre le stade spermatocyte et le

stade spermatide.
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Figure 10 : Evenements, durée et produit de la spermatogenese [12].
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c- La spermiogénése (figure 11) :

Au cours de cette phase les spermatides rondes immatures se différencient en
spermatozoides. Lors de leur différenciation en spermatozoide, les spermatides
subissent plusieurs modifications et changements morphologiques. Tout d'abord,
leur noyau se condense et se place en position sous—-membranaire. On assiste
également au remplacement des histones par des protéines nucléaires plus
basiques, les protamines. L'acrosome se forme par le rassemblement des vésicules
de l'appareil de Golgi, il contiendra notamment les enzymes protéolytiques
nécessaires lors de la fécondation. Au niveau de la partie proximale, les
mitochondries s'assemblent en spirale au niveau de la piece intermédiaire. Le
flagelle se développe a partir du centriole distal. Des microtubules se
développement en arriere de l'acrosome et les corps résiduels (fragments de
cytoplasme non utilisés) seront éliminés par la cellule puis phagocytés par les
cellules sertoliennes.

Au cours de la spermiogénése (la téte des spermatides fait face au
compartiment basal des tubes séminiferes et la derniere étape consiste en la
translocation des spermatozoides de la partie adluminale du tube séminifére vers la
lumiere du tube. Cette phase de libération des spermatozoides matures, ou ils se
détachent de la cellule de Sertoli dans la lumiere du tube séminifere, est appelée

spermiation.
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Figure 11 : Modifications des spermatides au cours de la spermiogénese et aspect

général du spermatozoide [6].
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d- Le spermatozoide

Il mesure 50 a 60 um de longueur et il est constitué de la téte et du flagelle.
La téte est ovale et de contour régulier. Elle comprend le noyau, qui renferme le
matériel génétique condensé sous forme de chromatine, et I’acrosome, qui occupe
entre 40 et 70 % de la téte. L'acrosome est chargé d’enzymes hydrolytiques capables
de percer la zone pellucide de I’ovocyte lors de la fécondation. Le flagelle est mince,
non enroulé et a un contour bien défini. Elle mesure environ 45 upm pour un
diameétre de 0,4 a 0,5 um (figure 11).

L'une des principales caractéristiques des spermatozoides, qui est
fondamentale pour son potentiel de fécondation, est sa capacité a progresser dans
le tractus génital féminin a une vitesse normale allant a 25 um/s et a traverser les
cellules de la granulosa et la zone pellucide pour parvenir a la fécondation. Cette
propriété est fournie par le flagelle

Le flagelle des spermatozoides consiste en une structure a base de
microtubules, appelée axoneme, semblable au cytosquelette interne des cils
vibratiles que I'on trouve a la surface de nombreux types de cellules, telles que les
cellules épithéliales des voies respiratoires. Les trompes de Fallope ou les
ventricules cérébraux [13].

Le flagelle du sperme peut étre divisé en 3 pieces : la piéce intermédiaire, la
piece principale et la piece terminale, en fonction de la présence de structures péri-
axonémiques spécifiques, qui ne se trouvent pas dans les cils vibratiles (Figure 12).
La piece intermédiaire consiste en une gaine mitochondriale hélicoidale entourant
'axonéme, qui est remplacée par la gaine fibreuse de la piéce principale ; la piéce
terminale est dépourvue de toute structure péri—-axonémique. La piéce intermédiaire
et la piece principale sont reliées par I'annulus, également appelé anneau de Jensen,
qui se présente sous la forme d'une structure en anneau dense aux électrons

étroitement associée a la membrane plasmique.
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L'axoneme est composé de 9 doublets de microtubules disposés autour d'une
paire centrale de microtubules (structure '9 + 2". Les doublets périphériques sont
reliés les uns aux autres par le complexe régulateur nexin-dynéine ; de plus, les
rayons radiaux, qui sont des structures multiprotéiques en forme de T, relient
chaque doublet de microtubules périphérique au complexe de paire centrale (figure
12).

Le battement des cils et des flagelles est orchestré par les bras interne et
externe de la dynéine qui sont des complexes multiprotéine-ATPase, composés de
chaines lourdes, de chaines intermédiaires, de chaines légeres—intermédiaires, de
chaines légéres et de nombreuses protéines régulatrices ; et fournissent la force de

glissement pour la motilité des spermatozoides [13].
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Figure 12 : Structure du flagelle du spermatozoide

Le flagelle du spermatozoide est divisé structurellement en 3 zones : piece
intermédiaire, piéce principale et piéce terminale.

Coupe transversale schématique d'un segment représentatif de la piéce
principale montrant la membrane plasmique (PM) entourant 7 fibres denses externes
(ODP), il v a 9 fibres denses externes dans la piéce intermédiaire. La gaine fibreuse
(FS) est composée de 2 colonnes longitudinales (LC) qui sont reliées par des
nervures ribs transversales (TR). Les composants de |'axonéme sont contenus dans
le fichier fibres denses externes

L'axoneme est agrandi et 'offset montre : les 9 doublets de microtubules
externes de |'axonéme [avec les bras de dynéine interne et externe associés], les
rayons radiaux, le complexe régulateur de nexine-dynéine, les liaisons de nexine et
les microtubules de la paire centrale. Sur le cO6té droit, coupe transversale d'un

flagelle EM provenant d'un échantillon de sperme individuel témoin [98].
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Alors que les spermatozoides produits dans les testicules sont
morphologiquement matures et comprennent un flagelle entierement assemblé, ils
ne sont pas encore fonctionnels, car ils ne sont pas mobiles et ne peuvent pas
féconder l'ovocyte. Les battements du flagelle des spermatozoides reposent non
seulement sur l'intégrité structurelle du flagelle et sur la disponibilité de I'ATP, mais
également sur une réaction appropriée des spermatozoides a une série
d'événements de maturation [14]. Ces événements se produisent pendant le transit
dans I'épididyme et une maturation plus poussée dans le tractus génital féminin. Un
dernier événement est connu sous le nom de capacitation qui induira une hyper
activation de la motilité des spermatozoides (augmentation de I'amplitude et de la
fréquence des battements du flagelle) et permettra au spermatozoide de réaliser la
réaction acrosomique (c'est—-a-dire la sécrétion d'enzymes permettant de digérer la
zone pellucide entourant I'ovocyte). Tous ces événements de maturation impliquent
des changements substantiels affectant les propriétés biochimiques, électro
physiologiques et fonctionnelles du spermatozoide. L'appauvrissement en
cholestérol induit la réorganisation des phospholipides membranaires et des
mouvements complexes d’ions entrainent une hyperpolarisation du potentiel
membranaire du spermatozoide, une alcalinisation intracellulaire et une hyper
phosphorylation des protéines (Figure 13). Les ions calcium (Ca2 +), chlorure (Cl-)
et bicarbonate (HCO32-) sont indispensables a ces processus. En particulier, ces
trois ions sont responsables de l'augmentation de la concentration intracellulaire
d'adénosine monophosphate cycliqgue (AMPc) et de l'activation ultérieure de la
protéine kinase A (PKA) et des cascades de phosphorylation essentielles pour la

capacitation et la motilité des spermatozoides [15] (Figure 13).
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Figure 13 : les principaux mécanismes moléculaires de la capacitation des
spermatozoides [15].

Modifications membranaires et cytoplasmiques induites par les flux ioniques.
L’appauvrissement en cholestérol induit la réorganisation des phospholipides
membranaires déclenchant I'ouverture de plusieurs canaux ioniques conduisant a
I’hyperpolarisation du potentiel membranaire du spermatozoide, a I’alcalinisation
intracellulaire et a la phosphorylation spécifique a la tyrosine de nombreuses
protéines. Le calcium (Ca2 +), le chlorure (Cl-) et le bicarbonate (HCO3-) sont
responsables de l'augmentation de la concentration intracellulaire d'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) et de I'activation subséquente de la protéine kinase

A (PKA) et de |la phosphorylation indispensables a la capacitation du sperme.
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3.2 L’espace interstitiel et sa fonction

a. L’'espace interstitiel (figure 8) :

Ce compartiment est constitué par les cellules de Leydig situées dans le tissu
conjonctif lache entre les espaces inter tubulaires. Sur le plan histologique, les
cellules de Leydig apparaissent comme des cellules polyédriques de 10 a 15
micrometres de diametre groupées autour des capillaires sanguins et entourées par
une lame basale discontinue. La présence dans le cytoplasme d'un abondant
réticulum endoplasmique lisse, de nombreuses mitochondries a crétes lamellaires
ou tubulaires, d'un appareil de Golgi développé et d'inclusions lipidiques sont
caractéristiques d'une activité de stéroidogenese. Elles renferment également des
enclaves pigmentaires et des inclusions protéiques spécifiques (cristalloides de
Reinke). Les fonctions endocrines consistent de la production des hormones
stéroides (95 % de la testostérone plasmatique) est assurée par les cellules de Leydig
[16]. Chez I'adulte le nombre de cellules de Leydig est compris entre 700 et 800
millions pour les deux testicules et diminue d'environ 80 millions par décade a partir
de ’age de 20 ans.

b. La fonction endocrine des cellules de Leydig [16] :

Les cellules de Leydig synthétisent la testostérone et des substances
intermédiaires de testostérone. Ces hormones sont issues d’un précurseur commun,
le cholestérol. Difféerentes enzymes permettent la transformation du cholestérol en
trois principaux stéroides testiculaires : la testostérone, la dihydrotestosterone et le
17-B -oestradiol.

La testostérone est le principal androgeéne circulant. La sécrétion globale de la
testostérone est de 5 a 7,5 mg / 24h chez 'homme adulte normal. Quant a la
dihydrotestosterone, c’est |'androgene actif au niveau des tissus périphériques
(prostate, épididyme, vésicule séminale) grace a la présence de l'enzyme 5-«
réductase dans ces tissus. Le 17 estradiol sécrété par le testicule ne représente que

20 % du 17B estradiol circulant (le reste provenant de la conversion périphérique de
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la testostérone). La diminution du ratio testostérone/cestradiol peut étre
responsable de développement d’une gynécomastie, voir méme une infertilité.

Les androgénes ont pour principales fonctions la différenciation sexuelle
masculine, le développement des organes génitaux internes et externe, le
développement et le maintien des caracteres sexuels secondaires. La testostérone
agit directement pour la différenciation des canaux de Wolff, le développement et le
maintien des caractéres sexuels secondaires. Mais la testostérone doit étre
métabolisée en DHT pour induire la virilisation du sinus urogénital et des organes
génitaux externes, le développement de la prostate et du follicule pilosébacé a la
puberté. La testostérone a, par ailleurs, une action anabolisante au niveau de tous
les tissus, en particulier musculaire et osseux, et intervient dans le dimorphisme
sexuel cérébral et la physiologie du comportement sexuel. En association avec la
FSH, la testostérone est essentielle pour l'initiation et le maintien de la
spermatogenese. Elle agit sur les cellules de Sertoli, et sur les cellules péri-
tubulaires, via des récepteurs spécifiques, stimulant indirectement la spermiogénese
par une voie paracrine.

3.3- Régulation de la spermatogenese :

La spermatogenése normale résulte d’un équilibre entre les processus de
prolifération, de différenciation et d’apoptose des cellules germinales.

a- Régulation hormonale (figure 14)

La régulation des fonctions testiculaires est placée sous le controle du
systeme hypothalamo-hypophyso-testiculaire,

Les neurones a GnRH sont des cellules neuroendocrines inhabituelles car ils
proviennent de la placode olfactive en dehors du systéme nerveux central, puis
migrent dans le cerveau au cours du développement embryonnaire. Cette voie
établit un lien développemental entre le contrble central de la reproduction et
l'odorat. Une fois dans I'hypothalamus, les neurones de la GnRH se détachent de

leurs guides axonaux et cessent de migrer. A la naissance, les neurones de la
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GnRH ont atteint leur destination finale dans le cerveau et bon nombre d'entre eux
se projettent dans I'éminence médiane, ou ils liberent le décapeptide GnRH de
leurs terminaisons axonales dans le systéme vasculaire porte hypophysaire [17].

Les neurones a GnRH post-migratoires sont intégrés a un réseau neuronal
complexe d'afférences qui envoient a ces neurones a GnRH, des informations sur
les signaux de reproduction tels que les hormones stéroidiennes et métaboliques
[17].

La GnRH agit via le récepteur de la GnRH, qui est exprimé sur les cellules
gonadotropes de I’hypophyse antérieure. Cette action régule a la fois la synthese
et la libération des gonadotrophines, telles que I'hormone lutéinisante (LH) et
I'hormone folliculo-stimulante (FSH), qui controlent la maturation gonadique et la
physiologie de la reproduction chez l'adulte via I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (HPG).

L'hormone lutéinisante (LH) a pour cible les cellules de Leydig et stimule la
synthése des androgeénes. L'hormone folliculo-stimulante (FSH) en association avec
la testostérone agit sur les tubes séminiferes par l'intermédiaire des cellules de
Sertoli pour assurer l'initiation et le maintien de |la spermatogenése.

La sécrétion des 2 gonadotrophines, élaborée conjointement par les cellules
gonadotropes dans les lobes antérieur et tubéral de I'hypophyse est contrblée par un
décapeptide d'origine hypothalamique qui est le GnRH. Cette hormone se fixe sur
les récepteurs membranaires spécifiques des cellules gonadotropes [18].

L’activité de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique est modulée par un
rétrocontréle assuré par les hormones testiculaires de nature stéroidienne
(Testostérone) ou protéique (inhibine).

D'autres hormones circulantes peuvent participer a la régulation de la
spermatogénese, notamment la prolactine. I'hyperprolactinisme chronique provoque
a une inhibition de I'axe hypothalamo-hypophysaire et une diminution de la

sécrétion de testostérone [18].
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Chez l'adulte, la spermatogenése est entierement dépendante de
LH/testostérone, et la récupération quantitative nécessite aussi de la FSH. En effet, il
existe une bonne corrélation entre le taux de FSH et le nombre de spermatogonies

[18].
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Figure 14 : La régulation hormonale de la spermatogenése : Axe hypothalamo-

hypophyso-testiculaire et rétrocontroles [6].
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b- La régulation paracrine : [18]

Elle est due a des substances sécrétées par une cellule ou un groupe de
cellules, qui agissent sur des cellules voisines a l'intérieur du testicule.

Ces substances sont responsables d'interactions réciproques entre les cellules
de Leydig, les cellules de Sertoli et cellules germinales

La cellule de Sertoli synthétise un grand nombre de substances, notamment :

Les inhibines et activines :

Dans le contexte de la régulation paracrine du testicule, elles ont un role
opposé. L’'inhibine est sécrétée lorsque la production de spermatozoides est élevée.

Cette protéine inhibe la synthese d'ADN et les mitoses des spermatogonies. En
revanche, |I'activine favorise les mitoses de spermatogonies.

L'IGF I :

Elle joue un roéle important dans la régulation des fonctions endocrine et
exocrine du testicule. La part respective de I'lGF | circulant et de I'lGF | produit in situ
par les cellules de Leydig et Sertoli sous influence de LH et FSH, est difficile a
préciser. L'IGF | a une action mitogene sur les cellules somatiques et germinales. |l
augmente le nombre de récepteurs a LH et la capacité stéroidogénique de la cellule
de Leydig. Il stimule, dans la cellule de Sertoli, la production de lactate et de
['activateur du plasminogéne, facteurs importants d'interaction avec les cellules
germinales.

TGF B :

Il est produit et agit sur les cellules somatiques en inhibant leurs fonctions
différenciées en réponse aux gonadotrophines. Il diminue l'activité de plusieurs
enzymes de la stéroidogenese et la production de testostérone de la cellule de
Leydig ; il inhibe la production de lactate de la cellule de Sertoli. Il a des effets

opposés a I'lGF I.
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L'EGF et TGF o :

Ce sont deux peptides proches agissant via le méme récepteur et pourraient
étre des modulateurs de la spermiogénése et des fonctions leydigiennes et
sertoliennes.

LesiL1et6:

Elles sont sécrétées principalement par les cellules de Sertoli ou elles
interviendraient comme régulateurs essentiels des stades précoces de la
spermatogenese.

c- La Puberté et la reproduction

La puberté représente une période de transition de I'enfance a l'age adulte
au cours de laquelle la capacité de procréation est compléte. La puberté est
réglementée par l'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG). L'axe est actif
in utero et peu de temps aprés la naissance (un phénomene appelé mini-puberté),
est ensuite réduit au silence et reste au repos pendant des années jusqu'a son
réveil au début de la puberté. Plusieurs réacteurs centraux et périphériques sont
intégrés dans la réactivation pubertaire du générateur de pics de GnRH. Au début
de la puberté, les impulsions de LH induites par la GnRH sont d’abord nocturnes
et, progressivement, la pulsatilité s’étend au jour a mesure que la puberté
progresse [19].

Chez les garcons, la FSH stimule la prolifération de cellules de Sertoli
immatures et de spermatogonies, tandis que la LH stimule la production de
testostérone par les cellules de Leydig. La stimulation concertée des cellules de
Sertoli par la FSH et les taux de testostérone intra-testiculaire 50 a 100 fois plus
élevés que dans la circulation systémique induisent ['initiation de la

spermatogenese [19].
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L’'inhibine B et ’TAMH sont produits par les cellules de Sertoli. Les niveaux
circulants d'inhibine B augmentent pendant la puberté. Chez les garcons, les
concentrations d'AMH diminuent a mesure que les cellules de Sertoli se
différencient et que la production de testostérone augmente. INSL3 est sécrétée
par les cellules de Leydig au cours de la vie feetale et postnatale immeédiate. La
sécrétion testiculaire de INSL3 décline pendant I'enfance avant de s'accroitre au
moment de la puberté et d'atteindre son point culminant a I'dge adulte [20].

Les premiers signes de la puberté se manifestent vers I’age de 11,5 ans chez
les garcons (augmentation du volume des testicules et spermarches : apparition
de spermatozoides a [I’absence du premier matin). Différentes variations
interindividuelles dans le moment d'apparition de la puberté existe entre 9 et 14
ans chez les garcons. Par la suite, les signes de la puberté chez les garcons

comprennent I'approfondissement de la voix et une poussée de croissance [21].

llI- Les mécanismes de l'infertilité masculine

Les infertilités masculines peuvent étre expliquées par 3 principaux

mécanismes dont la fréquence est inégale :

1- Les causes hormonales dites pré-testiculaires [22] :

Les troubles hormonaux ne représentent qu'une faible part, de l'ordre de 2 %
des cas d'infertilité masculine. Il s’agit d’un hypogonadisme hypogonadotrope qui
empéche ou interrompt |'activation testiculaire nécessaire a la production de
spermatozoides : Tout déficit profond primaire ou secondaire en gonadotrophines
hypophysaires, quelle qu’en soit sa cause, peut &tre responsable a la fois d’un
hypogonadisme et d’un défaut de la spermatogenese associé a une insuffisance
testiculaire endocrine (hypo-leydigisme) qui donne une symptomatologie propre :
absence de développement pubertaire chez I'enfant et hypogonadisme a I'age adulte

(régression des caractéres sexuels secondaires et troubles sexuels). Les
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hypogonadismes hypogonadotropes peuvent étre diagnostiqués par la baisse
simultanée de la testostérone, et des taux de gonadotrophines LH et FSH normaux
ou bas.

L'hypogonadisme hypogonadotrope peut étre primaire ou secondaire. Dans ce
dernier cas, Il est marqué cliniguement par une hypotrophie testiculaire, une
raréfaction modérée de la pilosité et de la barbe, une gynécomastie, une diminution
de la libido et de l'activité sexuelle. Les altérations spermatiques sont quasi
constantes sur le spermogramme. Les perturbations biologiques endocriniennes
sont variables et différentes en fonction du tableau clinique et de son étiologie. On
distingue :

Les insuffisances hypothalamiques ou hypophysaires organiques acquises
[23] :

Elles sont dues a une atteinte directe de |’hypothalamus ou de ['hypophyse.
Parmi les causes multiples de cette insuffisance organique, on a les tumeurs
hypothalamiques, les adénomes hypophysaires (la cause la plus fréquente étant
I'adénome a prolactine), ce qui justifie la réalisation systématique d'une imagerie par
résonance magnétique (IRM) de la région ; un processus infiltratif hypothalamo-
hypophysaire (leucémies), I'némochromatose ; infectieuse, liée a une hydrocéphalie
ou encore inflammatoire, liée a une maladie systémique (sarcoidose, histiocytose) et
la radiothérapie de la région hypothalamo hypophysaire. Ces causes provoqguent en
général une insuffisance de sécrétion de I'ensemble des hormones hypophysaires.

Les insuffisances gonadotropes fonctionnelles [24] :

Elles sont caractérisées par une inhibition de la sécrétion de gonadotrophines.
Exemple : hyperprolactinémie (inhibition sécrétion GnRH par la prolactine), anorexie
mentale hyperplasie congénitale des surrénales, Il peut également avoir une origine
médicamenteuse : neuroleptiques (effet hyperprolactinémiant), anti-
dopaminergiques, oestrogenes a fortes doses), apport exogenes d’androgeéenes

(dopage).
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Par ailleurs, on retrouve des hypogonadismes hypogonadotropes congénitaux.

2- Les causes dites testiculaires :

Des maladies primitivement testiculaires altérant le déroulement de la
spermatogenese, Le processus pathologique se situe, dans ces cas, au niveau du
testicule lui-méme, avec diminution de la production de spermatozoides. Les
altérations "quantitatives" de la spermatogenése représentent la majorité des
infertilités avec selon l'intensité du trouble, azoospermie ou oligospermie dites
sécrétoires.

Parallelement a l'oligospermie, il existe, souvent associées, des anomalies de
la mobilité, de la morphologie et du pouvoir fécondant du sperme.

Dans cette catégorie, on retrouve des cas avec Hypogonadisme
hypergonadotrope : Il est défini par une élévation des gonadotrophines chez un
patient hypogonade. Chez le garcon, il s'agit soit d'une agénésie des gonades
(constatée a I'examen clinique), soit de la conséquence d'une atteinte des gonades
(radiothérapie ou chimiothérapie). Le bilan hormonal est perturbé, avec comme
principaux signes, bien qu'inconstants, une FSH augmentée et une inhibine B
diminuée. La biochimie séminale est normale ou montre des marqueurs globalement

diminués en cas d'hypogonadisme [25].

3- Les causes dites post-testiculaires :

Des affections ou lésions empéchant I’évacuation des spermatozoides en

dehors du testicule, ou par obstacle.
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4- Les infertilités masculines idiopathiques [2] :

A cOté de ces principaux mécanismes, il reste des infertilités masculines dites
idiopathiques, ou I'étiologie est difficile a identifier avec les outils diagnostiques
actuels mais qui relevent possiblement d’un des mécanismes ci-dessus.

Elles seraient a l'origine de pres de 50% des infertilités. Il s’agit d’hommes
ayant une fonction gonadotrope normale et chez qui I'exploration des voies
excrétrices n’a pas permis de mettre en évidence d’obstacle. Chez ces patients le
caryotype et les explorations génétiques de premiére ligne ne montrent pas
d’anomalie. Les altérations de |la spermatogenese testiculaire sont fréguentes, ce qui

suggere une maladie primitivement testiculaire.

V- Les Facteurs de risque de l'infertilité masculine

lIs sont a rechercher d’une maniéere la plus précoce possible et sans attendre

le délai d’un an sans grossesse les principaux facteurs de risque :

1- L’Age : [26]

Des études démographiques ont montré que la probabilité d'avoir un enfant
diminue lorsque l'age paternel augmente. Les taux de fécondité maximale se
produisent lorsque I'homme est agé de 30 a 34 ans puis diminuent lentement avec
I'age. A I'dge de 50 a 59 ans, I'effet de I'dge paternel serait plus fort que I'effet d'un
age maternel de 40 a 44 ans. Ce constat peut étre expliqué par :

a- Les modifications histologiques :

Les altérations des tubes séminiferes avec le vieillissement sont confirmées
par les observations morphologiques qui retrouvent une réduction et une altération
des cellules de Sertoli, s'accompagnant d'un épaississement de leur membrane
basale et d'une diminution de la production de spermatozoides jugée sur I'histologie
de la lignée germinale. Le vieillissement s'accompagne également d'une hypotrophie
testiculaire [26]. La diminution de facteurs de croissance, comme ['IGF-1 dont
I'intervention dans les fonctions testiculaires a été établie, peut aussi contribuer a

['altération fonctionnelle testiculaire.
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b- Les modifications hormonales :

Le vieillissement masculin est marqué par des altérations de ['axe
hypothalamo-hypophyso-testiculaire. Indépendamment de phénomenes
pathologiques, on observe une diminution tres progressive de la testostérone
plasmatique. Si cette baisse est principalement due a une atteinte testiculaire
périphérique, il existe aussi un dysfonctionnement de 'axe gonadotrope [27].

c— Les modifications des parameétres spermatiques :

Le volume, la motilité des spermatozoides et la proportion de spermatozoides
normaux diminue chez les hommes agés de plus de 50 ans [26].

L’ensemble de ces modifications anatomiques, fonctionnelles, hormonales et
spermatiques apparaissant avec I’age de certains hommes ne sont pas a elles seules
responsables de la perte de fertilite. D’une maniére concomitante, |'age fait
apparaitre d’autres facteurs pouvant influer sur la fertilité comme la diminution de
I'activité sexuelle, I'apparition d’une dysfonction érectile, le stress, les états
dépressifs réduisant la fréquence des rapports, la prise de médicaments fréquente
dans la population agée, les pathologies systémiques chroniques : diabete, HTA,

dyslipidémie, affections respiratoires, pathologies inflammatoires.

2- La chaleur : [28]

L’hyperthermie scrotale et testiculaire entraine une altération de la
spermatogénese objectivée par une oligo-asthéno-tératospermie (OATS). L’intensité
et la gravité de ces anomalies est en fonction du degré d’élévation et de la durée de
I’hyperthermie.

Aprés le retour a une euthermie locale, la spermatogénese reprend un
rendement normal et de qualité au plus en 8 a 10 mois (norme évaluée pour des

expositions journalieres régulieres pendant deux ans).
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L’hyperthermie scrotale et testiculaire peut étre secondaire a de nombreux
facteurs extérieurs environnementaux : lieu de vie sous un climat trés chaud,
professions exposées a la chaleur. Le travail sur écran est souvent lié a une position
assise prolongée, ce qui est susceptible d’augmenter la température au niveau des

bourses.

3- Le tabac [29] :

La fumée de cigarette comprend plus de 40 composants qui sont reconnus
comme étant mutagénes et carcinogenes et, ainsi susceptibles d’interférer avec la
qualité des gametes. Certaines de ces substances comme la cotinine (métabolite de
la nicotine) ou le cadmium franchissent la barriere hémato-testiculaire depuis les
arteres testiculaires vers les tubes séminiféres, et sont retrouvées dans le plasma
séminal des fumeurs. Ceci explique les anomalies présentes sur les spermogrammes
des patients fumeurs. On note une tendance a une diminution de la numération des
spermatozoides, une diminution relative de la vitalité des spermatozoides et une
augmentation de la tératospermie avec une prédominance de spermatozoides

microcéphales.

4- L’alcool et drogues

5- Les médicaments

Les psychotropes auront essentiellement des effets sur 'activité sexuelle des
patients. Une sexualité perturbée par un trouble du désir, une dysfonction érectile,
un trouble de I’éjaculation (anéjaculation ou éjaculation rétrograde), aura forcément
des répercutions d’une facon indirecte sur la reproduction. On se trouvera alors
dans une situation d’hypofertilité. Ceci pourrait étre expliqué par plusieurs

mecanismes
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On distingue I'effet sédatif des drogues adrénolytique a impact central et
celles d’impact périphérique entrainant une perturbation de la fermeture du
sphincter interne et une difficulté a I’émission du sperme.

Les médicaments hypotenseurs ou diurétiques peuvent, exactement comme
les psychotropes, entrainer des troubles sexuels et par conséquent influer sur la
fertilité par altération de la qualité des rapports. On pourra citer comme exemple :

- L’alpha-méthyl-Dopa qui présente un effet hyperprolactinémiant et un effet
sedatif adrénolytique central.

- cimétidine,

- sulfasalazine,

- lithium

- La clonidine pour le méme effet central.

- Les bétabloquants qui induisent une vasoconstriction des artéres sexuelles
périphériques.

- La spironolactone qui provoque une action anti androgéne.

6- Les infections du tractus génital masculin : [30]

Les infections du tractus génital masculin de nature bactérienne, fongique,
parasitaire ou virale, sont impliquées dans pres de 15 % des infertilités masculines.

Les infections peuvent étre a l'origine d’obstruction séquellaire des voies
spermatiques, de production d’anticorps anti-spermatozoides et d'une
leucospermie qui génére un stress oxydant délétere pour les spermatozoides
entrainant une diminution de la mobilité des spermatozoides (asthénospermie) et
une diminution de leur pouvoir fécondant, voir leur mort (nécrospermie).

Plusieurs germes peuvent étre responsables d’infections et entrainer des

répercussions transitoires ou définitives sur la fertilité.
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6.1- les infections virales :

a— Le virus ourlien et les autres virus responsables d’orchite : [31]

Le virus des oreillons, a tropisme glandulaire, et notamment pour les cellules
testiculaires. Les cellules cibles du virus seraient les cellules de Leydig. Il est
responsable d’une parotidite. Une orchite ourlienne survenue aprés la puberté en
constitue la principale complication et entraine une atrophie testiculaire irréversible
elle survient en moyenne 4 a 10 jours aprés la parotidite dans 2 cas sur 1000
patients atteints des oreillons. Le tropisme glandulaire du virus peut se localiser
unigquement sur les testicules sans atteinte des parotides, se manifestant par une
orchite isolée. Elle s’accompagne d’une chute transitoire de la testostéronémie et
par conséquent d’une augmentation de la FSH et de la LH. On observe alors une
oligo-asthéno-tératospermie. Ces éléments se normalisent dans la majorité des cas
et une hypofertilité séquellaire ne s’installe que dans 7 a 13% des formes bilatérales
d’orchite.

Une localisation strictement épididymaire sans atteinte testiculaire a
également été décrite, entrainant dans ce cas une altération de la qualité
spermatique, mais pas d'azoospermie.

b- Virus de I'immunodéficience humaine (VIH) :

Les orchites, I’hypogonadisme ou I’azoospermie ont été fréquemment décrits
chez les hommes atteints de sida.

Ce sont les lymphocytes T et les macrophages présents dans le tissu
interstitiel et dans les tubes séminiféres qui sont infectés par le VIH et non les
cellules germinales. Cependant, méme si le VIH n’infecte pas directement les cellules
germinales, il pourrait avoir un effet délétére sur la spermatogenése notamment en

provoquant une réaction inflammatoire associée aux cellules cibles infectées.
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On observe alors une altération de la spermatogénese symbolisée une
détérioration de la mobilité des spermatozoides, ainsi qu’une augmentation du
nombre de cellules non spermatiques et qu’une diminution du volume de I'éjaculat
et du nombre de spermatozoides totaux.

¢— Le virus Herpés Simplex (HSV) de type 1 ou 2 :

Le virus HSV est responsable de I’herpés génital et semble jouer un rble dans
certains cas d'infertilité masculine. En effet, la présence de I’ADN des HSV a été
rapportée dans 24 a plus de 50 % d’échantillons de sperme provenant d’hommes
infertiles.

d- D’autres primo-infections virales

Les infections a coxsackievirus, influenzae virus, Epstein Barr virus et
adénovirus peuvent aussi se compliquer d’une orchite aigué. Ces orchites d’origine
virale peuvent provoquer une atrophie testiculaire mais pas de stérilité car elles sont
généralement unilatérales.

6.2- Infections bactérienne :

Les bactériospermies pathogeénes (présence de bactéries dans le sperme) et les
infections génitales des glandes annexes masculines peuvent retentir a des degrés
divers sur la spermatogenése, la maturation spermatique, le transport des
spermatozoides, les fonctions migratrices et fécondantes du spermatozoide et sur la
fertilité de la partenaire en cas d’infection cervico-vaginale et/ou tubaire associée.

a- Infections a Chlamydia Trachomatis [32] :

Elle serait [I'infection sexuellement transmissible la plus fréquente.
Cliniguement, on retrouve une urétrite avec un parfois un écoulement clair. Elle peut
se compliquer d’une orchi-épididymite aigue responsable alors d’une altération
transitoire et partielle de la fonction gonadique et de la spermatogénése. Elle peut

également se compliquer d’une obstruction épididyme- différentielle irréversible
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b- Infections a Gonocogue :

Il est responsable d’une épididymite et/ou urétrite aigue symptomatique avec
écoulement purulent.

c- Syphilis :

Le germe responsable est le Tréponeme Pallidum diagnostiquée par la
présence d’un chancre mou au niveau du sillon balano-préputial, du méat et du
prépuce.

d-  Tuberculose urogénitale :

La prévalence de la tuberculose reste encore élevée au Maroc avec une
incidence d’environ 30000 nouveaux cas par an. Elle survient soit par diffusion
rétrograde de bacilles tuberculeux a partir de 'urétre prostatique ou des vésicules
séminales, soit suite a une inoculation directe par voie hématogéne. Il n’existe pas
de signes cliniques spécifiques de la tuberculose génitale, ce qui rend son
diagnostic difficile et tardif. Le tableau est souvent celui d'une épididymite
chronique parfois d’une orchiépididymite évoluant dans un contexte peu douloureux
parfois associé a des signes d’imprégnation tuberculeuse. Elle peut se compliquer
par une obstruction de la voie séminale, par des processus desquamatifs et

infiltratifs, expliquant I’azoospermie excrétoire.

7- Les traumatismes :

L’ensemble des l|ésions traumatiques, traumatismes directs des testicules
et/ou des organes génitaux externes, du pelvis, de I'abdomen, du bassin, peuvent
entrainer des répercussions sur le fonctionnement de ['appareil reproducteur
masculin et donc par conséquent sur la fertilité.

L’iatrogénie peut étre également en cause a I'occasion d’une obstruction des

canaux éjaculateurs sur une chirurgie du col vésical, de la prostate ou aussi une
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obstruction séquellaires des canaux déférentiels suite a une cure de hernie inguinale
chez le petit enfant ou encore d’une ablation de kystes séminaux ou aprés une

chirurgie rétro-péritonéale ou d’imperforation anale.

8- Torsion du pédicule spermatique :

Elle est plus fréquente chez le nouveau-né et a lI'adolescence. Elle est liée a
une anomalie congénitale de fixation du pole inférieur du testicule a la face
profonde du scrotum, permettant ainsi une rotation possible autour de l'axe du
cordon spermatique. L'artere spermatique se trouve alors comprimée, entrainant
une ischémie du testicule. C'est une urgence urologique. L’exploration chirurgicale
s'impose au moindre doute. Le traitement est chirurgical et la détorsion doit étre

faite dans les 6 premieres heures pour éviter des Iésions testiculaires irréversibles.

9- L'auto-immunisation anti-spermatozoide :

Il s’agit d’'une anomalie de physiopathologie mal connue ou il y’'a production
d'auto anticorps anti-spermatozoides par I'homme. Ces anticorps provoquent
I’agglutination des spermatozoides entre eux ce qui diminue leur mobilité et leur

pouvoir fécondant.

10- La varicocéle : [33]

Correspond a la dilatation variqueuse du plexus veineux pampiniforme
antérieur du testicule avec un reflux (varices intra-scrotales). C’est une anomalie
fréequente retrouvée chez 15 % de la population générale et 40 % des hommes
infertiles.

La varicocele est gauche dans 95% des cas. C'est une affection le plus souvent

primitive. En cas de varicocele acquise chez un adulte de 50-60 ans, il faut toujours
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penser a un envahissement de la veine rénale gauche et rechercher un cancer du
rein sus—jacent. A I'examen clinique, on retrouve une dilatation variqueuse du
cordon parfois visible. A la palpation, il existe une tuméfaction scrotale turgescente
en poussée glotte fermée (manceuvre de Valsalva) ou a la toux et qui disparait en
décubitus. Parfois, le patient peut se plaindre de pesanteurs scrotales, de douleurs
scrotales aigués augmentées ou déclenchées a I'effort.

La varicocele peut altérer la spermatogénese par augmentation de la
température a l'intérieur du scrotum, mais probablement aussi par l|'existence
d'anomalies de la microcirculation testiculaire. L'altération du sperme dans ce cas
touche la numération avec une oligozoospermie sévere, voire une azoospermie et la
morphologie avec des tétes amincies (syndrome de Mc Leod).

Le spermogramme peut également mettre en évidence une augmentation du
nombre de cellules rondes par relargage inapproprié de cellules germinales et une
leucospermie associée.

La perturbation de la fonction endocrine sera confirmée indirectement par un
taux de FSH élevé, un taux d'inhibine B diminué. Enfin, la varicocéle entraine trés
frequemment une hypotrophie testiculaire homolatérale.

Il n’existe aucun bénéfice a traiter une varicocele infra-clinique, le traitement
n'est proposé que selon certaines indications :

- La varicocele est palpable.
- L'infertilité du couple.
- Une anomalie des parametres spermatiques.
Les parametres spermatiques peuvent étre améliorés aprés embolisation par

radiologie interventionnelle ou microchirurgie.
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11- La cryptorchidie : [34]

C'est une absence de descente d'un ou des deux testicules dans le scrotum
avec des testicules localisés dans la cavité abdominale ou au niveau du canal
inguinal. Elle survient chez 2 % a 3 % des nouveau-nés a terme, et fréquemment
retrouvée chez les patients infertiles. Elle peut étre bilatérale dans 30 % des cas. Les
testicules cryptorchides sont souvent normaux a la naissance, mais des altérations
histologiques apparaissent fréquemment des la premiére année de vie.

L’altération de la spermatogenése peut aller d'une atteinte modérée a
I'azoospermie avec syndrome de Sertoli « Cell Only » (15 a 20 % des azoospermies)
et L'incidence du cancer testiculaire chez I'adulte est de 30 %.

Une origine génétique est fortement suspectée car la descente testiculaire est
sous la dépendance d'un certain nombre de génes dont la mutation entrainerait une
cryptorchidie : INSL3 (facteur insulino semblable 3) et son récepteur LGR 8
(récepteur de la relaxine), AMH (anti-mullerian hormone) et son récepteur de type I,
androgenes et leurs récepteur aux androgénes.

Les principaux diagnostics différentiels de la cryptorchidie sont I'ectopie
testiculaire qui correspond a un testicule en position aberrante situé en dehors de
son trajet de migration physiologique et I’anorchidie qui I’absence congénitale de

testicule.

12- Le Cancer du testicule [35]

C’est la premiere cause de cancer chez des hommes jeunes entre 20 et 30
ans, survenant souvent chez des patients présentant des antécédents de
cryptorchidie, ce qui est déja un facteur d'infertilité en soi. Il peut également y avoir
déficit hormonal qui altére la spermatogéneése. |l peut également y avoir des facteurs

immunologiques car ces patients présentent souvent des anticorps anti
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spermatozoides avant l'orchidectomie. La fertilité initiale des patients, avant tout
traitement est altérée. Avant le traitement, 54% des patients sont oligospermiques,

13% azoospermiques, 30% et 20% ont respectivement une FSH et une LH élevée.

13- les traitements du cancer [36]

13.1-1mpact de la radiothérapie sur la fertilité :

Le testicule est un organe trés radiosensible. Malgré les mesures de
radioprotection il peut étre atteint par les rayonnements diffusés et secondaires, qui
sont d'autant plus importants que la dose délivrée est forte et que la limite du
champ est proche du testicule. L'effet délétére de la radiothérapie dépend de |la dose
recue.

Les cellules les plus sensibles sont les spermatogonies, mais a forte dose
toute la lignée germinale est atteinte. || existe une azoospermie pour des doses
supérieures a 50 Gray. Elle est réversible si la dose reste inférieure a 200 Gray. Au-
dela de cette derniére limite, les lésions restent irréversibles. L'installation de
l'azoospermie est différée de quelques mois, mais d'autant plus rapide que la dose
recue est importante.

13.2-Impact de la chimiothérapie sur la fertilité :

L'altération de la fertilité aprés traitement anticancéreux est variable. Les
drogues les plus toxiques sont les agents alkylants, comme le cisplatine. La toxicité
est variable selon la dose totale utilisée, de I'dge du patient, et de sa fertilité initiale.
La chimiothérapie entraine une disparition progressive de I'épithélium séminal
pouvant aboutir au maximum a la persistance isolée des cellules de Sertoli. Elle est
dose dépendante, et s'associe a une diminution du volume testiculaire, et une oligo
puis azoospermie. Par ailleurs, une diminution de la Testostérone libre de 50%, une
augmentation nette de la FSH, et une diminution paradoxale de la LH peuvent étre

observée.
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A la fin du traitement par chimiothérapie, il faudra attendre deux ans pour
qu’un patient sur deux récupere une fertilité comparable a celle initialement. L’autre
moitié des patients la récupérera dans les 5 ans qui suivent. |l est a noter tout de
méme que 5% des malades resteront azoospermiques d’une maniere définitive.

L’autoconservation du sperme doit étre systématiquement proposée a tout
homme atteint d’une pathologie néoplasique testiculaire ou autre pour laquelle un
traitement par radio et/ou chimiothérapie sera proposé. Le recueil doit se faire
rapidement bien avant la mise en route du traitement. A I'issu de celui-ci il est
recommandé d’effectuer un spermogramme a distance soit un an apres la fin des

thérapeutiques en conservant jusqu’alors une contraception efficace.

14- Expositions professionnelles : [37]

De nombreuses substances et expositions ont été impliquées dans I'induction
des troubles de la spermatogenése avec altération des parametres spermatiques au
spermogramme. Les effets de ces gonadotoxines peuvent étre réversibles ou
irréversibles. On peut citer :

Les solvants: les éthers de (glycols, les solvants pétroliers, le
diméthylformamide et le disulfure de carbone.

Les métaux lourds : plomb, cadmium

Les pesticides : les pyréthrinoides, les carbamates et les organophosphorés.

Les vibrations.

Les rayonnements non ionisants ou champs électromagnétiques.
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V- La démarche diagnostique avant le bilan génétique

Chacun des partenaires d’un couple essayant sans succes d’avoir un enfant
depuis plus d’'un an de rapports réguliers non protégés doit bénéficier d’une
démarche diagnostique méthodique.

Devant un diagnostic d’infertilité masculine, et avant que le médecin traitant
(généraliste, urologue, gynécologue....) prescrit une étude génétique, il doit au
préalable adopter une approche rigoureuse. Tout d’abord, un interrogatoire complet
dans le but d’identifier tous les facteurs potentiels d’infertilité et un examen clinique
minutieuX. Les examens biologiques et radiologiques permettent de conforter le ou
les diagnostic(s), d’évaluer le pronostic et les possibilités de traitement de

’infertilité.

1- L’interrogatoire [38] :

L’interrogatoire représente le temps principal de la consultation. Il doit étre
méthodique et éventuellement structuré pour identifier tous les facteurs potentiels

d’infertilité.

1.1 Histoire reproductive :

Il convient d’interroger I’homme et le couple sur :

- La fréquence des coits et leur calendrier.

- Les conditions et la qualité de la sexualité du couple notamment le contexte
psychologique et social, la présence ou non de troubles érectiles et/ou
éjaculatoires, utilisation de Ilubrifiants potentiellement toxiques pour les
spermatozoides.

- La durée d’infertilité et la fertilité antérieure du couple et des deux

partenaires.
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- La fecondabilité et I’age de la partenaire.

- Les pathologies de I’enfance et I'histoire du développement.

- L’absence effective de tout moyen de contraception.

- L’age de la partenaire, ses antécédents gynécologiques, les résultats des
explorations réalisées, ainsi que les traitements éventuels.

1.2 Facteurs de risques :

Il apparait important d’interroger le patient d’une maniére précise sur les
facteurs de risque déja cités. Il faut également chercher les antécédents familiaux :
Existence d’autres cas d’infertilité, autres maladies génétiques, I'existence d’une
mucoviscidose et des antécédents respiratoires : Dilatation des bronches, sinusites

ou bronchites chroniques pouvant évoquer une dyskinésie ciliaire.

2- Examen clinique [38] :

2.1. Examen physigue général :

L’inspection recherche les signes d’hypoandrisme évoquant une atteinte de la
fonction endocrine testiculaire (une gynécomastie, une répartition gynoide des
graisses, une raréfaction de la pilosité pubienne et thoracique) ainsi que la recherche
des cicatrices chirurgicales abdominales et/ou pelviennes.

2.2. Examen urogénital :

L’examen est réalisé sur le patient allongé puis debout et doit évaluer tout
I’appareil génital : verge, testicule, épididyme, déférent et prostate.

2.2.1 Examen des organes génitaux externes :

Il comporte :
a- L'examen de la verge :
- La position du méat : apical, hypospadias ou épispadias.

- La présence d’une éventuelle courbure du pénis.
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b- L'examen des testicules :

- La localisation intra—-scrotale ou ectopique des testicules.

- Le volume testiculaire : il peut étre évalué par I'orchimétre de Prader. Il
est corrélé a la spermatogeneése.

- Un testicule est dit hypotrophique pour un volume compris entre 6 et 15
ml, et atrophique s’il est inférieur a 6 ml. L’asymétrie entre deux
testicules est significative lorsqu’elle dépasse 30 %.

- Larecherche d’indurations localisées.

- La recherche d’une dilatation veineuse au niveau du cordon et du pble
supérieur du testicule gauche, majorée en position debout et lors de la
manceuvre de Valsalva.

2.2.2 Examen des voies génitales :

a- La palpation des épididymes :

L’épididyme normal est a peine palpable avec un contour régulier, une
consistance molle et une palpation indolore. L’examen recherche la présence d’une
dilatation évoquant un obstacle d’aval, la présence de nodules, de kystes, ou de
douleurs provoguées.

b- La palpation des canaux déférents :

A la recherche d’une agénésie congénitale bilatérale des déférents, la présence
de nodules avec une consistance dure évoque une cause infectieuse. Dans notre
contexte la tuberculose génitale est a évoquer en premier.

2.2.3 Le toucher rectal :

Le toucher rectal doit &tre systématique. Il évalue la prostate, sa souplesse et
I’existence de formations kystiques. Une petite prostate peut etre due a un déficit

androgénique.
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3- Le Bilan d’exploration de la fonction de reproduction masculine [39] :

Le premier examen a demander chez un homme présumé infertile est
I’analyse de la qualité spermatique. Elle est cependant appréciée par le bilan
spermatique, qui pourrait étre ultérieurement complété par d’autres examens
paracliniques propres a chaque patient.

3.1 Bilan spermatique :

Le recueil doit étre fait au sein du laboratoire. Le sperme doit étre prélevé
aprés un délai d’abstinence sexuelle de 2 a 5 jours. Aprés ce délai, si la numération
des spermatozoides augmente, en revanche leur mobilité et leur vitalité sont
sensiblement diminuées. Le récipient doit étre adapté au recueil et étre
obligatoirement stérile en cas de manipulation ou conservation des gametes. . Le
recueil par coit interrompu est a proscrire. En cas de difficulté de masturbation, on
peut faire appel au recueil dans un préservatif sans spermicides.

L’éjaculation doit étre précédée d’une miction et d’une toilette au savon de la
verge décalottée. L’examen du recueil, qu’il est conseillé de maintenir a température
ambiante, est réalisé environ 20 a 60 minutes apres [|'éjaculation, aprés la
liquéfaction du plasma séminal.

Le bilan spermatique doit étre répété au moins une fois et a 3 mois
d’intervalle en raison des fluctuations des parametres spermatiques dépendants des
facteurs externes : fievre, stress, fatigue ou infections intercurrentes.

3.1.1 Spermogramime :

C’est un examen biologique permettant ['analyse des différents parametres
constituants le sperme, comprenant une analyse macroscopique et microscopique

du sperme.
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3.1.1.1 Analyse macroscopigue :

a- L’Aspect de I’éjaculat :

L’échantillon liquéfié est normalement d’aspect laiteux (gris opalescent). Il
peut étre plus translucide s’il contient peu de spermatozoides. Si I’échantillon
contient des érythrocytes, il peut étre de couleur rouge brunatre. |l peut également
avoir une coloration plus jaunatre si le patient souffre d’ictere ou prend certains
suppléments de vitamines ou médicaments [39].

b-  La Viscosité :

Le sperme de viscosité normale se coagule des I’émission et se liquéfie dans
un délai de 30 a 60 minutes grace aux enzymes protéolytiques d’origine
prostatiques devenant visqueux. Une liquéfaction différée (supérieure a 1 heure)
voire impossible avec une hyperviscosité témoignent d’une dysfonction prostatique.
La mesure de la viscosité est faite grace a une baguette en verre que I’on trempe
dans le flacon contenant le sperme (méthode de HOTCHKISS).

Le sperme est dit :
o De viscosité normale si la goutte s’étire a I’extrémité de la baguette.
e -Hypo visqueux si la goutte se détache immédiatement.
e Hyper visqueux si la goutte reste suspendue a I’extrémité de la baguette.

c— Le volume spermatique :

I est normalement compris entre 1,5 et 6 ml pour 3 jours d’abstinence
sexuelle. Il est le reflet des capacités sécrétoires des glandes annexes.
Les anomalies du volume spermatique sont :
e L’aspermie : C’est I’absence totale d’éjaculat ou un volume de sperme
inférieur a 0,5 ml. Elle peut étre a cause d’une éjaculation rétrograde ou en

cas d’anéjaculation.
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L’hypospermie : volume entre 0,5 ml et 1,5 ml. Elle peut étre due soit une
abstinence tres courte, un déficit de sécrétion glandulaire, une agénésie
vésiculaire ou a un hypogonadisme.

L’hyperspermie : Volume total de I’éjaculat supérieur a 6 ml, elle évoque la
présence de lésion infectieuse des glandes annexes et en particulier des
vésicules séminales. Elle peut étre due aussi a une abstinence trop longue.

d- Le PH spermatique :

L'éjaculat est un mélange de secrétions prostatiques acides (blanchatres) et de

sécrétions vésiculaires alcalines (jaunatres). Le pH d’un échantillon de sperme

augmente au fil du temps, il faut alors idéalement mesurer ce parametre moins de

30 minutes apres I’éjaculation, sans dépasser une heure.

Un pH acide <«<7,2 traduit une insuffisance ou une absence de secrétions
vésiculaires et peut aussi indiquer une possible contamination de ['éjaculat
par de l'urine.

Un pH basique > 7,8 évoque une insuffisance prostatique (prostatite
chronique).

3.1.1.2 Analyse microscopique :

a- Concentration et hombre de spermatozoides :

La concentration désigne le nombre de spermatozoides, exprimé en millions,

dans un millilitre d’éjaculat. La valeur absolue désigne le nombre de spermatozoides

dans

I’échantillon complet et se calcule en multipliant la concentration des

spermatozoides par le volume de I'éjaculat. Elles sont toutes deux considérées

comme de bons indicateurs des chances de conception. Toutefois, la valeur absolue

constitue un meilleur indicateur de la fonction testiculaire, car, contrairement a la

concentration, elle ne dépend pas du volume de sécrétions produites par les glandes

accessoires [39].
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La concentration spermatique normale doit étre supérieure a 15 millions de
spermatozoides par millilitre d’éjaculat et supérieur a 39 millions dans la totalité de
I’éjaculat.

Les anomalies de |la numération spermatique sont :
o L’azoospermie : c’est |'absence totale de spermatozoides dans I’éjaculat.
Elle peut étre d’origine obstructive (présence d’un obstacle sur les voies
excrétoires) ou sécrétoire (altération de la spermatogénése).

o L’oligospermie : Une concentration spermatique inférieure a 15 millions par

millilitre d’éjaculat.

o La cryptozoospermie : présence de tres rares spermatozoides, inférieurs a

100.000 dans la totalité de I’éjaculat.

A cOté des spermatozoides, un spermogramme s’intéresse a la numération
des cellules rondes correspondant aux cellules germinales immature et aux
leucocytes. Les leucocytes spermatiques sont identifiés parmi les cellules rondes par
coloration immuno-histochimique ou anticorps monoclonaux. Un éjaculat devrait
normalement en contenir moins de 1 million par ml. Une concentration supérieure
ou égale a 1 million par ml correspond a une leucospermie. Une leucospermie n’est
pas forcément la traduction d’une infection génitale, mais il faut bien sir la
rechercher, et a l'inverse une infection génitale ne s’accompagne pas toujours de
leucospermie.

La présence d’une grande quantité d’érythrocytes est souvent suspectée par la
couleur rougeatre (sang frais) ou brunatre (épanchement sanguin moins récent) du
sperme. Normalement, le sperme ne devrait pas contenir d’érythrocytes. La présence
de quelques érythrocytes dans un éjaculat n’a pas nécessairement d’incidence

clinique [39].
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b- La mobilité :

La mobilité est un des parametres les plus importants pour l'appréciation du
pouvoir fécondant du sperme. L'évaluation doit étre quantitative, exprimée en
pourcentage de formes mobiles, mais aussi analytique, prenant en compte le type
de mouvement et la vitesse de déplacement des spermatozoides.

L’OMS a défini 4 grades de mobilité :

- Le grade (a) correspond a une mobilité normale rapide et progressive ;

- le grade (b) pour une mobilité diminuée lente ou faiblement progressive.

- Le grade (¢) caractérisés par des mouvements sur place et non progressifs ;
- le grade (d) les spermatozoides sont immobiles.

Un éjaculat normale doit contenir au moins >32% de spermatozoides avec une
mobilité progressive de type (a+b) ou = 40% de type (a+b+c). Ainsi,
I’asthénospermie est définie par un pourcentage <32% de spermatozoides avec
mobilité progressive.

Ces analyses fines du mouvement se font de facon automatisée (vélocimetre).

Une Agrégation non spécifique des spermatozoides qui sont regroupés en
agglomérations peut influer sur la proportion de spermatozoides mobiles observée
[39].

c- La Vitalite :

La vitalité correspond au pourcentage de spermatozoides vivants. Elle est
évaluée par le test a I'éosine—nigrosine réalisé a la premiére heure qui colore en
blanc les tétes des spermatozoides vivants et en rouge les tétes des spermatozoides
morts. Le taux de cellules blanches correspond au pourcentage du taux de vitalité.
La vitalité spermatique normale doit €tre égale ou supérieure a 58 % de lI'ensemble
des spermatozoides. La présence d'une proportion importante de spermatozoides
morts dans le sperme éjaculé (nécrospermie) est le plus souvent idiopathique. Dans
ce type de nécrospermie la biopsie testiculaire permet souvent de trouver des

spermatozoides encore vivants au niveau des tubes séminiféres [40].
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3.1.2 Spermocytogramme

Pratiqué au décours du spermogramme, le spermocytogramme permet une
analyse cytologique et morphologique des spermatozoides sur étalements fixés et
colorés avec une évaluation du pourcentage de gametes morphologiquement
normaux ainsi que de I'incidence des différents types d’anomalies morphologiques.

Compte tenu de I'inhomogénéité du sperme humain et de la faible fréquence
de certaines anomalies, 100 spermatozoides au minimum doivent étre classés pour
fournir une évaluation correcte du pourcentage de spermatozoides typiques et du
profil des différentes atypies. La référence étant 200 spermatozoides. Cette
recommandation est cependant parfois impossible a suivre lorsque la concentration
de spermatozoides est tres faible. Dans ces cas, la classification peut étre faite a
partir des spermatozoides disponibles, mais le résultat pour les spermatozoides
normaux et anormaux ne doit pas etre rendu en pourcentage et la conclusion doit
tenir compte de la fiabilité diminuée des fréquences des anomalies retrouvées,
notamment lorsqu’il s’agit d’anomalies rares [39].

3.1.2.1. Les anomalies morphologiques :

Les anomalies morphologiques des spermatozoides sont généralement
polymorphes, hétérogénes touchant généralement a la fois la téte, la piece
intermédiaire et le flagelle mais I'accent est mis sur les anomalies de la téte en
raison de leur association fréquente aux anomalies de I'ADN [39].

L’évaluation des anomalies morphologiques dépend de la méthodologie
utilisée. Deux principales classifications sont actuellement utilisées : la classification
de Kruger recommandée par I’OMS et la classification de David modifiée.

a-  Classification de Kruger : [41]

Par ordre d’importance, I'anomalie est recensée d’abord sur I’acrosome, puis

viennent dans l'ordre les anomalies de la téte, de la piéce intermédiaire et du
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flagelle. Aussitdt qu'une anomalie est recensée, le spermatozoide est directement
classé dans les « anormaux ». L’absence totale d’anomalie définie le spermatozoide
typique.

3 groupes ont ainsi été individualisés en fonction du pourcentage de

spermatozoides typique :

- > 14% : sperme normal. le taux de fécondation en AMP est d’environ 82.5%,

- De 4a14%: groupe de bon pronostic de pouvoir fécondant.

- < 4 % . tératozoospermie = groupe de mauvais pronostic de pouvoir

fécondant.

L’index de tératozoospermie peut étre calculé. Il correspond au nombre moyen
d’anomalies par spermatozoide anormal. Une valeur supérieure a 1,46 est prédictive
d’une hypofertilité.

La classification de Kruger est décrite comme étant plus séveére et plus

discriminante que les autres classifications [42].

b-  Classification de David modifiée : [43]

Cette classification recense en dehors des spermatozoides

morphologiquement normaux (figure 15) :

- 7 anomalies de la téte : tétes allongées, amincies, microcéphales,
macrocéphales, multiples, acrosome anormal ou absent et base (région
post acrosomique) anormale.

- 3 anomalies de la piece intermédiaire : reste cytoplasmique, piece
intermédiaire gréle, piece intermédiaire angulée.

- 5 anomalies de la piéce principale : absente, écourtée, de calibre irrégulier,
enroulé et multiple.

La classification de David modifiée considere comme valeur

normale :
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- Un pourcentage inférieur a 35% d’atypies de la téte.

- Un pourcentage inférieur a 20% d’atypies de la piece intermédiaire.

- Un pourcentage inférieur a 20% d’atypies du flagelle.

- Un pourcentage inférieur a 10% d’atypies doubles.

On peut calculer I'index d’anomalies multiples qui correspond au rapport du
nombre total d'anomalies recensées au nombre total de spermatozoides anormaux.
Il est donc un indicateur du nombre moyen d’anomalies associées par
spermatozoide anormal. Toute valeur de I'index d’anomalies multiples supérieure a

1.6 est prédictive d’infertilité.
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Figure 15 : Les différentes anomalies morphologiques du spermatozoides décrites

par la classification de David modifiée [43].
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3.1.2.2. Intérét clinique de I’analyse cyto-morphologique des spermatozoides

[44] :

La morphologie du spermatozoide constitue un parametre important dans
I’exploration de la qualité du sperme d’un homme infertile. Il permet parfois de
poser le diagnostic étiologique.

Certaines anomalies ont une valeur étiologique comme les flagelles «enroulés»
évocateurs d'une cause infectieuse et les tétes a formes allongées fréquemment
associées aux varicoceles, ainsi que sur les troubles de la fonction épididymaire se
traduisant essentiellement par des macrocéphalies et des anomalies de I'acrosome.
D'autres ont une valeur pronostique quant a fécondance du sperme comme les
anomalies majeures du flagelle ou I'absence d'acrosome.

Enfin, la morphologie spermatique joue un role significatif dans les résultats
de I'aide médicale a la procréation. Elle est reconnue comme étant le facteur le plus
prédictif sur les résultats de FIV pour un nombre important d’auteurs. Des données
récentes suggerent que le clivage des blastomeres dépend de facon significative des
spermatozoides et que cet effet pourrait étre plutdt lié a la morphologie des
spermatozoides qu’a leur nombre ou a leur mobilité, soulignant ainsi I'importance
de la sélection des gametes morphologiquement normaux, a défaut les moins
anormaux avant toute fécondation assistée.

3.1.3. Tests de migration—-survie :

Le test de migration survie, aussi appelé test d’aptitude a I’AMP ou test de
migration sélective, est réalisé en cas d’oligo-asthéno-tératospermie. |l permet la
sélection des spermatozoides mobiles et viables qui pourront &étre utilisés en
assistance médicale a la procréation.

Les deux principales méthodes de sélection sont la centrifugation sur gradient
de densité (figure 16), et la migration ascendante avec ou sans centrifugation. La
survie a 24 heures des spermatozoides sélectionnés est un facteur pronostique

favorable pour la fécondance du sperme [39].
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Figure 16 : En haut : Photo de la technique de migration sur gradient de densité

[aimablement fournie par Pr Mohammed SEKAL].

En bas : le principe de la migration sur gradient de densité.
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3.1.4. Bilan d'auto-immunisation anti—-spermatozoides :

L’auto-immunisation est recherchée en cas d’auto agglutinats spontanés des
spermatozoides liés les uns aux autres par la téte, le cou et/ou le flagelle, en cas
d’asthénospermie, de nécrospermie, de stérilité inexpliquée, d’antécédents de
chirurgie urogénitale, d’obstruction congénitale ou acquise, d’infection ou
inflammation génitale et en cas d’échec de fécondation in vitro [45].

La réaction d’agglutination mixte (MAR-test), tres sensible, permet le
dépistage de l'auto-immunisation de surface. Le test de fixation d’'immuno-billes
différencie le type d’immunoglobulines (A, G ou M) de surface et la partie du
spermatozoide recouverte par les anticorps. Le role de I"auto-immunisation dans
I'infertilité est probable si plus de 40 % des spermatozoides mobiles sont recouverts
d’anticorps. Le facteur limitant la réalisation de ces deux tests est le nombre de
spermatozoides mobiles dans I’éjaculat [46].

3.1.5 La Spermoculture : [30]

Ce test est le seul apport de la microbiologie dans ce vaste domaine
d’embryologie médicale. 1l est indiqué en cas de pH séminal basique,
d’hyperspermie, de leucospermie (plus de 1 million de leucocytes par millilitre),
d’asthéno-tératospermie, d’antécédents infectieux et avant toute technique d’aide
médicale a la procréation.

Les especes les plus fréquemment isolées sont : chlamydia trachomatis,
neisseria gonorrhée, Echerichia Coli, Uraplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Gardnerella vaginalis et Corynebacterium seminale. Une recherche de germes
anaérobies est parfois nécessaire. Une culture est considérée positive si la

concentration en germes dépasse un seuil défini pour chaque espece bactérienne.
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3.1.6 La Biochimie du plasma séminal :

Le dosage des marqueurs séminaux est réalisé dans le liquide séminal qui
constitue la fraction liquidienne du sperme. |l est effectué en cas de perturbations
du volume du sperme, devant un trouble du pH et/ou de la viscosité du liquide
séminal, une asthénospermie, une oligospermie, une azoospermie ou encore une
suspicion d’une atteinte infectieuse et/ou inflammatoire du tractus génital. Les
principaux marqgueurs séminaux :

¢ La L-carnitine et l'alpha-glucosidase sont deux marqueurs
caractéristiques de ['épididyme dont les concentrations physiologiques
atteignent un minimum de 20 mU/éjaculat. lls sont diminués en cas de
lésion épididymaire ou d’obstacle en aval.

e Le fructose est un marqueur caractéristique des vésicules séminales avec
un taux moyen supérieur a 13 micromoles/éjaculat. Une baisse du
fructose associée a un pH acide est le signe d’une agénésie des vésicules
séminales ou d’une obstruction des canaux éjaculateurs.

e |'acide citrique et les phosphatases acides sont ceux de la prostate avec
des dosages dépassant les 50 micromoles/éjaculat pour le premier et
200 U/éjaculat pour le second.

Enfin, I'ensemble de ces marqueurs pourra étre diminué d'une maniére isolée
ou couplée dans tout contexte infectieux. Dans cette situation particuliere, il est
possible de les doser une deuxieme fois a distance, aprés traitement, afin d'en
évaluer une cinétique et de visualiser I'évolution du processus inflammatoire au

niveau du tractus génital [47].
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3.2. |la Recherche d’une éjaculation rétrograde : [48]

L’éjaculation rétrograde est surtout suspectée en cas d'hypospermie ou
d'aspermie. Ce test permet de différencier I'éjaculation rétrograde complete de
I’anéjaculation.

Le patient recueille ses urines debout, vessie pleine aprés un orgasme. On
recherche ensuite dans le préléevement des spermatozoides a |l'examen direct et
apres centrifugation en appréciant leur concentration, leur mobilité et leur vitalité.
L’éjaculation rétrograde est retenue si le nombre de spermatozoides retrouvés dans
les urines est supérieur a celui de I’éjaculat.

3.3. Bilan hormonal : [49]

La réalisation d’un bilan hormonal est recommandée s’il existe :
- une azoospermie ou une oligozoospermie sévere (< 10 millions/ml).
- Une baisse de la fonction sexuelle
- Des signes cliniques évocateurs d’une endocrinopathie notamment un
hypogonadisme ou une hyperthyroidie.

a- Dosage sérique de la testostérone :

Pour évaluer le taux de testostérone, plusieurs dosages sont disponibles :

o la testostérone totale : testostérone libre plus testostérone liée a
I’albumine et Sex Hormone Binding Globulin (SHBG).

o La testostérone libre, non liée aux protéines, représente 2 a 3% de cette
hormone. Son dosage se fait directement ou par calcul apres mesure de
la testostérone totale et de la SHBG.

o La testostérone biodisponible : testostérone libre plus testostérone
faiblement liée a I’albumine.

Cependant, il existe des variations plasmatiques de testostérone dépendantes

de I'age, du sexe, et de la présence ou non d’une pathologie intercurrente.
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Un taux de testostérone totale normal doit étre supérieur ou égal a 3,45
ng/mil. Il existe un hypogonadisme si le taux est inférieur a 2 ng/ml. Entre les deux,
il est utile de réaliser un dosage de testostérone libre pour distinguer un
eugonadisme d’un hypogonadisme. Un taux de testostérone libre égal a 65 ug/ml et
biodisponible égal a 1,5 ng/ml sont considérés comme les normes inférieures a la
normale. La difficulté de ce dosage est majorée par le caractére pulsatile de la
sécrétion de testostérone chez les sujets normaux qui peuvent présenter parfois des
nadirs compris entre 2 et 3 ng/ml, d’ou l'intérét de refaire un nouveau dosage en
effectuant le prélevement entre 8 heures et 10 heures du matin et en y associant un
dosage de SHBG et/ou dosage de testostérone bio disponible.

b- Dosage de I’inhibine B :

La concentration sérique de I'inhibine B est corrélée a la concentration et la
mobilité des spermatozoides éjaculés et au volume testiculaire. Son taux chez
I’lhomme fertile est de 94 a 327 g/ml.

Elle sera notamment demandée dans le cadre d'une azoospermie sécrétoire
pour laquelle nous devons évaluer la probabilité de rentabilité d'une biopsie
testiculaire.

c- Dosage de la FSH :

Son taux chez un homme fertile se situe entre 1,3 et 8,4 Ul/Il. Le dosage de la
FSH permet d’évaluer la fonction de cellules de Sertoli. Ce dosage permet de
distinguer I'origine secondaire d’un hypogonadisme (déficit
hypothalamohypophysaire ou hypogonadotrope) ou primaire (déficit testiculaire ou
hypergonadotrope), et aussi de différencier entre une azoospermie sécrétoire (taux
diminué ou augmenté selon le siege de |'atteinte) et une azoospermie excrétoire

(taux normale).
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d- Dosage de la prolactine :

En cas d’hypogonadisme hypogonadotrophique, La prolactine est mesurée en
deuxieme intention.

L’hyperprolactinémie peut étre secondaire a la prise de médicaments comme
les neuroleptiques. Mais surtout due a un adénome hypophysaire a prolactine.

3.4. Bilan radiologique :

a— Echographie-doppler couleur du contenu scrotal [50] :

Une échographie du contenu scrotal doit explorer le testicule, les épididymes
et les voies spermatiques. Le radiologue mesure le volume testiculaire. La valeur
seuil pour le diagnostic d’hypotrophie testiculaire est fixée a 16 ml.

L’échographie testiculaire dans le bilan étiologique d’une azoospermie est
d’autant plus importante qu’il a été clairement démontré qu’il existait un lien entre
cancer du testicule et infertilité masculine. La recherche d’une varicocele est
également systématique. |l faut rechercher les microlithiases, les calcifications du
parenchyme testiculaire et les nodules hypoéchogénes solitaires et localiser une
cryptorchidie. |l peut s’agir dans ce cas d’une petite tumeur séminomateuse ou non
séminomateuse, d’une tumeur a cellules de Sertoli ou de Leydig qui ont une
évolution imprévisible dont le diagnostic est essentiellement histologique.

Au niveau de [I'épididyme, I'échographie diagnostique des kystes
épididymaires ou des spermatoceles (Iésions kystiques asymptomatiques contenant
des gametes), des dilatations de la téte et confirme les agénésies déférentielles dans
la plupart des cas dépistées lors de I'examen clinique.

b-  Echographie endorectale et imagerie par résonance magnétique du

carrefour prostato-vésiculo-déférentiel avec antenne endorectale:

lIs permettent I'exploration du carrefour vésiculo-prostatique dans les cas
d’hypospermie, d’anomalie du toucher rectal, d’oligoasthénospermie ou

d’antécédents infectieux. Ces examens apprécient la zone transitionnelle
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prostatique, permet le diagnostic d’agénésie des vésicules séminales et des
ampoules déférentielles. L’obstruction des canaux éjaculateurs peut se révéler par
leur dilatation (> 2,3 mm) et par celle des vésicules séminales (> 15 mm), mais
aussi par la mise en évidence d’une cause (utricule prostatique, kyste, tumeur,
séquelles de prostatite).

Elle est affirmée par la ponction et l'injection des vésicules séminales. Le
diagnostic d’obstruction des canaux éjaculateurs repose alors sur la présence de
spermatozoides intra-vésiculaires, les images d’obstruction de la vésiculographie ou
I’absence de passage dans I'uretre du colorant injecté dans les vésicules séminales

[51].
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Il s’agit d’une étude observationnelle descriptive et transversale d’une série de
cas. Elle s’intéresse aux patients adressés pour infertilité a I'unité de génétique
médicale et d’oncogénétique. Les patients doivent avoir comme critére d’inclusion,
une perturbation des parameétres spermatiques au spermogramme.

Le recrutement des patients concerne une période de 10 ans, de septembre
2009 a Septembre 2019.

Les patients ont bénéficié d’une consultation spécialisée et d'un ou de

plusieurs tests génétiques disponibles dans notre unité.

I-Caryotype métaphasique sur sang

Le sang total est recueilli stérilement sur un tube hépariné est incubé 70
heures dans un milieu de culture contenant une lectine a fort pouvoir mitogéne
(phytohémagglutinine) pour les lymphocytes sanguines ainsi que des antibiotiques
pour éviter la pullulation microbienne.

L'étape suivante consiste a bloquer les cellules en métaphase afin de pouvoir
observer les chromosomes. Pour cela, on utilise un poison du fuseau de division
(Colchicine) qui empéche la progression de la mitose vers |'anaphase en bloquant la
polymérisation des tubulines dans les microtubules.

Les cellules sont alors plongées dans une solution hypotonique de KCI, ce qui
entraine leur gonflement suivi de |’éclatement de membrane nucléaire et la
dispersion des chromosomes. Cette étape est indispensable a I'obtention d'un
étalement correct des chromosomes.

L’étape suivante consiste en une fixation par un mélange d'alcool et d'acide
acétique pendant 30 minutes a températures ambiante. Cette acidification du milieu

permet I’arrét du choc cellulaire.
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La répétition des fixations élimine les débris cellulaire avec un bon lavage des
lymphocytes.

La préparation est alors étalée en laissant tomber quelques gouttes de la
suspension cellulaire sur une lame propre. Puis, les lames étalées sont séchées a
I’air libre puis remises a I'étuve a 37°C pour parfaire la fixation et permettre une
meilleure dénaturation. Lorsque |'on colore des préparations chromosomiques avec
du Giemsa, les chromosomes prennent un aspect rose violacé a peu pres homogeéne
sur toute leur longueur. On ne peut donc les distinguer les uns des autres que par
leur taille et leur forme. Cependant, ces critéres sont insuffisants pour assurer la
reconnaissance et l'interprétation correcte des anomalies chromosomiques.

Pour reconnaitre spécifiqguement chaque paire chromosomique, on utilise donc
des techniques de marquage particulieres qui permettent d'obtenir une coloration
inhomogéne des chromosomes par le Giemsa et l'apparition de bandes. C'est la
succession de bandes sombres et claires le long d'un chromosome, identique chez
tous les individus pour un chromosome donné, qui en permet l'identification
précise, selon le méme principe qu'un code a barres. La technique de marquage en
bandes des chromosomes utilisée est le banding R, obtenues par dénaturation
thermique ménagée.

Les chromosomes métaphasiques sont constitués d'un bras court (noté p) et
d'un bras long (noté q), reliés entre eux par le centromeére qui correspond a un
étranglement situé a un niveau variable du chromosome et qui sert de point
d'attache au fuseau de division pendant la division cellulaire.

Un logiciel va permettre de classer les différents chromosomes ainsi obtenu
sous un ordre de taille décroissant selon la classification international (ISNG).

Plusieurs critéres vont permettre de reconnaitre et de classer les chromosomes :
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- la taille, Par convention, les chromosomes sont classés du plus grand au plus
petit.

- l'index centromérique (IC), c'est-a-dire le rapport entre la taille du bras court
et la taille totale du chromosome (p/p+q). Cet index permet de reconnaitre
trois familles de chromosomes :

e Les chromosomes métacentriques dont les deux bras ont une taille a peu preés
équivalente (IC= 1/2) : centromere au milieu (chromosomes 1, 3, 16, 19 et
20).

e Les chromosomes submétacentriques qui ont un bras franchement plus petit
que le bras long (0<IC< %) : centromere en position intermédiaire

e Les chromosomes acrocentriques dont le bras court est quasi inexistant)) (IC=

0) : centromeére terminal (13, 14, 15, 21, 22)

- Les bandes chromosomiques, qui sont caractéristiques de chacune des paires.
Le nombre de bandes visibles est variable d'une mitose a l'autre et dépend du
niveau de condensation du chromosome. Plus les chromosomes sont
condensés, moins on peut observer de bandes et moins l'analyse permet de
dépister des anomalies de petite taille. Le nombre de bandes par lot haploide
(c'est-a-dire pour 23 chromosomes) permet de définir la résolution de
['analyse cytogénétique ; Un caryotype standard a une résolution de 300 a 550

bandes.
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lI- Analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH)

1- Principe

Cette technique repose sur trois propriétés de I’ADN :

% La complémentarité obligatoire des bases azotées (Adénine—Thymine ;
Cytosine—Guanine).

% Les liaisons hydrogénes faibles (covalente) qui assurent la cohésion des deux
brins de la double hélice.

% Les liaisons phosphodiester (40 fois plus fortes que les liaisons hydrogénes)

qui assurent la stabilité de I'enchainement des nucléotides de chaque brin

d’ADN.

2- Substrats de la FISH

Le substrat est une préparation chromosomique de noyaux inter phasiques

d’étalement cellulaires.

3- Principes de la technique

Dans certaines conditions de température, de pH ou de salinité, les 2 brins
d’une molécule d’ADN peuvent se séparer généralement par la chaleur (phénomene
appelé dénaturation) puis se réassocier de facon spécifique (eétape appelée
hybridation).

Un fragment d’ADN appelé « sonde » est «kmarqué » par intégration par voie
chimique d’un nucléotide (dUTP), sur lequel est directement fixé un fluorochrome
par Random-priming ou Nicktranslation. Cette sonde est alors dénaturée, puis
hybridée sur des préparations chromosomiques, elles aussi préalablement
dénaturées. Cette hybridation se déroulera dans des conditions précises de

température, pH et salinité. Un appareil nommé « thermobrite » est utilisé pour
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garder la préparation a s’hybrider a la température requise. L’efficacité de cette
étape dépend du temps d’hybridation et de la concentration de la sonde. Le temps
d’hybridation varie de 5 minutes pour des sondes centromériques, a 24 ou 48
heures pour les sondes plus complexes comme les sondes de peinture.

Un traitement a la pepsine avec des lavages post hybridation sont nécessaires
pour éliminer les hybridations non spécifiques et diminuer le bruit de fond de la

préparation.

4- Sondes utilisées

On utilise des sondes spécifiques de régions chromosomiques ou des sondes
capables de s’hybrider sur les bras d'une paire chromosomique donnée ou loci
particuliers. Nous utilisons 2 catégories de sondes :

® Les sondes CEP (Chromosome Enumeration Probe) composées de séquences
alphoides des centromeres X et Y : Elles sont des séquences spécifiques de petite
taille (moins de 1000 paires de bases) d’ADN répété en tandem sur plusieurs
centaines de kilobases. Elles génerent des signaux ponctuels de forte intensité car la
sonde s'hybride sur chacune des séguences complémentaires au niveau des
centromeéres des chromosomes. Ces sondes sont surtout utiles pour dénombrer les
chromosomes, aussi bien en métaphase qu'en interphase.

Les sondes LS| {Locus Specific Identifier) du SRY :

Pour etre bien détectée, cette sonde doit avoir une taille>25kb et recouvrir
plus de 50% de sa cible. L’utilisation de la sonde LSI du SRY est associée a la sonde

CEP du ch Y afin d’étre siir que I’hybridation a eu lieu.
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5- Visualisation et analyse des hybrides

Grace a un microscope qui émet un faisceau lumineux excitant le
Fluorchrome, on peut visualiser des loci sur des métaphases ou des noyaux, d’ou le
terme in situ.

L'utilisation de plusieurs fluorochromes et de filtres microscopiques ainsi que
le développement de systeme de numérisation des signaux fluorescents ont permis

d’hybrider plusieurs sondes de facon concomitante.

6- Nomenclature internationale selon the Inernational System for human

Cvtogenetic Nomenclature « ISCN »

Quelques exemples :
- Quand le caryotype a été fait, .ish suit la formule.
- Quand il y a plusieurs anomalies, la formule FISH est tout a la fin apreés le
nombre de mitoses étudiés et non plus apres I'anomalie étudiée.
- Si le caryotype n’a pas été fait, on écrit directement ish.
- Quand la FISH est faite sur les noyaux, on met nuc devant ish.
- Quand la FISH est faite sur métaphases et noyaux, les 2 formules doivent étre
écrites sur des lignes différentes :
46,XX.ish del(22)(q11.2q11.2)(TUPLE1-)[5]

nuc ish(TUPLET x1)(ARSAx2)[50]

IllI- Recherche de la micro délétion du chromosome Y

Elle a été réalisée par le kit « Y Chromosome AZF Analysis System » de

PROMECA®
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1- Préparation de la réaction

Les aliquotes d’ADN des patients sont placés dans un tube a réaction.
Séparément, la Tag DNA polymerase est ajoutée a chacun des 5 Multiplex Master
Mixes. Ensuite, le Multiplex Master Mix contenant la Tagq DNA polymérase est
ajoutée aux tubes contenant I'’ADN échantillon. Chaque échantillon d’ADN est
analysé a I'aide de chacun des Multiplex Master Mixes.

1. Décongeler les Multiplex Master Mixes, la Nuclease-Free Water et le Male
Genomic DNA dans la glace. Une fois décongelés, les conserver dans la glace.

2. Vortexer les Multiplex Master Mixes pendant 5 a 10 secondes avant emploi.

3. Préparer et étiqueter le nombre requis de tubes comme spécifié ci-dessus.
Utiliser des tubes d’amplification a paroi fine. Placer les tubes dans de la glace.

4. Dans un tube a part, diluer chaque ADN échantillon a 10 ng/ul a I'aide de la
Nuclease-Free Water fournie. Bien mélanger en vortexant pendant 5 a 10
secondes.
Ajouter 5 ul d’ADN dilué aux tubes correctement étiquetés sur glace.
Echantillon d’ADN contréle positif : Pour I’échantillon Male Genomic DNA
contrble positif, diluer le Male Genomic DNA a 10 ng/ul en ajoutant 6 ul de Male
Genomic DNA a 24 ul de Nuclease-Free Water. Bien mélanger en vortexant
pendant 5 a 10 secondes. Ajouter 5 ul aux tubes correctement étiquetés sur
glace.
Echantillon sans ADN contréle négatif : Pour le contrdle négatif (sans ADN),
ajouter 5 ul de Nuclease-Free Water aux tubes correctement étiquetés sur glace.

5. Préparer cing mélanges de Multiplex Master Mix/GoTaq® DNA polymérase sur
glace, a raison d’un mélange par Multiplex Master Mix. Vortexer les Multiplex
Master Mixes avant de les utiliser.

6. Vortexer pour mélanger.
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7. Ajouter 20 pl du mélange de Multiplex Master Mix/GoTaq® DNA polymérase aux
tubes appropriés contenant '’ADN échantillon ou les contrbles, et ceci sur la
glace.

8. Vortexer délicatement pour mélanger.

9. Centrifuger les tubes brievement pour faire descendre le contenu au fond des
tubes. Placer les tubes sur la glace jusqu’a ce que vous soyez prét a effectuer le
cycle thermique.

10. Les thermocycleurs sans couvercles chauffés (par exemple, le Perkin-Elmer
Model 480 thermal cycler) ont besoin d’une couche d’huile minérale sur les
réactions en tube. Incliner les tubes et ajouter une goutte d’huile sur le coté du

tube, en laissant I’huile couler le long du tube.

2- Protocole optimal de cycles thermiques de PCR pour le thermocycleur

(figure 17)

94 °C pendant 2 minutes, puis :
35 cycles. Pour chaque cycle : 94°C pendant 1 minute = 57°C, pendant 30 secondes
- 72°C pendant 1 minute, puis :

72 °C pendant 5 minutes = Trempage a 4 °C
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Figure 17 : Thermocycleurs pour PCR de 'unité de génétique médicale et

d’oncogénétique du CHU Hassan Il de Fes
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3- Electrophorése sur gel d’agarose

4 % de NuSieve® a 3:1 plus des minigels Reliant® prémoulés de tampon TBE
(Cambrex référence 54927, 54928 ou 54929) sont requis pour I'électrophorése et
une visualisation ultérieure optimale des produits d’amplification.

1. Diluer le marqueur de poids moléculaire de la maniére suivante :

Composant Volume
50bp DNA Step Ladder 12 ul
Blue/Orange 6X Loading Dye 4 ul
Nuclease-Free Water 8 ul

2. Ajouter 2,5 ul de Blue/Orange 6X Loading Dye a chaque tube d’amplification et

mélanger.

w

. Charger le premier puits du gel avec 10 pyl de marqueur de poids moléculaire

dilué.

FY

. Charger chaque puits avec 10 pl de chaque échantillon.

(W

. Charger le dernier puits du gel avec 10 ul de marqueur de poids moléculaire

dilué.

o3}

. Faire migrer le gel dans du tampon TBE 1X contenant 0,5 ug/ml de bromure
d’éthidium a une vitesse de 5V/cm (mesuré comme la distance entre les
électrodes) jusqu’a ce que le front avant du bleu de bromophénol migre jusqu’a

I'autre extrémité du gel (Figure 18).

~J

. Photographier le gel a I'aide du transilluminateur UV (320 nm).
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Figure 18 : dispositif de migration des produits de PCR et photographie des bandes

par le transilluminateur a rayons ultra-violets a I'unité de génétique

4- Analyse des données—Controles

Déterminer si les réactions de controle ont produit les résultats anticipés
avant d’analyser vos échantillons.

a-  Contrdle négatif sans ADN :

Il ne doit vy avoir aucuns produits d’amplification spécifique dans les puits
contenant les réactions de controles sans ADN négatifs. Des bandes de faible poids
moléculaire ou des trainées (smears) résultant d’interactions d’amorces peuvent
apparaitre. Les résultats ne doivent pas étre considérés valables si des produits
d’amplification sont observés dans les réactions du contrble négatif sans ADN. Ceci
est indicateur de la présence d’ADN contaminant, et I'expérience doit étre répétée

avec soin pour éviter toute contamination.
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b- Contrdéle d’ADN génomique male positif :

Le nombre et |la taille des produits d’amplification pour chaque Multiplex

Master Mix est indiqué dans la figure 19.

Multiplex A Master Mix

Taille du Position
5TS Locus Produit (bp) sur carte
SY254 DAZ 380 18
SY157 DYS240 290 20
SY81 DYS271 209 2
SY130 DYS221 173 11
SY182 KAL-Y 125 5

SMCX 83 Contréle
Multiplex B Master Mix

Taille du Position
5TS Locus Produit (bp)  sur carte
SYPR3 SMCY 362 7
SY127 DYS218 274 9
5Y242 DAZ 233 16
SY208 DAZ 140 17

SMCX 83 Controle
Multiplex C Master Mix

Taille du Position
STS Locus Produit (bp)  sur carte
SY128 DYS219 228 10
5Y11 DY5212 190 6
S5Y145 DYF5151 143 14
5Y255 DAZ 124 19

SMCX 83 Controle
Multiplex D Master Mix

Taille du Position
5TS Locus Produit (bp)  sur carte
SY130 DY5223 177 12
5Y152 DYS236 125 15
SY124 DYS215 109 8

SMCX 83 Contréle
Multiplex E Master Mix
Taille du Position
5TS Locus Produit (bp)  sur carte
ZFX | ZFY 490 Contrdle
5Y14 SRY 400 1
SY134 DYS224 303 13
SY86 DYS148 232 3
SY84 DYS273 177 4

Figure 19 : liste des différents loci explorés par le kit « Y Chromosome AZF Analysis

System » de PROMEGA®
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La réaction du contrdle positif Male Genomic DNA pour chaque Multiplex
Master Mix doit comporter toutes les bandes indiquées pour ce Multiplex Master
Mix. Les tailles des produits d’amplification peuvent étre estimées par comparaison
avec le marqueur de poids moléculaire de 50bp DNA Step Ladder ayant migré sur le
gel. Si toutes les bandes anticipées ne sont pas présentes dans les réactions avec le
contrble positif Male Genomic DNA, ou s’il existe des bandes supplémentaires
proéminentes, ceci est indicateur d’un probleme lié aux réactifs d’amplification ou
au thermocycleur. Les résultats ne doivent pas étre considérés valables si tout
produit d’amplification manque dans les réactions au contrble positif Male Genomic
DNA.

c-Amorce de contrdle dans les Multiplex Master Mixes :

Dans les réactions Multiplex A, B, C et D Master Mix, le plus petit produit
d’amplification (83 bp) doit étre produit a partir d’un locus lié a X (SMCX). Dans le
Multiplex E Master Mix, le plus grand produit d’amplification (496 bp) doit étre
engendré par les genes ZFY/ZFX. L’absence de ces produits est indicatrice d’un
probleme avec cette amplification par PCR multiplex en question. Si ces bandes de
controle sont présentes avec le controle positif Male Genomic DNA mais pas avec
I’ADN échantillon, ceci suggere qu’il peut y avoir un probleme avec [’ADN
génomique utilisé comme matrice. Les problemes avec I’ADN échantillon peuvent
relever de : la présence d’impuretés, une quantification de I’ADN inexacte ou d’une
dégradation de I’ADN. Vérifier la matrice ADN sur un gel d’agarose avant d’effectuer
une nouvelle amplification. Effectuer de nouvelles amplifications a partir de
n‘importe quelles réactions d’ADN échantillon exemptes de produit de contrdle. |l

peut étre nécessaire d’isoler a nouveau I’ADN génomique matrice.
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d- Analyse des données—Echantillons expérimentaux

Déterminer la présence ou |’absence des produits de PCR anticipés. Une

cartographie de tous les produits absents des réactions peut étre dressée a |'aide de

la feuille de résultats de la carte du chromosome Y (figure 20).

SMCY _
— DYZ19 (répétition)

Hélérochomaline

pseudo-autosomal

Figure 20 : cartographie sur le

+AZFc
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chromosome Y des différents loci explorés par kit « Y

Chromosome AZF Analysis System » de PROMEGA®.
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Toutes les délétions doivent é&tre contigués. Si de multiples bandes
d’amplification manquent pour un échantillon, et que ces bandes ne correspondent
pas a des régions adjacentes sur le chromosome Y, elles représentent la perte de
bandes, mais ce ne sont pas des délétions. Dans ce cas, il convient de répéter le
test. Si une seule bande d'amplification manque dans un échantillon, elle peut
représenter la perte d'une bande ; il convient alors de répéter le test afin de
confirmer que le locus n'amplifie pas. Veuillez noter qu'un locus présent dans un
échantillon peut ne pas amplifier en cas de mutation dans l'un des sites de liaison de
I'amorce pour le locus. Les résultats diagnostiques obtenus avec ce systeme doivent
uniquement étre interprétés a la lumiere des autres données cliniques ou de

laboratoire disponibles.

IV- Recherche de la mutation du gene AURKC

1- Prélevement :

On préléve dans un tube EDTA de 5 ml de sang, pour I’extraction d’ADN par kit.

2- Techniques de préparation et de purification des acides nucléiques

L’extraction de I’ADN est une technique qui isole de I"ADN a partir d’une
cellule en quantité et en qualité suffisante pour permettre son analyse. Nous I’avons
effectué par KIT commercialisé (invitrogen).

a- Principe :

Aprés digestion enzymatique et solubilisation des lipides dans une solution
spécifique, I’ADN chargé négativement est mis en contact avec des billes
magnétiques chargées positivement afin qu’il s’accroche a celles-ci. La solution est
éliminée alors que les billes sont maintenues a l'aide d’un aimant. Une autre
solution de composition différente est ensuite ajoutée aux billes afin de neutraliser

leur charge. L’ADN est alors libéré dans cette seconde solution.
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b- Protocole expérimental :

Pour 2 ml des échantillons de sang, nous employons les volumes de réactif
indiqués pour 3 ml des échantillons de sang.
1. Vortexer le tube contenant les billes Magnétiques GeneCatcherTM pour

resuspendre et distribuer les billes dans le tampon de stockage.

ro

. Ajouter les billes Magnétiques re suspendues et le tampon de Lysis a un tube 50
ml stérile. Mélangez les billes en tourbillonnant doucement le tube jusqu’a ce

que les billes soient distribuées.

w

. Ajouter 2-10 ml du sang bien mélangé au tube contenant les billes et inversez

doucement le tube étonné 3 fois pour mélanger les billes.

4. Incuber a la température ambiante pendant 5 minutes pour permettre a I'ADN de
se lier aux billes. Pendant l'incubation, agiter doucement le tube de temps en
temps.

5. Placer le tube de 50 ml sur le Support de Séparateur Magnétique pendant 3
minutes.

6. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, éliminer soigneusement le

surnageant en utilisation une pipette de 5 ml sans toucher les billes.

7. Enlever le tube du Séparateur Magnétique.

o]

. Ajouter 5 ml du tampon de Lysis au tube sans tenir compte du volume du sang et
inversez doucement le tube 3 fois pour mélanger les billes et enlever les
contaminations résiduelles par lavage.

9. Incuber a la température ambiante pendant 30 secondes.

10. Placer le tube sur le Séparateur Magnétique pendant 20 secondes.

11. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, éliminer le surnageant en

utilisation une pipette de 5 ml sans toucher les billes.

12. Passer immédiatement a la Digestion par la Protéase.
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—

]

w

5

6

Digestion par la Protéase

. Mettre le bain marie a 65°C.

. Enlever le tube contenant les billes magnétiques du Séparateur Magnétique

. Ajouter le tampon de Protéase et la Protéase au tube et vortexer le tube pour
disperser les billes (30 secondes).

. Incuber le tube a 65°C pendant 10 minutes et incuber ensuite a température
ambiante (10-20 minutes).

. Inversez doucement le tube deux fois pour resuspendre billes.

. Passer immédiatement au lavage d'ADN.

Lavage d'ADN

1

. Ajouter I'isopropanol (IPA) 100 % au tube et mélanger en inversant doucement le
tube jusqu'a I'apparition d’une forme d’agrégation visible. Note : L’absence
d’agrégation apres 2-3 minutes indique un trés faible taux d’ADN dans
I’échantillon.

Placer |'é@chantillon sur le Séparateur Magnétique pendant 30 secondes a 1

minute.

. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, éliminer le surnageant en utilisant

une pipette de 5 ml sans toucher les billes.

. Enlever le tube du Séparateur Magnétique.

. Ajouter 3 ml 50 % (v/v) d'isopropanol sans tenir compte du volume de sang au

tube et le mélanger en inversant doucement le tube 5 fois.

. Placer I'échantillon sur le Séparateur Magnétique pendant 30 secondes.

. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, éliminer le surnageant en utilisant

une pipette de 5 ml sans toucher les billes.
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8. Garder le tube sur le Séparateur Magnétique pendant une minute pour permettre
au reste du liquide d'arranger au fond du tube. Eliminer le surhageant en
utilisant une pipette de 1 ml.

9. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, ajoutez 250 ul du tampon Lavant
(sans tenir compte du volume de sang) en face de |la boulette de billes.

10. Incuber pendant 1 minute a température ambiante.

11. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, éliminer le surnageant en
utilisant une pipette de 1Tml sans toucher les billes.

12. Répéter des étapes 9-11.

13. Passer immediatement a I’élution d’ADN.

L’élution d’ADN

—

. Mettre le bain marie a 65°C.

2. Enlever le tube contenant les biles magnétiques du Séparateur Magnétique.

3. Ajouter 1 ml du tampon d’Elution (E5), sans tenir compte du volume de sang, au
tube et agitent doucement I'échantillon en tourbillonnant le tube pour sortir la
boulette de bille. Pour les échantillons avec haut contenu d'ADN

4. Incuber a 65°C pendant 1 heure.

5. Enlever le tube du bain marie et mixer par une pipette de 800 u |, pour disperser
la boulette completement. Notez : Pour le haut contenu d'ADN, incubez les
échantillons pendant 20 minutes complémentaires et répéter |’étape 5.

6. Placer le tube sur le Séparateur Magnétique avant que le surnageant ne soit clair
et sans couleur (d'habitude 15 minutes a 1 heure, les échantillons visqueux
exigent plus de temps).

7. Sans enlever le tube du Séparateur Magnétique, enlever soigneusement le

surnageant contenant I'ADN en employant la pipette 1 ml sans toucher la

boulette de billes et transférer le surnageant a un tube stérile.

BENNANI Kenza Page 107



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

8. éliminer les billes magnétiques employées. Le stockage de I'ADN

9. Stocker I'ADN épuré a -20°C ou employer I'ADN pour les applications désirable en
aval.

10. Pour éviter la congélation répétée d'ADN, stockez I'ADN épuré a 4°C pour

['utilisation immédiate ou l'aliquoter et |le stocker a -20°C.

3- Dosage de I’ADN :

La concentration en ADN de I’échantillon est estimée par spectrophotométrie.
En effet, les acides nucléiques présentent un pic d’absorption dans ['ultraviolet. Le
maximum de cette absorption se situe a 260 nm. L’interférence par des
contaminants se reconnait par calcul d’un « ratio ». Les protéines absorbant a 280
nm, le ratio A260/A280 est utilisé pour estimer la pureté de I'acide nucléique.
L’ADN pur devrait avoir un ratio d’environ 1,8, tandis que I’ARN pur devrait avoir
une valeur d’environ 2,0. L’absorption a 230 nm refléte la contamination de
I’échantillon par des substances telles que les hydrates de carbone, les peptides, les
phénols ou les composés aromatiques. Dans le cas d’échantillons purs, le ratio
A260/A230devrait étre d’environ 2,2. Au laboratoire, le « NANODROP» est utilisé
pour réaliser le dosage. Il suffit de déposer dans I'appareil 2ul d’ADN extrait pour

déterminer sa concentration et obtenir la courbe qui renseigne sur sa pureté.

4- Amplification des séguences nucléotidigues par PCR :

a- Principe :

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) permet d'amplifier in vitro une
région spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité
suffisante pour le détecter et |'étudier. Pour se faire, une série de réactions

permettant la réplication d’'une matrice d’ADN double brin est répétée en boucle.
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Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de chaque cycle
servent de matrice pour le cycle suivant, I'amplification est donc exponentielle. Pour
avoir la réplication d’un ADN double brin, il faut agir en trois étapes :

(1) dénaturation de I’ADN pour obtenir des matrices simple brin.

(2) hybridation des amorces spécifiques.

(3) réaliser la réaction de polymérisation du brin complémentaire par I'enzyme
polymérase. A la fin de chaque cycle, les produits sont sous forme d'ADN double
brin.

b- Condition de PCR :

Pour procéder a I'amplification d’une séquence d’ADN, Les PCR ont été
effectuées et optimisées sur I’ADN génomique préalablement dilué a 100 ng/ul en
utilisant des amorces spécifiques de I'exon 3 du gene AURKC :

F: 5 TCCCAAGCTGAGGCTTTTTTC 3’

R: 3" TTCCTCTTTCATCTTTGACGT 5’

Les réactions PCR ont été effectuées et optimisées pour chague région cible dans un
volume final de 20 ul pour le mélange réactionnel. Et enfin, le mélange est déposé
au niveau d’un thermocycleur selon le programme suivant :

95 °C pendant 2 minutes, puis :

35 cycles. Pour chaque cycle : 94°C pendant 1 minute = 57°C, pendant 30 secondes
- 72°C pendant 1 minute, puis :

72 °C pendant 5 minutes = Trempage a 4 °C

c- Témoins de la réaction PCR :

Les témoins inclus pour chaque réaction PCR comprennent : — Témoins positif
qui a pour fonction de s’assurer des bonnes conditions de la PCR, ce témoin est
représenté par I’ADN d’un sujet normal sain. - Témoin négatif qui permet de

s’assurer de I'absence de contamination, auquel il n’y a pas d’ADN.
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d- Contréle des produits PCR :

Les produits PCR sont contrblés sur gel d’agarose 2 % en présence d’un
marqueur de taille, qui permet de vérifier la taille et la spécificité du produit

amplifié.

5- Séquencages d’ADN :

Avant de séquencer nos produits PCR, il faudra les purifier pour éliminer
I’exces d’amorces, dNTP et d’ADN polymérase, pour cela il 3 réactions essentielles
comme suit :

a- Purification par ExoSAP® :

ExoSAP-IT est concu pour une purification rapide et efficace des produits de
PCR. Il comporte deux enzymes hydrolytiques, I'exonucléasel (Exo) qui dégrade les
ADN simples brins et la phosphatase alcaline de crevette (SAP) qui hydrolyse les
dNTPs libres, et en exces sans interférence avec les applications en aval. L’enzyme
est active a 37°C et inactive a 80°C. Les fragments simples brins inferieurs a 100 pb
sont ainsi dégradés. On utilise 8 ul de I'enzyme ExoSAP avec 10 ul du produit PCR.

On le place au niveau du thermocycleur suivant le cycle suivant :

Température Durée
37°C 3 mn
80 °C |5 min
10=C ¥
b- Reaction de sequence par BigDye® Terminator v 3. 1 Cycle Sequencing :

Selon la réaction de Sanger qui repose sur l'incorporation aléatoire de
didéoxynucléotides interrupteurs de chaine (ddNTP) eux aussi présents dans le
milieu réactionnel dont chacun est marqué par un fluorophore dont le spectre
d’émission est spécifique. Une analyse spectrale va différencier les différents

fluorochromes, associer la base correspondante et donc définir la séquence
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nucléotidique du brin d’ADN initial. Les fragments d'ADN synthétisés portent ce
fluorophore terminal. On les appelle des terminateurs d'élongation ou
“BigDyeTerminators” ou "Dye-labeledterminator”. Nous utilisons la technologie
BigDyeTerminator_version 2 (AppliedBiosystems : ABIl). La technologie BigDye
Terminator (BDT) utilise un systéme de transfert d’énergie par résonance (FRET)
entre deux fluorochromes fixés sur le méme ddNTP et reliés entre eux par un linker.
Le premier est une fluorescéine (6 carboxyfluoréscéine) appelé fluorochrome
donneur, commun aux quatre ddNTP. Le second est une dichlororhodamine
(dRhodamine) qui joue le réle de fluorochrome accepteur. Le fluorochrome donneur
est excité par un rayon laser a argon émettant a 488 nm et 514,5 nm. Son énergie
de fluorescence émise (515-520 nm) est captée intégralement par le fluorochrome
accepteur qui est excité a son tour. Le fluorochrome accepteur ou
dichloroRhodamine est différent pour chaque type de ddNTP.

Le spectre de la fluorescence réémise sera ainsi spécifique de chaque type de
ddNTP. Le transfert du signal de la fluorescéine vers la dRhodamine permet une
amplification du signal et par conséquent, une augmentation de la sensibilité de la
technique.

On effectue 30 cycles d’amplification sur le thermocycleur dans des conditions
spécifiqgues a la réaction de séquence. Un cycle correspond a : Une étape de
dénaturation de I’ADN a 95°c pendant 10 secondes pour obtenir ’ADN sous forme
simple brin. Une étape d’hybridation a 50°c pendant 5 secondes (température
moyenne d’hybridation pour la majorité des amorces utilisées). Une étape
d’élongation de I'ADN par la Taq polymérase a 60°C pendant 4 minutes. Cette
température faible ralentit la Taqg et va déplacer I'équilibre pour permettre une
meilleure incorporation des ddNTP. Une fois I’étape de thermocyclage effectuée, il

est nécessaire de purifier la réaction de séquence.
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c- Purification de la réaction de séquence avec le Kit BigDye-XTerminator :

Le kit BigDye® Xterminator™ permet la purification des produits de réaction de
séquence en capturant les dyes non incorporés dans la réaction, les sels et autres
molécules chargées qui pourraient interférer lors de la détection des bases par
électrophorése capillaire. Le kit contient :

- un flacon —SAM Solution|| (stockage a T® ambiante)
- un flacon : « XTerminator Solution (stockage a 4°C, ne pas congeler)

1. Déposer 10ul de produits de réaction de séquence dans la plague Applied.

2. Centrifuger la plaque.

3. Préparer un mix contenant : 45 ul de solution SAM par puits 10 ul de XTerminator
Solution par puits a l'aide des cones spécifiques. - Vortexer 10 sec le flacon
XTerminator Solution et prélever immédiatement la quantité nécessaire.

4. Vortexer le mélange et ajouter 55ul dans chaque puits a 'aide de la pipette
distritips ou de la pipette monocanal.

5. Sceller la plaque correctement avec un film adhésif

6. Mettre la plagque sur I'agitateur Eppendorf Mix Mate.

7. Lancer I'agitateur sur la position 1800 rpm pendant 30 secondes et vérifiez que
tout se mélange bien et que la plague reste bien attachée.

8. Agiter a 1800 rpm pendant 30 minutes.

9. Centrifuger la plague 2 minutes a 1000 g (Centrifugeuse HerausMultifuge 3S-R).
Les plagques peuvent étre conservées 7 jours a 4°C (pas congelées) avant d’étre
analysées par le séquenceur.

d- Détermination de la séquence :

La plaque est placée dans le séquenceur qui est un automate d'électrophorese
capillaire. Ce dernier lance un flux électrique d'ions a travers un capillaire, ce qui
entraine la migration des fragments d'ADN. Une fois arrivés au site de détection, les
quatre fluorochromes des ddNTP terminaux seront excités. Suite a cette excitation,

chaque fluorochrome émettra une lumiere a une longueur d'onde différente qui sera
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détectée puis convertie en séquence par le logiciel d'analyse des séquences. Les

séquences d'ADN sont déterminées par séquencage automatique (séquenceur a 8

capillaires appliedbiosystem 3500 DX) (Figure 21).

Figure 21 : Analyse de I'exon 3 du géne AURKC par le séquenceur 3500 DX (Applied

biosystem) a I'unité de génétique médicale et d’oncogénétique du CHU Hassan Il de Fés.
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RESULTATS
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|I-Description épidémiologique globale

118 patients ont été adressés a I'unité de génétique médicale et
d’oncogénétique du CHU Hassan Il de Fes. Parmi eux, 117 patients ont bénéficié de
tests génétiques. Nous avons refusé tout test pour un seul patient, car il nous a été
adressé pour azoospermie et chez qui la recherche de spermatozoides dans les

urines a objectivée une éjaculation rétrograde expliquée par un diabéte de type 1.

1- Répartition selon I'age :

Parmi les 117 patients, L’dge a été rapporté chez 107 d’entre eux. L’'age
médian est de 37 ans, avec un age minimal de 20 ans et un age maximal a la
consultation de 55 ans.

L’age moyen a la consultation génétique est de 38,04 années, avec un écart
type de 7,45 années.

La majorité des patients consultent pendant la 4&me et |a 58me décade

(Graphique 1).

O Tranche d'age

=
e
N

20a29ans 30a3%9ans 40ad49ans 50a55ans

Graphique 1 : Répartition selon la tranche d’age
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2- La Répartition selon de type d’infertilité

Sels 2 patients ont consulté ont consulté pour une infertilité secondaire ce qui

signifie que I'infertilité masculine est majoritairement primaire avec 98% des cas.

3- La Répartition selon la durée de l'infertilité

Elle a pu étre évaluée chez 76 patients. La durée moyenne est de 6,6 +/- 4,7
années. La médiane est de 5 ans, avec une durée minimale d’une année, ce qui est
conforme avec la définition de I’OMS.

25% des patients n’ont bénéficié de leur premiére consultation en génétique

médicale que plus de 8 ans apres leur mariage, avec une durée maximale de 23 ans.

4- La répartition selon le résultat du spermogramme

L’altération spermatique la plus fréquente chez les patients infertiles
consultant en génétique est l'azoospermie avec 78,6%. Elle est suivi par

I’oligostheno-teratospermie avec 11,1% des cas (Graphique 2).

1%

OAzoospermie

B OATS

O Oligozoospermie

O tératospermie

M necrospermie

O Akinetospermie

Graphique 2 : Répartition des patients selon le résultat du spermogramme
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5- La Répartition selon le mécanisme de l'infertilité

Le mécanisme de 'infertilité a été précisé chez 63 patients.

Un seul patient présentait une azoospermie excrétoire. |l était agé de 37 ans,
avec une infertilité primaire de 4 ans, avec des antécédents d’infections
sexuellement transmissibles. L’échographie a objectivée une dilatation bilatérale des
canaux déférents avec de grosses calcifications épidydymaires.

Parmi les 62 autres patients, un seul agé de 30 ans a consulté pour une
infertilité primaire avec azoospermie et un bilan hormonal objectivant un
hypogonadisme hypo gonadotrope et une IRM cérébrale sans anomalie (Graphique
3).

1,50750%

V - O hypogonadisme primaire

@ hypogonadisme
hypogonadotrope

O azoospermie excretoire

97%

Graphique 3 : Répartition selon le mécanisme de I’infertilité

lI- Les Résultats des Tests génétiques réalisés

1- La Répartition selon le résultat du caryotype

Parmi les 117 patients explorés, 114 patients infertiles ont bénéficié du
caryotype sur lymphocytes sanguins.

81,6% de nos patients ont une formule chromosomique normale 46,XY ; et
18,4% de nos patients ont un syndrome de klinefelter soit 21 patients. Parmi ces
patients klinefelteriens 85% ont une forme homogene (Figure 22).

92 patients azoospermiques ont bénéficié d’un caryotype. 23% d’entre eux ont

un syndrome de klinefelter.
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Figure 22 : Caryotype d’un patient klinefelterien présentant une azoospermie

sécrétoire (unité de génétique, CHU Hassan ll).

Un patient a une formule chromosomique 47,XXY/46,XY. un autre a une formule

47 XXY /46,XY/45,X et un dernier avec une formule 47,XXY/46,XX (graphique 4).

2,60%

15,80% :

81,60%

@ 46,XY

M 47,XXY

O Klinefelter
mosaigque

Graphique 4 : Répartition selon les resultats du caryotype

2- Les résultats de la FISH
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Les patients klinefelteriens en mosaique ont bénéficié d’'une confirmation par
la technique d’hybridation in situ fluorescente utilisant les sondes centromériques

des chromosomes X et Y (Figure 23).

Figure 23 : Aspect en FISH sur noyaux inter phasiques d’un patient présentant un
syndrome de Klinefelter en mosaique 47XXY/46XY : sonde CEP X marqué en rouge,

sonde CEP Y marqué en vert.

A noter que chez un patient agé de 38 ans, ayant présenté une infertilité
primaire d’une année avec hypotrophie testiculaire bilatérale, une gynécomastie
bilatérale, un micro pénis, une hypo pilosité et une petite taille, le spermogramme a
révélé une azoospermie sécrétoire. Le bilan hormonal a montré un hypogonadisme
hyper gonadotrope. Le caryotype étant normal, une recherche d’une micro délétion
du gene SRY a été recherche par FISH utilisant la sonde centromerique du
chromosome Y et une sonde locus specifique du SRY. Cette analyse s’est révélée

sans anomalie.
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3- Les résultats de la recherche de la micro délétion AZF

Parmi les 91 patients ayant un caryotype 46,XY ; seuls 23 ont bénéficié d’une
recherche de la micro délétion AZF. Aucun patient ne présente cette anomalie

(Figure 24).
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Figure 24 : résultat d’un patient azoosperme montrant I’absence de délétion des

régions AZF (unité de génétique, CHU Hassan Il, Fés).

4- Les résultats du Séquencage de I’'exon 3 du géene AURKC

3 patients n’ont pas bénéficié du caryotype dans notre unité, mais d’un
séquencage de I'exon 3 du gene AURKC. En effet, 2 d’entre eux ont été adressés
pour teratzoospermie polymorphe isolée ; et un patient agé de 35 ans adressé pour
une OATS avec une majorité de spermatozoides macrocéphales et multi-flagellaires
et présentant comme antécédent familial deux fréres infertiles. Ce patient présentait

une mutation homozygote c.144delC (Figure 25).
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CGGGCGTCCCCTGGGCAA
a c.144delC -/-

CGGGCGTCCCTGGGCAA
b c.144delC +/+

Figure 25 : Séquencage Sanger de I’exon 3 du gene AURKC (unité de génétique, CHU
Hassan II)

A : témoin fertile.

B. Séquence du patient avec macrozoospermie montrant une mutation homozygote

c.144delC
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lll- Les résultats spécifiques des patients avec syndrome de

Klinefelter

1- La répartition selon I’age :

Parmi les 21 patients klinefelteriens, I’dge a été rapporté chez 18 d’entre eux.
L’age médian est de 35 ans, avec un age minimal de 27 ans et un age maximal a la
consultation de 51 ans.

L’age movyen a la consultation génétique est de 36,9 années, avec un écart

type de 8 ans.

La majorité des patients consultent pendant la 4¢me et la 5¢me décade (Graphique 5).

45% 1

40% A

35%+

30%- O Age a la consultation

25%- genetique des

20% - patients

15% !(Iineffelteriens
infertiles

10%
5%

3éme 4éme 5éme
decade decade decade

Graphique 5 : répartition selon la tranche d’age

2- La répartition selon la durée de ’infertilité

Elle a pu étre évaluée chez 11 patients. La durée moyenne est de 5,4 +/- 3,2
années. La médiane est de 4 ans, avec une durée minimale de 2 ans et une durée

maximale de 12 ans.

BENNANI Kenza Page 122



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

3- Les résultats du spermogramme

Tous les patients présentaient une azoospermie.

4- ’estimation du volume testiculaire

Elle a été rapportée cliniquement et/ou par échographie chez 13 patients.
L’hypotrophie testiculaire bilatérale a été retrouvée chez tous les klinefelteriens

explorés.

5- La Présence d’une gynécomastie

Elle a été retrouvée chez 15,4% des patients (n =13).

6- La Présence d’une macroskélie

38,5 % des patients ont une grande taille par rapport a la fratrie (n=13).

7- La Présence d’une Cryptorchidie

Elle a été retrouvée chez 7,7 % des patients (n =13).

8- La Présence d’un micro pénis

Il a été retrouvé chez 15,4 % des patients (n =13).

9- La Présence d’une dysfonction érectile

Elle a été retrouvée chez 23 % des patients (n =13).

10- La Présence d’une baisse de la libido

Elle a été retrouvée chez 31% des patients (n =13).
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11- La Présence d’'une hypo-pilosité

Elle a été retrouvée chez 31% des patients (n =13).

12- Le Taux de testostérone sérique

50 % des patients ont une baisse du taux de testostérone contre 50 % avec

taux normal (n =12).

13- Le Taux de I'hormone FSH

88 % des patients ont une hausse du taux de FSH, contre 12 % avec un taux

normal (n =16).

14- La Présence associée d’une varicocele

Une varicocele uni ou bilatérale était associée chez 15,4 % des patients (n

=13).

IV- Les résultats spécifiqgues des patients avec caryotype

normal

1- La répartition selon I’age :

Parmi les 93 patients infertiles dont le caryotype est hormal (dont 23 patients
ont également une absence de micro délétion AZF révélée), I’'dge a été rapporté chez
85 d’entre eux. L’age médian est de 37 ans, avec un age minimal de 20 ans et un
age maximal a la consultation de 55 ans.

L’age movyen a la consultation génétique est de 38,1 +/- 7,4 années.

La majorité des patients consultent pendant la 4¢me décade (Graphique 6).
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Graphique 6 : répartition selon la tranche d’age

2- La répartition selon la durée de l'infertilité

Elle a pu étre évaluée chez 62 patients. La durée moyenne de I'infertilité est de

6,9 +/- 5 années. La médiane est de 5 ans.

3- La répartition selon le Résultat du spermogramme

L’azoospermie est I’'anomalie spermatique la plus fréquente chez les patients
infertiles a caryotype normal, avec 72% des cas. Elle est suivie par POATS avec 13%

des cas (Graphique 7).

7% 1% 1% 1%

OAzoospermie

B OATS

O Cligozoospermie
O Akinetospermie
B necrospermie

O teratospermie

Graphique 7 : Répartition des résultats du spermogramme chez les patients 46,XY
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4- L a répartition selon la présence de facteurs de risque non géneétiques décrits

Un facteur de risque non génétique a été rapporté chez 21 patients, soit
22,6%. Ces facteurs de risque sont dominés par la varicocele avec 53% des cas

(graphique 8).

14,00%

O Varicocele
B cryptorchidie

aisT

O Oreillons

19%

Graphique 8 : Répartition des types des facteurs de risque non génétiques chez les

patients 46,XY porteurs.

5- Le taux de testostérone sérique

Il a été rapporté chez 33 patients (Graphique 9).

42%

B Testosterone Normal

B Testosterone Bas

58%

Graphique 9 : Répartition des patients infertiles 46,XY selon leur taux de

testostérone
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6- Le Taux

de I'"hormone FSH

Il a été rapporté chez 44 patients (Graphique 10).

2,50%

,50%

O FSH élevée
B FSH normale

| CJFSH Basse
59%

Graphique 10 : Répartition des patients infertiles 46,XY selon leur taux de FSH

7- Des Observations particulieres

Observation 1

Observation 2 :

:un patient agé de 40 ans a consulté pour une infertilité primaire. Le

spermogramme a révélé une azoospermie et [|'échographie a
objectivé une agénésie rénale unilatérale gauche avec hydrocéle
bilatérale. Le caryotype est normal. Il n’a pas de micro délétion AZF.

un patient agé de 37 ans a consulté pour une infertilité primaire de
4 ans avec un syndrome poly-uro polydypsique. Le spermogramme
a révélé une azoospermie. L'étude hormonale a retrouvé un taux de
I’hormone antidiurétique diminué et des taux normaux de FSH, LH et
de prolactine concluant au diagnostic de diabete insipide. L’'IRM de
la région hypothalamo-hypophysaire est normale. Le caryotype est

normal. Il n’a pas de micro délétion AZF.
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DISCUSSION
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On pense que l'infertilité masculine est souvent multifactorielle et causée a la
fois par des facteurs génétiques et extrinseéques, mais les cas d'infertilité masculine
sévere ont probablement une étiologie génétique prédominante.

Alors que la majorité des cas d'infertilité masculine sont dus a des défauts
guantitatifs conduisant a l'absence ou a une réduction du nombre de
spermatozoides, de nombreux cas d'infertilité masculine sont causés par des
défauts morphologiques ou qualitatifs des spermatozoides altérant son aptitude a
féconder. La technologie de procréation assistée est principalement palliative, avec
peu d’efforts pour comprendre et traiter spécifiquement les dysfonctionnements
responsables de I'infertilité des couples. Malgré ses succes, prés de la moitié des
couples qui la sollicitent pour linfertilité ne parviennent pas a obtenir une
grossesse. Ces échecs résultent souvent d’une altération de la spermatogenese
produisant des spermatozoides incompatibles avec la fécondation et/ou le
développement embryonnaire. Un diagnhostic génétique précis est donc important
pour mieux comprendre la spermatogenése, pour améliorer le traitement
actuellement disponible et pour augmenter les chances d'adopter le meilleur plan
d'action pour les patients affectés.

En matiere d’infertilité masculine, et en se basant sur le résultat des
explorations cliniques et para cliniques, le niveau de ['atteinte est facilement

identifié. Une étiologie précise est parfois retrouvée. On distingue :

I- Les insuffisances testiculaires

1- La réduction quantitative sévere du nombre de spermatozoides

L'azoospermie toucherait jusqu'a 1% des hommes dans la population générale.
L’azoospermie est d’origine sécrétoire dans environ 60% des cas. Dans notre série,
I’azoospermie est d’origine sécrétoire dans 98% des cas. Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que les cas d’azoospermie excrétoire ne sont pas adressés en

consultation de génétique médicale.
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Bien que l'infertilité masculine soit une maladie multifactorielle, on pense que
les facteurs génétiques prédominent dans I'étiologie de I'azoospermie sécrétoire et
de 'oligozoospermie grave. Malgré cette hypothese, corroborée par le nombre élevé
de génes exprimés essentiellement dans les testicules, on en sait peu sur la
physiopathologie de la réduction de la production de sperme, ses causes premiéres
ou les conséquences génétiques et épi génétiques sur la production des gametes et
du futur produit de conception.

L'identification des anomalies génétiques est donc primordiale pour
comprendre la spermatogenése, adopter la meilleure ligne de conduite pour le
patient et fournir un conseil génétique adéquat. Les nouvelles technologies de
séquencage contribuent a I'évolution rapide du domaine récent de la génétique de
I'infertilité.

Les causes testiculaires de I'azoospermie peuvent également étre congénitales
et/ou génétiques. Elles comprennent des anomalies génétiques (délétions du
chromosome Y) et se manifestent par une aplasie des cellules germinales (syndrome
des cellules de Sertoli seules) ou un arrét de la spermatogenése. Le phénotype
typique de [’échec testiculaire se traduit par une azoospermie ou une
oligozoospermie sévere (SO) (concentration des spermatozoides < 5 millions / ml).

Etonnamment, malgré I’abondance de génes connus pour &tre nécessaires a la
spermatogenese [mais identifiés principalement dans des modeéles animaux], les
microdélétions du chromosome Y et les anomalies chromosomiques telles que
Klinefelter sont longtemps restées la seule cause génétique récurrente connue des
azoospermies non-obstructives et des oligozoospermies séveres. Néanmoins, on
pense que la plupart des défauts testiculaires ont une base génétique [52]. On

distingue :
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1.1- Les anomalies chromosomigues [53] :

L’'incidence des anomalies chromosomiques est plus élevée chez les hommes
infertiles que dans la population générale. En effet, ces anomalies chromosomiques
entrainent un dysfonctionnement testiculaire, et sont présentes chez 7 % des
hommes infertiles et ce sont les causes les plus fréquentes des azoospermies
sécrétoires avec environ 20% des cas [53]. Dans notre série, 23% des patients
azoospermiques ont un syndrome de klinefelter.

La frequence des anomalies du caryotype est inversement proportionnelle au
nombre de spermatozoides : 20 % en cas d’azoospermie, 5 % en cas d’oligospermie
et moins de 1 % en cas de normospermie. Le syndrome de klinefelter constitue une
cause majeure d’infertilité masculine puisque trouvée chez pres de 15% des hommes
azoospermiques.

Le caryotype n'est pas réalisé d'une maniére systématique dans le bilan de
l'infertilité masculine. C’est le premier test génétique qui devrait étre effectué aux
hommes qui présentent les cas suivants :

- Une azoospermie non obstructive
- Une oligospermie sévere inférieure a 1 million de spermatozoides/ml sur
plusieurs prélévements successifs
- Chez des sujets ayant une numération supérieure a 1 million/ml associée a
des antécédents familiaux de troubles de la reproduction.
En effet, méme en présence d’un facteur de risque non génétique (comme une
varicocele clinique). Ces facteurs de risque peuvent agir comme un cofacteur
susceptible d’aggraver un trouble préexistant de la spermatogenése qui peut alors
conduire a une azoospermie.

Les caryotypes anormaux les plus fréquents sont :
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le syndrome de Klinefelter dont la fréquence augmente 44 fois plus chez les

sujets infertiles que chez la population générale. |l représente environ 15 % de

tous les cas d'azoospermie, est de loin la cause génétique d'infertilité la plus

fréquente.

- le syndrome du double Y (47,XYY). La présence d'un chromosome Y
surnumeéraire ne s'accompagne d'une infertilité que dans la moitié des cas.

- les dysgénésies gonadiques mixtes (mosaique 45X/46XY)

- les anomalies de structure dont la plus fréguente est la translocation
robertsonnienne équilibrée.

- Dans 1,5% des cas, il s’agit d’une anomalie equilibrée des autosomes.

1.1.1- Les anomalies du hombre de chromosomes

1.1.1.1- Le Syndrome de Klinefelter [54] :

Le syndrome de klinefelter est une anomalie chromosomique de nombre
caractérisée par la présence d'un chromosome X supplémentaire dans un caryotype
masculin.

Le syndrome de Klinefelter représente ['anomalie chromosomique la plus
fréequente dans le sexe masculin. Son incidence est de 1 pour 500 naissances
masculines. Cette incidence est pratiquement identique a celle de la trisomie 21 et
est 3 fois supérieure a celle du syndrome de Turner. Au Maroc on ne dispose pas
d'étude épidémiologique large concernant ce syndrome.

L'age des parents ne parait pas jouer un rble dans la détermination de cette
anomalie, mais l'association a un age maternel avancé est trés frequente. De plus, la
présence d'une anomalie chromosomique parentale ou l'existence d'une trisomie 21

dans la famille augmente le risque d'avoir un enfant klinefelterien.
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Il est souvent diagnostiqué tardivement a l'occasion d'un bilan d'infertilité. En
effet, chez les sujets présentant une azoospermie, la prévalence de ce syndrome est
de 15%.

Au plan phénotypique, le syndrome de Kklinefelter est associé a une
hypotrophie testiculaire majeure et parfois a un hypogonadisme avec gynécomastie.
Le chromosome X surnuméraire induit une altération du renouvellement et une
apoptose des cellules souches spermatogoniales, ce qui provoque une interruption
précoce de la spermatogenése a un stade pré-méiotique.

a- Le caryotype [55, 56] :

Le syndrome de klinefelter représente plus des 2/3 des anomalies
chromosomiques observées chez ’homme infertile. Les caryotypes de type 47, XXY
prédominent tres largement.

Au cours de la prophase | de la méiose masculine normale, les chromosomes
X et Y forment le corpuscule X-Y et présentent alors une inactivation de la
transcription de la chromatine non appariée. Ceci pourrait inhiber I'expression de
genes situés dans les chromosomes X et Y, qui pourraient avoir un effet toxique
pendant la méiose. Leur répression permettrait donc une progression meéiotique
adéquate. C’est le mutisme méiotique [57]. Par contre, dans Klinefelter, les deux
chromosomes X homologues s’apparient, ils ne sont pas inclus dans le corpuscule
X-Y et ne sont donc pas réprimés et peuvent donc produire des produits géniques
potentiellement délétéres.

Les formules caryotypiques plus complexes sont plus rares :
- 48, XXXY ;
- mos 47, XXY /48, XXXY ;
- 48, XXYY ;

- 49, XXXXY.
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Dans ces formes complexes, le tableau clinique est souvent plus sévere,
marqué par la fréquence des malformations associées et I'intensité des troubles
psychiatriques.

Les formules mosaiques sont notées dans environ 4% des cas. Cependant, les
techniques utilisées méconnaissent tres probablement certaines de ces mosaiques
en raison de I'exploration d’'un nombre relativement faible de cellules dont I’origine
est uniquement sanguine. Il est ainsi possible que les discordances observées dans
la présentation clinique soient en rapport avec des mosaiques méconnues. Dans
notre série, 15% des patients klinefelteriens ont une formule mosaique

Les formules de type 46, XY /47, XXY sont les plus souvent rencontrées. Elle a
été retrouvée chez un de nos patients.

D’autres combinaisons sont également possibles :

- Mos 46,XX/47,XXY ; retrouvée chez un de nos patients.

- Mos 46,XX/46,XY /47 XXY ;

- Mos 45,X/46,XY /47 ,XXY ; retrouvé chez un de nos patients.
- Mos 46,XY /48, XXXY.

Ces variétés concernent des formes cliniques habituellement plus atténuées,
mais cette notion n’est pas toujours vérifiée.

b- La physiopathologie du syndrome de klinefelter [S8]

Chez le sujet klinefelterien (47,XXY), il y a un retard pubertaire qui peut étre
de 2 a 3 ans dans 50% des cas. Mais, parfois la puberté survient a un age normal.
Les testicules sont de volume normal au début, subissent un arrét du
développement suivi d’une régression bilatérale de leur volume vers I’age de 15 a
16 ans (entre stade de Tanner lI-1ll) et devenant durs et insensibles a I’dge de 18 a
20 ans. Le volume final est celui d’une olive (moins de 2 centimétres de longueur)
secondaire a une fibrose péritubulaire et a une détérioration progressive des cellules

Sertoli, et de la lignée germinale aboutissant souvent a |'apoptose des
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spermatogonies et des spermatocytes et a une azoospermie. Les anomalies de
cellules de Sertoli observées sont l'insuffisance de maturité, et la diminution de
récepteurs aux androgenes. Dans notre étude, tous les patients klinefelteriens
présentent une hypotrophie testiculaire bilatérale. Ceci peut étre expliqué par I'age
relativement avancé des patients a leur premiere consultation

Les cellules de Leydig sont également atteintes. Les taux de testostérone
diminuent typiqguement a la fin de l'adolescence et I'age adulte. La diminution la
production d'androgénes est aussi variable selon les patients. Ainsi, le rapport
testostérone/cestradiol peut étre diminué, on aura donc une hyper-cestrogenie
relative, responsable de plusieurs manifestations cliniques comme la gynécomastie.

Si 97% des klinefelteriens sont infertiles, moins de 10% des adolescents aux
stades Il et |ll de Tanner peuvent avoir des foyers résiduels de spermatogenése
préservée et ont par conséguence une cryptozoospermie ou une oligospermie
compatible avec une cryoconservation de [|'éjaculat. Dans la puberté précoce, des
spermatozoides extraits a partir de microdissection testiculaire (TESE) peuvent étre
obtenu pour la cryoconservation. les chances de récupération de spermatozoides et
de reproduction ultérieure ont augmenté chez les patients atteints de SK en
comparaison aux hommes avec une azoospermie sécrétoire d'autres causes [59]. Les
hommes avec un taux normal de testostérone avaient le taux de récupération des
spermatozoides le plus élevée (86%), alors que ceux nécessitant un traitement
médical et qui ont répondu avec une testostérone de 250 ng/dl ou plus ont un taux
de récupération de sperme élevé (77%) par rapport a ceux qui ont eu une réponse de
testostérone moins optimale (55%).

Bien que la plupart des hommes adultes soient azoospermes, de rares cas de
SK oligospermes ont eu une grossesse réussie sans assistance médicale a la
procréation. L’oligospermie est observée chez 4 a 8 % des sujets klinefelteriens. Elle

est due a un mosaicisme, sutout (46,XX/47,XXY). Dans notre série, tous nos
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patients ont bénéficié d’un spermogramme objectivant une azoospermie chez tous
les patients. Malheureusement, nous avons remarqué un retard diagnostic chez nos
patients en général, et particulierement chez ceux présentant un syndrome de
klinefelter. L’age moyen a la premiere consultation dans notre unité est de 36,9 ans.

c- Le tableau clinique [60]

Le sujet klinefelterien présente un aspect longiligne, avec une taille moyenne
de 1,75 m, supérieure a celle de la population générale. On note aussi la présence
d’une macroskélie (la taille des membres est supérieure a la moitié de la taille
globale) dans 75% des cas, d’une allure eunuchoide et d’un élargissement du
diametre bi-trochantérien avec une répartition gynoide de la graisse. La macroskélie
est due au géne SHOX exprimé dans les chromosomes sexuels, et qui régule la
croissance. Ce gene situé sur PAR1, s’échappe a l'inactivation qui atteint les
chromosomes X, et stimule la croissance. Dans notre série, la macroskélie a été
retrouvée chez 38,5 % des Klinefelteriens.

La gynécomastie est retrouvée chez 12,4% a 50% des patients [61]. Elle est
retrouvée chez 15,4% des patients klinefelteriens de notre série.

La cryptorchidie uni ou bilatérale peut se voire dans 7% des cas. La taille de |la
verge est souvent normale, et on a trés rarement une verge diminuée de taille ou un
hypospadias. La circonférence pénienne peut étre diminuée chez certains
adolescents, alors que les garcons de 48, XXXY peut avoir un épaississement de la
peau du pénis avec circonférence et longueur élevée [62]. Dans notre série, 7,7 %
des patients Klinefelteriens ont une cryptorchidie, ce qui concorde avec les données
de la littérature. Par contre 15,4 % ont un micro pénis, ce qui est trop élevé par
rapport aux données de la littérature. Ceci nous interpelle sur la méthodologie
adoptée pour retenir ce signe.

La musculature du sujet klinefelterien est peu développée. La chevelure est

fine, sans golfs frontaux. La pilosité pubienne est normalement fournie, estimée a
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P4 de la classification de TANNER dans 75% des cas, et est souvent triangulaire,
horizontale de type féminin dans 50% des cas. Quand a la pilosité axillaire, elle est
pauvre alors que le thorax est glabre. La barbe est faible et 50% des sujets sont
imberbes. Dans notre série, 31% des patients ont une hypo-pilosité.

Les adultes ayant le SK présentent souvent une diminution de la densité
minérale osseuse (DMQ) en rapport plutdt avec une diminution du taux sérique de
I'Insuline like 3 (INSL3), qu’un déficit androgénique [63]. Dans notre série, aucun de
nos patients n’avait bénéficié d’'un bilan a la recherche d’une perturbation
métabolique.

La dysfonction sexuelle est une caractéristique commune de SK. 60,9% des
patients rapportent une baisse du désir sexuel, 22,7% avec une dysfonction érectile
sévere (une érection n'est pas suffisante pour la pénétration dans plus de 75% des
cas), 9,5% présentent une éjaculation prématurée et 9,5% une éjaculation retardée
[64 ; 65]. La Présence d’une dysfonction érectile a été retrouvée chez 23 % de nos
patients. Une baisse de la libido a été retrouvée chez 31% de nos cas klinefelteriens.
Ceci est concordant avec la littérature.

Lorsque les patients ayant un SK ont été comparés avec des sujets témoins
avec un taux de Testostérone apparié, tous les probléemes sexuels et non sexuels
mentionnés ci-dessus ne sont plus liés au SK. Cette étude cas témoin indique que la
dysfonction sexuelle, éventuellement présent chez les sujets KS, est liée plutdt a la

carence en testostérone qu’a I'anomalie génétique [64 ; 65].

Les performances psychoaffectives et intellectuelles [66].

La personnalité du klinefelterien est marquée par une timidité, une apathie, un
repli sur soi, des difficultés relationnelles, un manque de confiance en soi, une

passivité et une instabilité émotionnelle.
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Au niveau cognitif, I'intelligence de SK se situe dans la norme mais avec des
trais spécifiques. Il existe une prévalence importante de retard du langage, un faible
niveau verbal alors que les performances se situent dans la moyenne. Les déficits du
langage sont a I'origine de difficultés scolaires avec difficultés d’apprentissage de la
lecture, une diminution des performances en mathématiques et des troubles de
mémoires, et se poursuivent par des altérations des performances jusqu’a 'age
adulte.

d- le Bilan hormonal :

Seuls 52,8% des patients atteints de SK ont une testostéronémie diminuée
[61]. Dans notre série, le taux de la testostérone était bas chez 50% des patients
klinefelteriens. Ceci est concordant avec la littérature.

Le taux de la FSH chez les sujets klinefelteriens est élevé de I'ordre de 32
ng/ml en moyenne et 3% seulement avaient un taux normal [61].

La sécrétion sertolienne d’inhibine B est effondrée chez la majorité des
malades klinefelterien [67]. Dans notre série, Le taux de I'hormone FSH est élevé
chez 88 % des patients klinefelteriens.

e- Echographie scrotale :

Les patients présentent une hypotrophie testiculaire importante. On peut aussi
retrouver des microlithiases de grade 1 et des nodules de tailles variables
correspondant a une hyperplasie leydigienne [68].

1.1.1.2- Le caryotype 47 XYY

C’est la deuxieme cause fréquente d'anomalies gonosomiques apres le
syndrome de klinefelter. Si la plupart de ces hommes sont fertiles, la fréquence de
cette anomalie est cependant quatre fois plus élevée chez les sujets infertiles que
dans la population générale. La question se pose alors de savoir pourquoi seulement
certains individus 47,XYY présentent des problemes de fertilité. Pour les formes

mosaiques, plusieurs hypotheses ont été posées pour expliquer I'infertilité chez ces
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patients. Notamment 'appariement des gonosomes et la formation du corpuscule
XY. Des études en FISH ont montré que la majorité des spermatozoides produits par
ces hommes ont un caryotype équilibré, ce qui suppose soit ['élimination
systématique de I'Y surnuméraire pendant la méiose, soit la dégénérescence des
cellules anormales. A I'heure actuelle, il n'a pas été montré de risque accru pour la
descendance de ces patients 47,XYY.

Dans notre série, nous n'avons trouvé aucun cas avec un caryotype 47,XYY.

1.1.1.3- Estimation de |'aneuploidie au niveau des spermatozoides et du

risque de non-disjonction

Technique : hybridation in situ multifluorescente.

Principe : sur un test de migration survie si possible et suite a un traitement
de choc hypotonique et fixation des spermatozoides, un cocktail de sondes
spécifiques est hybridé 12 a 14 h. Apres lavage des lames pour éliminer les
hybridations non spécifiques, une estimation de la disomie chromosomique est
proposée aprés analyse d'un minimum de 1000 spermatozoides si possible.

1.1.2- Les anomalies de structure chromosomique :

L'analyse par caryotype permet également de détecter des translocations
chromosomiques équilibrées, environ 10 fois plus fréquentes chez les hommes
infertiles que chez les hommes dans la population générale et sont retrouvés chez
plus de 1% des patients atteints d'azoospermie [55].

a- Les anomalies chromosomigues équilibrées [69].

Les patients porteurs d’une translocation robertsonienne ont un caryotype a
45 chromosomes. En effet, le fragment centrique composé des bras courts des
acrocentriques est perdu (figure 26). La perte du bras court des chromosomes
transloqués n'a pas de traduction clinique. Lors de la méiose, Il existe un risque de
formation de gametes déséquilibrés donnant des zygotes trisomiques ou

monosomiques pour la totalité d'un chromosome.
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der(13;14)(q10;q10)

Figure 26 : Mécanisme de formation d’une translocation robertsonienne entre un

chromosome 13 et un chromosome 14 [69].

Les Translocations réciproques sont dues a des échanges de segments
chromosomiques entre deux chromosomes, les points de cassure s'étant produits
ailleurs que dans les régions juxta-centromériques des acrocentriques (Figure 27).

Lors de la méiose, la formation des bivalents ne peut pas s’effectuer
normalement et il y formation de tétravalent. Lors de la ségrégation différentes
possibilités peuvent exister générant la formation de gameétes normaux ou
équilibrés ou de gameéetes déséquilibrés.

Il existe 3 grands types de ségrégation qui sont par ordre de fréquence :

o Les ségrégations de type 2 :2 : deux chromosomes sont transmis dans
chaque gamete.
o Les ségrégations de type 3 :1 : 3 chromosomes sont transmises dans un

gamete alors qu’un seul est transmis dans ’autre

BENNANI Kenza Page 140



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

Les ségrégations de type 4 :0 : 4 chromosomes dans un gamete, 0 dans
I’autre.

Les ségrégations de type 2 :2 peuvent étre alterne ou adjacente avec deux
sous types de ségrégation adjacente : le type 1 et le type 2.

Les ségrégations méiotiques de type alterne sont les plus fréquentes. Elles
produisent des gametes équilibrés ou normaux. Les ségrégations de type
adjacent sont responsables de la formation de gametes non équilibrés (Figure
28) :

Le type adjacent-1 : I'un des deux chromosomes remaniés est transmis avec
I'homologue normal de l'autre chromosome. Il en résulte une duplication de
I'un des segments transloqués et une monosomie de ['autre segment. Les
deux combinaisons réciproques sont bien entendu possibles.

Le type adjacent-2 : il est exceptionnel. L'un des deux chromosomes
remaniés est transmis avec son propre homologue. Il existe alors une
duplication/déficience des segments centriques des chromosomes remaniés,
sans déséquilibre des parties transloquées.

Ces deux types de ségrégation donnent des zygotes non équilibrés ayant 46

chromosomes [69].

Les ségrégations de type 3 :1 sont rares et les zygotes qui en résultent ont 45

ou 47 chromosomes. Les deux chromosomes remaniés peuvent étre transmis avec

un homologue normal, ou un seul chromosome remanié est transmis avec les deux

homologues normaux.
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Recollement

1(6;18)(p24:q21.2)

Figure 27 : Mécanisme de formation d’une translocation réciproque entre le bras

court d’un chromosome 6 et le bras long d’un chromosome 18 [69].
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Figure 28 : Ségrégation de type 2:2 d’une translocation réciproque [69].
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De plus, dans les translocations équilibrées, I'appariement est altéré au niveau
des points de cassure de la translocation menant a l'inclusion de séquences
autosomiques dans le corpuscule X-Y ou se produit le mutisme méiotique. Ces
régions non appariées subissent de facon inappropriée une inactivation, pouvant
entrainer l'inactivation de génes nécessaires aux fonctions cellulaires de base ou a la
progression méiotique ce qui entraine un arrét méiotique [70].

Le processus d'inactivation des chromosomes transloqués ne se ferait que
dans un pourcentage variable de cellules méiotiques, ce qui expliquerait une atteinte
testiculaire parfois modérée chez certains patients et les différences observées entre
sujets porteurs d'un méme remaniement chromosomique dans une famille.

L'appariement méiotique des chromosomes peut également étre altéré pour
des chromosomes porteurs d'une inversion, entrainant ainsi des problemes de
fertilité, surtout si cette inversion n'inclue pas le centromere (paracentrique). Dans
ce dernier cas, il y a formation d'un chromosome totalement anormal possédant 2
centromeéres qui vont bloquer la cellule au moment de |'anaphase (Figure 29). Selon
le pourcentage de cellules dans lesquelles on a des chromosomes anormaux, la

production de cellules germinales peut étre altérée jusqu'a aboutir a une infertilité:.
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Inversion paracentrique
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deux recombinants sont formés :
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Figure 29 : Recombinaison méiotique suite a la présence d’une inversion

paracentrique [69].
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A la différence de la CGH array, le caryotype permet de visualiser la
morphologie des chromosomes et ainsi, la mise en évidence des remaniements
chromosomiques équilibrés. Le caryotype est par conséquent essentiel au bilan
réalisé dans le cadre de troubles de |a fertilité (azoospermie ou oligospermie sévere)
ou méme d’avortements spontanées a répétition. |l permet la détection d’une
translocation réciproque ou Robertsonienne parentale équilibrée. A ce jour, les
puces a ADN ne permettent pas de répondre a cette question [69].

b- Les microdeletions du chromosome Y

La région euchromatique Y renferme des genes impliqués dans le
déterminisme du sexe, le controle de la taille, la spermatogenése ou encore des
genes dont la délétion entraine des symptémes Turneriens. 3 loci sur le bras long du
chromosome Y, nommés AzFa, AzFb, et AzFc (azoospermiea Factors), comportent
de 15 a 20 genes indispensables a la spermatogenése. Les anomalies du
chromosome Y seraient responsables de 7 % des infertilités masculines. |l s’agit
surtout de délétions larges multigenes récurrentes intéressant les intervalles (AZFa,
AZFb ou AZFc) sont trouvées chez plus de 10% des hommes avec azoospermie
sécrétoire et chez environ 3% des hommes infertiles dont le nombre de
spermatozoides est fortement réduit (<1 million / ml). Dans notre série, parmi les
23 cas testés, aucun cas ne présente de micro délétion de I’AZF. Ceci peut étre
expliqué par la petite taille de notre échantillon. D’autre part, 75% des patients
infertiles a caryotype normal n’ont pas bénéficié de ce test. Nous recommandons la
réalisation du test de micro délétion de I’AZF a chaque fois que I'indication existe.

La recherche de micro délétions des régions AZF du chromosome Y est
indiquée en cas d’azoospermie ou d’oligozoospermie sévere (<5 millions/ml)

d’origine sécrétoire.
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La plupart des délétions dans chacun des intervalles AZF incluent plusieurs
genes, de ce fait, on n’a pas encore identifié le ou les génes nécessaires a la pleine
fertilité masculine.

Chez des hommes stériles, on a pu retrouver une délétion courte ou une
mutation de type perte de la fonction, d’un seul géne, soit le gene USPYY dans
l'intervalle AZFa [71], ou le géne HSFY dans l'intervalle AZFb [72]. Cependant, Les
hommes dépourvus uniquement du gene USPIY ou du gene HSFY produisent des
spermatozoides et peuvent étre naturellement fertiles, excluant ainsi {SP9Y comme
nécessaire pour la survie des cellules germinales et #SFY comme nécessaire pour la
progression méiotique chez I'homme.

Les délétions complétes de I'AZFa éliminent deux génes, USPIY et DDX3Y, et
sont associées a une azoospermie dans le cadre du syndrome des cellules de sertoli
seules, le phénotype testiculaire le plus grave caractérisé par I'absence compléte de
toutes les cellules germinales dans les tubes testiculaires.

Les deletions complétes d’AZFb eliminent toutes les copies des genes HSFY,
EIFTIAY, KDM5D, RPS4Y2 PRY et RBMY]. Elles sont associées a une azoospermie
consécutive a un arrét de la maturation méiotique de cellules germinales. L’intervalle
AZFb porte le géne E/FIAY, codant pour un facteur d'initiation de la traduction :
EIFTAY qui est directement impliqué dans la reconnaissance du codon d’initiation
par I’ARNt-Met. L’efficacité de cette étape pourrait étre critique pour la méiose
masculine.

Une des causes génétiques les plus frequentes de |'infertilité masculine est la
délétion récurrente d'AZFc. Elle serait responsable de 6% des défaillances sévéres de
la spermatogénese [73]. De grandes délétions de l'intervalle AZFc, toutefois
partielles car ne supprimant pas toutes les copies des genes multi-copies encodants
de cet interval . DAZ, CDYT et BPYZ2, n'ont qu'un modeste effet négatif sur la fertilité

masculine [73].
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c- le syndrome de la chapelle

Elle est observée chez environ un homme sur 20 000 et chez environ 0,9 %
des patients azoospermiques. La formule chromosomique 46,XX. Dans la grande
majorité des cas, le géne SKY est présent, suite a la translocation d'une portion du
bras court du chromosome Y. Ces patients présentent une hypotrophie testiculaire
et sont stériles par absence de cellules germinales. Dans quelques rares cas, le géne
SRY est absent, le phénotype résulte alors de l'atteinte d'un autre geéne, impliqué
dans la cascade du déterminisme sexuel entrainant la formation du testicule comme
une duplication du promoteur du géne SOXG.

A I'neure actuelle, I'analyse du caryotype et le dépistage de la microdélétion Y
restent les tests génétiques les plus pertinents dans les cas d’azoospermie
sécreétoire et d’oligoasthenospermie sévéere.

1.2- Les anomalies monogénigues

a— Les causes autosomiques récessives

Elles sont rares :

Le gene TAF4EB sur le chromosome 18, code pour un facteur de transcription
qui se lie a TATA box prédominant dans le testicule. Sa mutation non-sens
p.Arg611* altére la Prolifération des spermatogonies [74].

Le gene ZMYNDI5 sur le chromosome 1, code pour un répresseur
transcriptionnel dépendant de I'histone désacétylase spécifique des spermatides. Sa
mutation Frameshift p.Leu507fs*3 non-sens et délétion de 4 pb empéche
I'expression de la protéine, conduit a une azoospermie par Arret de maturation des
spermatides [74].

3 autres genes exprimés principalement dans les testicules, et dont la
mutation « perte de fonction » homozygote rare a été validée comme causale de

I’azoospermie sécrétoire par bloc méiotique :
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- Le gene SYCET sur le chromosome 10 code pour un composant de I’élément
central du complexe synaptonemal de la méiose. La mutation intronique
c.197-2A>G entraine une anomalie de I’épissage causant un arrét de la
méiose [75].

- Le gene TEXI5 sur le chromosome 8 intervient dans I'appariement et la
recombinaison des chromosomes durant la méiose ainsi que la réparation de
I’ADN. Sa mutation non-sens p.Y710* cause une

azoospermie/oligozoospermie [76].

- Le gene MCM8 sur le chromosome 20 a un rble crucial dans la méiose
masculine et féminine en intervenant dans la stabilité du génome, la
réparation médiée par une recombinaison Homologue durant la méiose et
aussi la réparation de I’ADN des cellules Somatiques. Sa mutation intronique
c.1954-1G> entraine une anomalie de ['épissage causant une azoospermie
[77].

- Le gene APASZ situé sur le chromosome 2 est un composant de I'horloge
circadienne dont I’expression prédomine dans le systéme nerveux, et non
dans le testicule. Il code pour un activateur Transcriptionnel qui régule le cycle
cellulaire et les génes de réparation de I’ADN. Sa mutation Faux-sens
p.Pro455Ala a été décrite en cas d’Azoospermie. Mais son effet causal
nécessite une validation supplémentaire [78].

- La mutation inactivatrice du géne FSHR localisé dans le chromosome 2 et
codant pour le récepteur de I’hormone folliculo-stimulante empéche la
stimulation des cellules de Sertoli par cette gonadotrophine.

- L’Infertilité masculine par défaillance testiculaire peut éetre du au déficit
fonctionnel en androgenes. On note une altération de |’effet des androgenes

sur les testicules. La principale cause de cette altération est une mutation
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homozygote ¢.591G>T inactivatrice du gene SRD5A2, entrainant un déficit en
5 oi— réductase de type 2 qui transforme la testostérone en sa forme active.
Chez ces patients le phénotype est variable allant d’un hypospadias a
I’'ambiguité sexuelle. L’infertilité est quasi constante.

b- Les causes lides au chromosome X

Le gene TEXTI sur le chromosome X intervient durant la meéiose dans

I’appariement et la recombinaison des chromosomes. Chez 1% des hommes

azoospermiques, des mutations de type « perte de fonction » causales ont été

identifiées entrainant un arrét méiotique [79] :

3 mutations introniques du site d'épissage : c.1838-1G>A, ¢.792+1G>A et
c.1837+1G>C.

Mutation type décalage de trame Asp435Leufs*10

Délétion de 79 acides aminés : p. (Thr218_Lys296del).

Chez 2 hommes non apparentés, il a été découvert une délétion de 79 acides

aminés, une double délétion complexe et une inversion entrainant la perte des

exons 10, 11 et 12 sans décalage de cadre de lecture [79]. Sa complexité souléve la

possibilité que cette délétion ait transmise par un individu fondateur, et que

I’anomalie laisse une progression vers des stades post-méiotiques dans certains

tubules et donne une oligozoospermie permettant sa transmission. Il subsiste donc

un doute mineur sur le fait que la délétion de p. (Thr218_Lys296del) est la cause de

I’arrét de maturation.

Le syndrome d’insensibilité aux androgenes dans sa forme partielle lié a une

mutation des récepteurs aux androgenes. Le phénotype est variable allant d’un

phénotype male infertile a un phénotype féminin.
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Il est intriguant de constater que les mutations sur le chromosome X, qui
devraient étre sélectionnées négativement chez I'homme, sont retrouvées avec une
fréequence relativement élevée chez les hommes infertiles.

Compte tenu de I'abondance présumée de genes impliqués dans la
spermatogenese liés a I'X, de nombreux autres variants rares liés a I'X devraient étre
identifiés dans un proche avenir.

c— Les variations du hombre de copies (CNV)

En dehors des micro délétions déja discutées sur le chromosome Y, il n'y a pas
de délétions ou de duplications importantes récurrentes. Néanmoins, des CNV
(Délétions ou duplications) ont été identifiés chez un faible pourcentage de patients
infertiles. lls représentent un facteur de risque spécifique de I'azoospermie
sécrétoire ou |'oligospermie sévere. Par rapport aux témoins, Il existe un effet de
dose de la CNV chez les hommes infertiles, basé sur la taille du segment affecté et
sur sa fréquence. Ceci est particulierement prononcé sur les chromosomes sexuels
[80].

2 régions ont été délétées avec une fréquence plus élevée chez les patients
gque chez les controles :

- La délétion d’un segment de 100 kb sur Xp11.23, flanquée de deux
blocs quasi-identiques et contenant le gene SPACAS5 codant la protéine associée a
I’acrosome. Cette délétion a été constatée chez 2,8% des patients et 0,7% des
témoins [80].

- La délétion d'un segment de taille variable du bras court du
chromosome 9, autour du géene OMRT7 impliqué dans le développement testiculaire.

On le trouve chez 0,38% des patients contre 0% des témoins.
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Les délétions ou les duplications du réseau tandem DYZI9 sur le chromosome
Y. ces anomalies sont 4 a 5 fois plus fréquentes chez les patients que chez les
témoins (6,1% contre 1,3%).

La duplication d'un segment situé sur le chromosome 1, mesurant au
minimum 338 kb. Le géne critique inclus dans ce segment reste incertain. Ca peut
étre le gene /PP, PIK3R3 ou MASTZ2. Une étude de réplication a révélé la duplication
d'un marqueur dans MASTZ chez 0,7% des hommes avec azoospermie sécrétoire et
0,06% des témoins. Le segment dupliqué comprend également deux autres
(polypeptide intracisternel activé par une particule) et (sous—unité régulatrice de la
phosphoinositide-3-kinase 3), tous deux exprimés dans le testicule, mais ceux-ci
n'ont pas été testés. Par conséquent, il dans le segment dupliqué [81].

d- Les causes dominantes autosomales et lides a I'X — approche du géene

candidat

Chez des hommes souffrant d'infertilité isolée, les efforts de séquencage
visant a identifier des mutations dans des genes candidats individuels n'ont pas été
une stratégie efficace pour l'identification de causes génétiques de l'infertilité
masculine. Cette stratégie a identifié dans plusieurs genes des variants
hétérozygotes a basse fréquence dont chacun ne peut avoir qu'un léger effet négatif
sur la fertilité. Cela semble logique car un variant a impact négatif fort et dominant
sur la fertilité masculine sera rapidement éliminée de la population.

Avant d’interpréter les résultats, Il est important de vérifier les fréquences
d'alleles dans le Consortium Exome Aggregation (ExAQ) (URL:
http://exac.broadinstitute.org) qui fourni des connaissances sur la variation
génétique humaine afin de pouvoir évaluer la force du lien entre une variante

génétique et I’échec de la spermatogenese.
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Vu que les données sont générées a partir de seulement un ou peu de genes,
il est difficile de savoir si un variant est la principale cause d'infertilité ou s'il est ['un
de plusieurs facteurs contributifs.

Chez un homme avec oligospermie sévere (1,7 millions de spermatozoides /
ml), une anomalie d'épissage a l'état hétérozygote du geéne KLHLIO observée au
niveau de I'ARN, pourrait étre la cause de l'infertilité, mais nécessite une validation
supplémentaire [82].

Des études ont été réalisées sur 3 geéenes: MTHFR [83] (méthyléene-
tétrahydrofolate réductase), GSTMT7 [84] (glutathion S-transférase mu 1) et FSHB [85]
(sous—unité béta de I’hormone FSH) révélant des variants significativement associés
a 'infertilité, mais n’ayant qu’un léger effet négatif.

Le géne NR3A7 (sous-famille de récepteurs nucléaires 5, groupe A, membre
1), code pour le régulateur de transcription SF1 nécessaire pour la détermination du
développement testiculaire et gonadique. Chez 0,6, 1,7 et 4% des hommes atteints
d’azoospermie ou de SO, des variants faux-sens de VK547 sont présents et seraient
des facteurs de risque contribuant a un échec spermatogénése plutdt que des
causes génétiques dominantes primaires [86].

Enfin, Nous ne devrions pas conclure que les causes génétiques de |'échec de
la spermatogenese sont principalement récessives, car l'approche de la famille
consanguine est fortement biaisée dans ce sens. Lorsque les milliers de données de
séquences d’exomes ou de séquences complétes du génome des hommes avec
azoospermie sécrétoire et oligospermie sévere seront disponibles dans le domaine
public, Nous pourrons alors déterminer le vrai impact de ce type de variant.

e- L'approche des études d'association pangénomique (GWAS) [87].
Des études d'association pangénomique ont également été utilisées pour

définir les causes génétiques de l'infertilité masculine. Des ensembles complets de
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SNP génomiques connus ont été criblés par micropuce pour identifier les variants

associés a l'azoospermie sécrétoire. Ces GWAS n’ont détecté aucune association

forte avec I'infertilité masculine, cela indique qu’il n’y a aucun locus de gene variant
ou muté qui est une cause fréguente d’azoospermie sécrétoire. Ces résultats des
GWAS sont cohérents avec un modele d'hétérogénéité de locus pour les causes
génétiques de I'azoospermie sécrétoire. Cela correspond parfaitement a deux faits :
- le testicule est l'organe qui exprime le plus grand nombre de transcrits
spécifiques au tissu (n = 1000),
- dans des modeles de souris knock-out pour plus de 388 genes, une
spermatogenese altérée a été observée [88].
[l est clair qu’a présent, avec moins de 10 geénes liés a ’ANO/OS identifiés,
nous sommes loin d’établir une classification génique de [linfertilit¢é masculine

associée a I’ANO ou a I’'OS.

2- Les anomalies de |la morphologie cu de |la fonction des spermatozoides

Les sujets présentant un phénotype spécifique du sperme tératozoospermie
monomorphe, avec plus de 85% des spermatozoides présentant cette anomalie
spécifique sont plus susceptibles d'avoir une origine commune facilitant ainsi la
recherche de facteurs de causalité.

La caractérisation morphologique des anomalies des spermatozoides a permis
de définir des phénotypes spécifiques augmentant la probabilité d'une étiologie
commune au sein de chague phénotype. Plusieurs anomalies génétiques conduisant
a des anomalies spécifiques des spermatozoides ont été identifiées. Les études
d'association n'ont pas fourni de preuve génétique solide d'une contribution

monogénique seule,
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2.1- Les anomalies de la téte du spermatozoide

a- Spermatozoides multi flagellaires a téte large

La macrozoospermie ou spermatozoide multiflagellaire a grosse téte est une
anomalie rare du spermatozoide caractérisée par la présence dans I’éjaculat de pres
de 100% de spermatozoides anormaux avec une grosse téte irréguliere, un
acrosome anormal, une piéce intermédiaire anormale et de multiples flagelles. Ce
phénotype est souvent associé a une oligoasthénozoospermie sévere. Un taux élevé
de ces spermatozoides multiflagellaires a grosse téte présente une polyploidie ou
autres aneuploidies. Il existe des formes partielles de ce syndrome caractérisées par
divers pourcentages de spermatozoides euploides, fortement corrélés au rapport de
spermatozoides de taille normale [89].

Chez 83,7% des patients avec macrozoospermie, on retrouve une anomalie au
niveau du gene AURKC (Aurora kinase C) localisé sur le chromosome 19 [90 ; 91;
92]. Chez les hommes stériles du Maghreb, et plus particulierement au Maroc, la
prévalence des mutations homozygotes AURKC est relativement élevée comprise
entre 0,4 et 2,7% [93].

La délétion homozygote (c. 144delC) du géne AURKC produit un transcrit
tronqué qui est dégradé par le mécanisme de désintégration des ARNm non-sens
[91]. Ces spermatozoides macrozoospermiques des patients mutés AURKC
présentent une tétraploidie, car les spermatocytes | subissent la synthese de I'ADN
mais ne peuvent compléter aucune des deux divisions méiotiques. Cependant,
malgré cette non-disjonction chromosomique au cours de la méiose, la
spermiogénese n'est pas bloquée, ce qui suggére que les contrdles aux points de
contréle méiotiques sont supprimés chez ces patients [91].

AURKC est une sérine/thréonine kinase composant du complexe protéique
« chromosomal passenger » en particulier dans les spermatocytes en division

méiotique. En général, ce complexe « chromosomal passenger » se lie aux
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centromeéres pour réguler les événements mitotiques et méiotiques, y compris la
ségrégation chromosomique et la cytokinese. Le complexe « chromosomal
passenger » corrige les attaches kinétochore-microtubules inappropriées, en
provoquant leur déstabilisation et/ou la dépolymérisation de leurs microtubules,
générant des kinétochores temporairement non attachés qui seront détectés par le
point de contréole de ['assemblage du fuseau. Le complexe « chromosomal
passenger » intervient directement dans le point de contrble de 'assemblage du
fuseau [94]. L'affaiblissement des fonctions du complexe ‘chromosomal passenger’
conduit a une altération du point de controle de I’'assemblage du fuseau méiotique,
un désalignement des chromosomes en métaphase et une perturbation de leur
ségrégation et échec de la cytokinése. AURKC est donc nécessaire pour la
cytokinese. Son altération (ou celle d’autres protéines partenaires) au cours de la
méiose devrait conduire a la production de gamétes avec un déséquilibre
chromosomique [94].

Chez la femme, les mutations homozygotes d’AURKC sont compatibles avec
une fertilité normale. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’évaluer si
certaines de ces femmes sont subfertiles a cause d’une aneuploidie par défaut
d'alignement des chromosomes au cours de la méiose et/ou ont une anomalie du
développement embryonnaire avec un risque accru de fausses couches. Cette
difféerence phénotypique observée entre I'homme et la femme pourrait également
étre due en partie a la présence de transcrits différents dans les gonades. 3 types de
transcrits AURKC produits par un épissage alternatif ont été décrits dans les ovaires,
tandis qu'un seul transcrit a été observé dans les testicules. Cela suggeére que les
corrections d'erreur de microtubules pourraient étre plus efficaces au cours de
I'ovogenese par rapport a la spermatogenése et expliquent pourquoi la méiose
masculine est plus gravement atteinte par des mutations AURKC que la méiose

féminine [95].
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La délétion c. 144delC représente environ 87,7% des alleles mutés [91]. Dans
la population générale, on estime que 1 individu sur 250 a 1 sur 50 selon la
population géographique, est porteur hétérozygote de la mutation c.144delC [96].
Chez les freres ou les parents de patients atteints de macrozoospermie porteurs
d’une mutation hétérozygote AURKC, le point de controle de I'assemblage du fuseau
est moins efficace, conduisant a de fausses couches a répétition ou de déceés péri-
nataux (figure 30). Dans notre série, chez le seul patient ayant présenté une OATS
avec des spermatozoides macrocéphales et multi flagellaires avec un antécédent de
2 freres infertiles, nous avons retrouvé la La délétion c. 144delC plus répandue dans
notre région.

La mutation non sens p.Y248 * représente environ 10,5% des alléles mutés
[97] mais semble étre la principale mutation observée chez les individus d’origine
européenne [92]. Des mutations plus rares ont été signalées, telles qu'une mutation
faux-sens dans l'exon 6 (p.C229Y) [97], et une mutation d'épissage ¢ 436-2 A>G
dans le site d'épissage consensus de |'accepteur de I'exon 5 [91]. Aucune différence
n'a été observée dans les spermogrammes des patients porteurs de ces diverses
mutations [92].

Chez tous les patients présentant une macrozoospermie, la stratégie de
routine clinique consiste en un séquencage en premiere intention des exons 3 et 6
de 'AURKC. L’analyse des autres exons doit étre limitée aux patients présentant un
phénotype complet [98] :

- un pourcentage de spermatozoides a tete de grande taille supérieur a 70%,

- une concentration de sperme > 1 million/ml

la présence de multiples flagelles

- et / ou un faible pourcentage de spermatozoides normaux (<1%).
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En cas de macrozoospermie avec mutation d’AURKC, I'ICSI est formellement
contre-indiquée méme en presence de «spermatozoides d'aspect normal»
sélectionnés car ces spermatozoides sont constamment aneuploides et empéchent
le développement embryonnaire [99]. Heureusement, pour les patients ne
présentant aucune mutation de I'"AURKC et/ou présentant un phénotype partiel, le
pronostic est moins mauvais. Dans ce cas, la FISH sur spermatozoides pourrait étre
utilisée pour évaluer le taux de spermatozoides euploides et la probabilité de
succes. Et si I'lCSI réussie, un suivi rapproché pendant la grossesse est recommandé

[99].
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Figure 30 : Spectre mutationnel et fréquence des mutations AURKC[91].
() agauche : la fréquence globale des mutations AURKC chez les patients non
apparentés macrozoospermiques

A droite : la répartition des mutations parmi les alléles mutés.

(b)Les mutations faux-sens
Les mutations non-sense et frameshift.

Les mutations d'épissage
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b- la globozoospermie

La globozoospermie est une tératozoospermie rare (incidence 0,1%), se
caractérisant par la présence dans ['éjaculat d'une grande majorité de
spermatozoides ronds dépourvus d'acrosome. On distingue la globozoospermie
totale lorsque environ 100% de Spermatozoides sont a tete ronde; et la
globozoospermie partielle décrivant des patients présentant une proportion variable
de spermatozoides normaux ou a téte arrondi. La globozoospermie conduit a une
infertilité en raison de l'incapacité des spermatozoides a adhérer et a pénétrer dans
la zone pellucide.

Le gene DPYT9L2 localisé sur le chromosome 12 est exprimé principalement
dans les spermatides, et code pour une protéine localisée dans la membrane
nucléaire interne en regard de la vésicule acrosomale, elle est essentielle pour
I’attache de I'acrosome au noyau au cours de la spermiogénése [100].

Dans la population générale, la fréquence des délétions hétérozygotes du
gene DPY19L2 est estimée a 1 sur 290.

Chez les patients présentant une globozoospermie, des altérations
homozygotes de DPY]9.7 ont été constatées dans 70,2% des cas. La délétion
réecurrente du gene DPY]19L2 représente 80,4% des alleles pathologiques. La délétion
homozygote est trouvée dans 52,3% des globozoospermies [101]. Ce taux est tres
variable selon les ethnies. Chez des patients tunisiens présentant une
globozoospermie totale, la délétion homozygote du géene DPYI9L2 a été retrouvée
chez 75% des cas [100]. Cependant, chez la majorité des patients ayant dans leur
sperme un faible pourcentage de spermatozoides a téte ronde, on ne retrouve pas
d’anomalie du gene DPYT9L2.

Le caractere récurrent de cette délétion de 200 kb s'explique par le fait que le
locus DPY79L2 est propice au réarrangement homologue non allélique (NAHR) en
raison de la présence de 2 LCRs homologues (répétitions a faible nombre de copie)

mesurant 28 kb et situées de part et d'autre du géne [100].
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Des mutations ponctuelles homozygotes et hétérozygotes composées
complétent le spectre de mutation trouvé dans DPY79/2. Des mutations sont plus
frequemment rapportées entre les exons 8 a 11, et notamment deux mutations
faux-sens récurrentes : p.R290H et p.R298C. Ceci indique que ce domaine central
de DPY]9L2 peut étre responsable de fonctions critiques (figure 31) [102].

Compte tenu de ces points, en cas de globozoospermie, on commence par la
recherche des délétions homozygotes de DPY79L2. En I'absence de délétion ou si
une délétion hétérozygote est identifiee, on realise le séquencage complet de
DPY19L2

Chez les patients atteints de globozoospermie, I'ICSI ne donne que de faibles
taux de fécondation, de grossesse et de naissances vivantes. La premiere explication
est la réduction ou |'absence de la phospholipase C zéta (PLCT) impliquée dans
['activation de I'ovocyte [103]. Une deuxiéme explication est qu’elle pourrait étre due
a une condensation défectueuse de la chromatine et a une fragmentation de I’ADN
des spermatozoides.

Dans notre série, aucun patient ne nous a été adressé pour globozoospermie.
Néanmoins, la relative fréequence de cette anomalie phénotypique au Maghreb doit
nous inciter a instaurer I’analyse du gene DPY79/2 dans notre unité.

Une autre cause génétique de la globozoospermie est la trés rare mutation
homozygote (c. 848 G>A) du géne SPATAJ6. Ce géne situé sur le chromosome 3
code pour une protéine impliquée dans la spermiogénese localisée dans 'appareil de

Golgi et les vésicules proacrosomales des spermatides [104].
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Figure 31 : Spectre de mutation et fréquence des mutations de DPY79L2 [102].
(a) agauche : la fréequence globale des types d'altération DPY79L2 chez des
patients non apparentés a droite : la répartition des mutations parmi les alleles
mutes.
(b) Les mutations faux-sens
Les mutations non sens et décalage de cadre,
Les mutations d'épissage

Les délétions
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c- Spermatozoides acéphaliques

Typiquement, les patients atteints de spermatozoides acéphales présentent
dans leur éjaculation surtout des flagelles et une faible proportion de tétes de
spermatozoides sans flagelles. Des mutations bialléliques du géne SUNS5 sont
incriminées chez environ la moitié des patients [105].

Les protéines SUN sont des protéines transmembranaires localisées dans la
membrane nucléaire interne qui forment des complexes LINC reliant le noyau au
cytosquelette. La protéine SUN5 se situe dans les spermatides allongés et les
spermatozoides sur la membrane nucléaire au niveau de la jonction téte-flagelle et
donc impliquée dans la cimentation de cette jonction au cours de la spermiogénese
tardive.

En cas de spermatozoides acéphales, des anomalies du géne SPATA6
pourraient étre impliquées. Ce geéne situé sur le chromosome 1 code pour un
microfilament a base de myosine cytosquelettique spécifique des spermatozoides
nécessaires pour établir une connexion étroite téte-queue [106]. Mais aucune
mutation n’a encore été retrouvée chez les humains.

2.2- Anomalies du flagelle et de la motilité des spermatozoides

2.2.1- L’infertilité masculine associée a la dyskinésie ciliaire primaire [98]

Bien que le flagelle des spermatozoides et les cils vibratiles (trouvés dans les
cellules épithéliales des voies respiratoires, les trompes de Fallope, le plexus
choroide et les ventricules cérébraux) soient spécialisés dans une fonction
particuliere, ils partagent des éléments structurels communs comme la structure
centrale du cytosquelette appelée axonéme. L'axoneme contient 9 doublets de
microtubules externes et une paire centrale (structure 9 + 2), plusieurs dynéines
axonémiques, des rayons radiaux, des liens nexin et de nombreux autres

composants qui entrainent et régulent la motilité ciliaire ou flagellaire. Toutes ces
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protéines associées aux microtubules sont attachées le long de I'axonéme dans une
formation répétée réguliere de 96 nm de long. Les dynéines axonémiques sont des
protéines multicomposantes organisées en rangées interne et externe le long de
chaque doublet de microtubules. Elles comprennent des complexes moteurs
multiples qui produisent la force de battement des cils / flagelles.

Les bras de dynéine sont composés de chaines lourdes, de chaines
intermédiaires, de chaines légeres intermédiaires et de chaines légeres et de
nombreuses protéines régulatrices. La structure des bras internes de dynéine est
plus complexe que celle des bras externes de la dynéine, qui ne contient que deux
chaines lourdes différentes répétées tout au long de I'axonéme.

Les bras internes sont organisés en 7 complexes moléculaires, considérés
comme des tétes globulaires disposées en 3-2-2 groupes, correspondant ainsi a 3
types de bras internes de dynéine (IDA) : IDAT, IDA2 et IDA3. La composition des
sous—unités de chaque bras interne reste a déterminer.

Une analyse protéomique a identifié plus de 700 protéines localisées
exclusivement dans le flagelle des spermatozoides, dont beaucoup sont des
protéines axonémiques. Ces données mettent en évidence la complexité de la
structure et de la biogenese des flagelles, suggérant que de nombreux génes
pourraient étre liés a des anomalies flagellaires et / ou a une asthénozoospermie
[107].

La dyskinésie ciliaire primitive (DCP) est un trouble multisystémique causé par
des défauts de motilité des cils mobiles et des flagelles. La dyskinésie ciliaire
primitive a une incidence estimée a 1 pour 15 000 naissances. Elle se caractérise
principalement par des infections récurrentes des voies respiratoires présentant des
symptdémes variés allant de la rhinosinusite chronique a la bronchectasie et a

l'infertilité masculine due a I'immobilité des spermatozoides. L’hypofertilité féminine
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est moins fréquente et est causée par le dysmobilité des cils des trompes de Fallope.
La dyskinésie ciliaire primitive est également associée dans 50% des cas a un situs
invertus en raison d'un dysfonctionnement du cil primitif mobile du noeud primitif
embryonnaire, perturbant ainsi la latéralité des organes. C’est le syndrome de
Kartagener. Plus rarement, ['hydrocéphalie résulte d'une dysmotilité des cils
épendymaires conduisant a un blocage du flux de liquide céphalo-rachidien.

Chez 70% des patients atteints de DCP, des mutations dans 28 geénes
conduisant a divers défauts ultrastructuraux ont été identifiés. Le mode de
transmission est essentiellement autosomique récessif. Un phénotype d'infertilité
masculine a souvent été décrit dans le cadre des symptomes cliniques, mais cet
aspect particulier de la physiopathologie de la DCP n'est pas systématiquement
exploré. Aucune donnée sur la fertilité des patients avec dysplasie ciliaire primitive
porteur d’une mutation d’'un des génes ARMC4, C2lorf59, CCDCI03, CCDCI51,
CCDCi64 (DRC1), CCDC40, CCDCb5, DNALI, RGPR, SPAGI, TXNDC3 n’a éte
rapportée. Etonnamment, les patients avec DCP porteurs de mutations du géne
DNAH11 ou CCDCJ] I4 ont été décrits comme normalement fertiles.

Par contre, des troubles de |a fertilité ont été décrits en présence de mutations
de 15 genes impliqués dans la DCP. Les spermatozoides des patients masculins
infertiles atteints de DCP sont généralement immobiles et présentent divers défauts
ultrastructuraux de leur flagelle, tels que des bras de dynéine manquants, des
translocations microtubulaires et I’absence de ponts radiaires.

Néanmoins, dans la plupart des cas, le flagelle semble morphologiquement
normal a la microscopie optique, excluant ainsi la plupart de ces génes en tant que
cause genétique de la tératozoospermie ou d’anomalies morphologiques multiples

du flagelle (AMMF). C’est le cas des génes suivants :
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Les genes DNAAFZ2, DYXTCI (DNAAF4) et [RRC6 impliqués dans I'assemblage
des complexes des bras de dynein dans le cytoplasme. Sa mutation cause une
absence des bras de dynein internes et externes.

Le gene DNAHS5 code pour un composant de la chaine lourde des bras
externes de dyneine. Sa mutation cause une anomalie des bras externe de
dyneine.

Le géne DNA/I code pour un composant de la chaine intermédiaire des bras
externes de dyneine. Sa mutation cause un raccourcissement ou une absence
des bras externe de dyneine,

Le gene AHYDIN code pour la projection C2b de la paire centrale qui est

absente en cas de mutation.

Une oligo-asthénozoospermie avec piece intermédiaire rétrécie et un flagelle

raccourci a été décrite en cas de mutation du gene CCDC39 impliqué dans

I’assemblage des bras internes de dyneine, des N-DRC et des ponts Radiaires. Sa

mutation cause une désorganisation de ['axonéme avec des doublets périphériques

mal localisés, le déplacement ou I'absence de la paire centrale et une absence des

bras internes de dynéine et des liens de Nexin.

Un phénotype d’infertilité masculine sans autre précision a été décrit pour la

mutation des génes suivants :

Les genes DMNAAF] (LRRC50) et DNAAF3 et ZMYNDIO impliqués dans
I’assemblage des complexes des bras de dynein dans le cytoplasme. Sa
mutation cause une absence des bras de dynein internes et externes.

Le géne DNA/Z code pour un composant de la chaine intermédiaire des bras

externes de dynein. Sa mutation cause une anomalie de ces bras.
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- Le gene HEATRZ impliqué dans I'assemblage et |la stabilité des bras de dynein.
Sa mutation cause I'absence totale du bras externe et I’absence partielle du
bras interne de dyneine.

- Les génes RSPH1, RSPH4A et RSPH9 codent pour des composants des ponts
radiaires. Leur mutation cause des anomalies du complexe de la paire de
microtubules centraux et des ponts radiaires.

2.2.2- Les genes impliqués dans I'asthénozoospermie isolée

L'asthénozoospermie peut étre causée par :
- Des défauts de la morphologie du flagelle des spermatozoides par anomalie
des protéines impliquées dans la structure et/ou l'assemblage du flagelle
- et/ou par une réaction inappropriée des spermatozoides aux événements de
maturation ion-dépendants par anomalie des canaux ioniques situés au
hiveau de la membrane plasmique du spermatozoide

a- Les anomalies morphologiques multiples du flagelle du spermatozoide

Des anomalies morphologiques du flagelle du spermatozoide conduisant a
une asthénozoospermie se présentent sous différentes formes [98]. un phénotype
spécifigue appelé anomalies morphologiques multiples du flagelle des
spermatozoides (AMMF) défini par une asthenoteratozoospermie résultant d'une
mosaique d'anomalies morphologiques concernant principalement les flagelles de
spermatozoides, notamment les flagelles absents, enroulés, courbés, angulés,
irréguliers ou courts [98].

A ce jour, la majorité des AMMF restent idiopathiques. Néanmoins, chez
environ 30% des patients présentant ce phénotype grave sans manifestations de «
dyskinésie ciliaire primitive », le gene DNAHIT est muté. Ce geéne situé sur le

chromosome 3 code pour une chaine lourde du bras interne de dyneine axonémique

contribuant a la stabilisation du rayon radial et donc de la paire centrale. Lorsque

BENNANI Kenza Page 167



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

DNAHT est absent ou dysfonctionnel, I'axonéme est extrémement désorganisé,
souvent avec une structure «9 + O» correspondant a I’absence de paire centrale. La
paire centrale joue probablement un role majeur dans la stabilité générale de
I’organisation du flagelle et son absence pourrait étre la clé centrale des
mécanismes physiopathologiques aboutissant au phénotype AMMF [98]. La
désorganisation axonémique sévere peut étre due a l'altération d'ancrage des ponts
radiaires (Figure 32).

D’autres défauts sont présents, notamment |I'extension anormale des fibres
denses externes 3 et 8 a la piece principale, une distorsion de la gaine fibreuse ou
une absence de |la gaine mitochondriale.

I v a un point de vue émergent selon lequel il existe un continuum
phénotypique allant des patients « dysplasie ciliaire primaire » infertiles aux patients
atteints d’AMMF sans manifestations de « dysplasie ciliaire primaire » [108].

Les patients atteints d’AMMF avec des mutations DNVAAHT combinent de faibles
taux d'aneuploide et une bonne qualité nucléaire des spermatozoides, par rapport a
des patients porteurs d’AMMF idiopathique. Leurs résultats a I’ICSI sont bons [109].

Par ailleurs, Des mutations des génes CFAFP43 et CFAP44, codant pour des
protéines contenant des domaines répétés WD (WDR), ont été identifiées
respectivement chez 12,8 et 7,7% de patients avec AMMF [110].

Enfin, des délétions dans les génes AKAP3 et AKAP4, codant pour des
protéines de la gaine fibreuse pourraient étre une étiologie des phénotypes d’AMMF

[T17].
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Figure 32 : anomalies flagellaires en cas de mutation de DNAH1 [98].

(a) schéma et imagerie par microscopie électronique ME a transmission d’une coupe
transversale d'un flagelle provenant d’un spermatozoide d’un individu témoin.
(b) Flagelle chez un patient présentant une mutation de DNMAHI. Coupe transversale
schématique de la piece principale montrant plusieurs défauts : absence d'IDA,
désorganisation axonémique avec absence de la paire centrale. Sur le cb6té droit,
coupe transversale ME d'un flagelle d'un patient avec ODNAHT7 muté montrant une

absence complete de |la paire centrale
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b- Asthénozoospermie et gene SEPT12

Une cause rare de I'asthéno-tératozoospermie est la mutation du géne SEPT12
situé sur le chromosome 16. Les Septins 1, 4, 6, 7 et 12 appartiennent a une famille
de protéines polymérisant la GTPase et formant des homofilaments et des
hétérofilaments constituant de I'annulus du spermatozoide. Un complexe de Septin
stable est nécessaire a la différenciation de la queue du spermatozoide [112]. Septin
12 est critique pour le bon déroulement de la spermiogenése et pourrait jouer un
role dans les processus dépendants des microtubules lors de la différenciation de la
téte du spermatozoide comme la formation de I’acrosome. Les mutations de SEPT ]2
altérent I'intégrité structurelle des spermatozoides en perturbant la formation.

Deux mutations hétérozygotes ont été décrites dans le domaine de la GTPase :

- La mutation p.Thr89Met au niveau de I'exon 3 réduit 'activité hydrolytique de
la GTP,

- La mutation p.Asp197Asn au niveau de I’exon 6 interfére avec la liaison au
GTP et entraine la formation d’un annulus défectueux et d’un flagelle courbé
[113].

Les 2 protéines mutées altérent la formation des filaments de Septin au niveau
de l'annulus a partir des Septines 12 sauvages, agissant ainsi comme protéines
négatives dominantes.

c- Les anomalies de CATSPER

CATSPER est un canal situé exclusivement sur la membrane plasmique de la
piece principale du flagelle, nécessaire pour la capacitation et I’hyperactivation des
spermatozoides car il permet I’entrée du Ca2+ de maniére dépendante du pH et de
I’AMPc. Ce canal est composé de 4 sous-unités alpha séparés formant des pores,
codées par les genes CATSPERI-4, et 3 sous-unités auxiliaires supplémentaires :
CatSper beta codée par le géne CATSPERB, CatSper gamma codée par le gene
CATSPERG et CatSper delta codée par le gene CATSPERD [114].
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La progestérone synthétisée par les cellules du cumulus a proximité de
I'ovocyte se lie au canal CATSPER et exerce une activation directe des influx de Ca2
+ [114].

Chez des patients présentant une absence de motilité des spermatozoides ou
une mobilité inférieure au seuil normal, un faible nombre de spermatozoides, une
augmentation des spermatozoides anormalement structurés et un volume de
sperme réduit, 2 mutations homozygotes non - sens de type insertion ont été
identifiées dans le gene CATSPERI . ¢.539-540insT et ¢.948-949insATGGC,
entrainant des décalages de cadre de lecture et des codons d’arrét prématuré
entrainant soit une protéine tronquée dépourvue de tous les domaines
transmembranaires et du pore du canal soit I'absence complete de la protéine en
raison d’une désintégration induite par le non-sens. Ceci empéche I'influx de
calcium dépendant de CATSPER nécessaire aux processus de motilité et
d’hyperactivité des spermatozoides [115].

Chez des hommes infertiles asthénozoospermiques, des délétions d’exons du
gene CATSPERZ (situé sur le chromosome 15) ont été identifiées [115, 116] ;
Toutefois, a ce jour, aucune mutation n’a été identifiée dans les autres sous-unités
formant les pores (CATSPER3 et CATSPER4), ni dans les sous—unités auxiliaires.

d- Les anomalies du gene S/C76A8

Le canal CFTR se situe dans le segment équatorial de |la téte et dans la piéce
intermédiaire du flagelle du spermatozoide. |l est indispensable pour les processus
de motilité et de capacitation des spermatozoides car il est nécessaire pour I'AMPc
et ['augmentation du pH intracellulaire. Des influx de Clore médiés par le CFTR sont
également nécessaires pour I'inhibition du canal sodique épithélial (ENac) et pour

I’hyperpolarisation de la membrane du spermatozoide lors de sa capacitation.
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Le gene SIC26A8 code pour un transporteur d’anions monovalents et/ou
divalents situé également dans le segment équatorial de la téte et dans I'annulus
des spermatozoides. Ce transporteur interagit physiquement avec CFTR formant des
complexes pour stimuler l'activité de transport du canal CFTR représenté par des
flux de chlorure et de bicarbonate nécessaires a la motilité et a la capacitation des
spermatozoides [117].

Chez des hommes présentant une asthénozoospermie, 3 mutations faux-sens
hétérozygotes du gene SILC2648 ont été identifies dont p.Glu812Lys et
p.Arg954Cys. Ces mutations, localisées dans la premiére boucle extracellulaire et
dans la région carboxy-terminale intra—-cytoplasmique causent une diminution de la
quantité ou une localisation erronée de la protéine SLC26AS8, induisant une
instabilité et une dégradation du complexe SLC26A8-CFTR par le protéasome, et
arrétent par conséquence la stimulation de CFTR, altérant la capacitation et
I'activation de la motilité des spermatozoides [118].

En outre, chez un patient porteur de la mutation hétérozygote p.Glu812Lys,
une organisation anormale mitochondriale dans la piece intermédiaire a été notée.

2.3- L’échec d'activation des ovocytes

Lors de la fécondation, I'activation des ovocytes repose sur la libération par
les spermatozoides du «facteur spermatique», qui déclenche une signalisation
spécifique constituée d’oscillations de Calcium. L’activation des ovocytes se termine
par I'expulsion du 2&me globule polaire. La phospholipase C Zeta 1 spécifique des
spermatozoides est apparue comme le médiateur de I'activation de |'ovocyte. Elle est
codée par le gene PLCZT situé sur le chromosome 12. Chez des patients porteurs
d’un syndrome d'échec de l'activation de I'ovocyte pur, une mutation homozygote de
PLCZ1 a été identifiée [119]. Chez un homme stérile présentant une capacité réduite
d'induction d'oscillations de Calcium 2 mutations de PLCZ1 ont été identifiées

(hétérozygote composé) [120]. Cette mutation altére le trafic des protéines,
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conduisant a une signalisation calcique défectueuse et a une altération du
développement embryonnaire précoce.

De plus, la réduction ou I’absence de la protéine PLCZ1 pourrait étre
secondaire a I'absence ou a la malformation de ['acrosome, ce qui augmenterait le
nombre d’anomalies potentiellement responsables d’échec de I'activation de
I'ovocyte, en particulier la globozoospermie [103]. La recherche d’'une mutation de
PLCZ1 ne devrait donc étre effectuée que sur des patients avec échec de |'activation
de [l'ovocyte sans anomalie morphologique majeure associée telle que la

globozoospermie.

3- L’épigénome et infertilité masculine

En pratique, en dehors des rares cas ou le phénotype spermatique suggere un
défaut génétique particulier, le bilan génétique de routine des patients infertiles se
résume a la recherche des causes les plus fréquentes, a savoir les causes
chromosomiques et les anomalies du chromosome Y. A I'heure actuelle, En raison du
trés grand nombre de génes impliqués dans la spermatogenése, méme aprés un
bilan diagnostique complet, I'étiologie de l'insuffisance testiculaire primitive reste
inconnue dans plus de la moitié des cas [2].

Devant une infertilité masculine sévére, on dispose d'un outil thérapeutique
efficace, l'intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Cette technique obtient dans plus
de 98 % des cas une fécondation totale ou partielle de la cohorte d'ovocytes obtenus
aprés hyperstimulation ovarienne. Mais comme pour la fécondation in vitro (FIV)
simple, l'obtention d'un embryon clivé ou méme d'un blastocyste n'est pas
synonyme de grossesse évolutive ou de naissance d'un enfant en bonne santé. Se
pose alors la question de la cause de l'infertilité du patient, de la qualité de ses
gametes et de leur impact non pas sur le processus de fécondation en lui-méme,

mais sur la viabilité du conceptus.
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Un grand nombre de facteurs environnementaux, liés ou non au mode de vie,
ont été impliqués dans I'apparition de pathologies chez I'homme. Il s’agit en
majorité de pathologies chroniques, non transmissibles, évitables et représentant
une proportion croissante des dépenses de santé.

Bien que certains polymorphismes génétiques soient associés a une
augmentation du risque de maladies ayant une part environnementale, I’observation
de phénotypes dissemblables chez des individus de méme génotype exposés a un
environnement différent ne peut étre expliquée par la génétique formelle ou «
hérédité mendélienne ». De plus, les études d’association pangénomique ont montré
que la proportion de ces maladies explicables par des mutations de la séquence
nucléotidique était la plupart du temps inférieure a 1 % et ne pouvait expliquer
I’'augmentation tres importante de leur incidence au cours des dernieres décennies
[121].

En plus de ’ADN, certaines molécules représentent un niveau supplémentaire
d’information. Celles—ci se surajoutent a la séquence nucléotidique en y apposant
des marques, soit directement au niveau de la molécule d’ADN, soit au niveau de la
chromatine associée, soit plus récemment en interagissant avec les ARN messagers
(ARNm). Ces marques peuvent moduler ['expression du génome au niveau
transcriptionnel ou post-transcriptionnel et sont appelées marques « épigénétiques
» ou épigénome. L’épigénétique est donc le domaine d’étude des modifications
d’activité des genes n’impliquant pas de modification dans leur séquence
nucléotidique. Elle permet d’expliquer comment un méme génotype peut aboutir a
des phénotypes différents par [I'intermédiaire de facteurs environnementaux
modifiant I’épigénome. On parle alors d’épiphénotype lié a des épimutations [122].

Certaines marques épigénétique peuvent moduler la transcription d’un gene,
comme la méthylation de I’ADN en position 5’ d’une cytosine précédant une

guanosine (dinucléotide CpG), et les modifications post-traductionnelles des
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histones, principalement méthylation et acétylation, mais aussi phosphorylation,
ubiquitylation, sumoylation, déamination ou ADP ribosylation.

Un autre mécanisme de régulation épigénétique de I'expression des genes
agit principalement au niveau post-transcriptionnel et implique des molécules
d’ARN non codants, en particulier les micro-ARN (miARN) [122].

Des anomalies de ['épigénome ont par ailleurs été observées dans de
nombreuses  pathologies humaines pour lesquelles un  déterminisme
environnemental existe, en particulier le cancer, les maladies cardiovasculaires,
I’obésité et le diabéte, des maladies neuropsychiatriques ou auto-immunes, ou
encore des troubles endocriniens. Elles sont aussi impliquées dans les phénomeénes
de vieillissement et de sénescence [122]. Bien que les rares mutations génétiques
sus—décrits puissent expliquer certains cas d'infertilité masculine [123], de récentes
découvertes aménent a penser que des dérégulations de |'épigénome pourraient
aussi etre impliquées.

Des recherches suggérent que [I'exposition d’'une génération donnée
d’individus a des facteurs environnementaux peut avoir des conséquences non
seulement sur la santé de cette génération et celle de ses enfants, mais aussi pour la
santé des générations suivantes non exposées. Lorsque ['effet persiste chez les
générations non exposées au facteur environnemental, que ce soit au niveau de
leurs cellules somatiques ou des cellules germinales de leurs parents, on parle alors
d’héritabilité trans-générationnelle de phénotypes induits par |'environnement
[121]. Cependant, les facteurs environnementaux mutagénes sont relativement peu
nombreux. La principale hypothése permettant de comprendre comment
I’exposition parentale a des facteurs environnementaux peut se répercuter sur la
descendance sans modifications du génome est |'existence de modifications au

niveau des gametes de |I’épigénome et donc héritables.
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L’héritabilité épigénétique transgénérationnelle est définit comme une
transmission par les gametes d’une information épigénétique entre les générations
en I’absence de toute exposition directe ou de manipulations génétiques [121].

3.1- Les troubles de méthylation de |'ADN

Au cours des mitoses successives des cellules somatiques, I’épigénome reste
tres stable. Cependant, sa transmission intergénérationnelle est modulée, effacant
ainsi la grande majorité des marques épigénétiques. Une premiere vague
d’effacement a lieu lors du développement embryonnaire préimplantatoire, et
participe a 'acquisition de la totipotence des cellules embryonnaires, phénomene
indispensable au développement de I’embryon et du feetus. Pendant cette
réinitialisation, le génome paternel est activement déméthylé contrairement au
génome maternel qui est passivement déméthylé. Néanmoins, certaines marques
épigénétiques persistent, en particulier au niveau de genes dits soumis a I’empreinte
parentale, c’est a dire dont les deux alléles sont méthylés différemment lors de la
gamétogenese selon leur origine paternelle ou maternelle. Aussi, de nombreux
autres genes non soumis a l'empreinte parentale résistent a cette vague de
démeéthylation, constituant une part potentiellement héritable du méthylome [124].

Puis, de facon plus spécifique, au cours de la gamétogenese, les cellules
germinales primordiales subissent une deuxieme vague d’effacement qui réinitialise
les marques épigénétiques sur les génes soumis a I'empreinte parentale, avant une
reprogrammation différente selon le sexe du conceptus par méthylation de novo de
I'ADN de ces régions du génome, les DMR (differentially methylated regions),
constituant « l'empreinte parentale » héritable [124]. L'altération du profil de
méthylation des genes soumis a empreinte est donc particulierement intéressante

pour la qualité du conceptus.
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Dans le cadre de l'infertilité masculine, une épimutation spermatique au
niveau de DMR pourrait alors étre transmise a la descendance. Une telle
transmission a déja été décrite et pourrait étre plus fréquente en présence d’une
mutation d'un gene codant pour une enzyme impliquée dans cette méthylation de
novo [125].

Ces anomalies de la méthylation de I'ADN des spermatozoides situées au
niveau de régions soumises a I'empreinte parentale peuvent expliquer plusieurs cas
d’infertilité masculine idiopathique. Par exemple, en cas d'anomalie de méthylation
du gene soumis a I'empreinte paternelle H#79 au niveau de I’ADN Spermatique, le
risque d’infertilité est 14,62 fois plus important avec une oligozoospermie. En cas
d'anomalie de la méthylation du gene soumis a l'empreinte maternelle MEST au
niveau de ’ADN Spermatique, le risque d’infertilité est 3,4 fois plus important avec
une OATS [126].

Méme pour les génes non soumis a empreinte et particulierement des génes
impliqgués dans la spermatogenese et la spermiogénese, leurs anomalies de
méthylation sont associées a des altérations des parameétres spermatiques. Par
exemple :

- L’hyper méthylation du promoteur du géne MTHFR codant I’enzyme Methyl
TetraHydroFolate Réductase, (impliquée dans le métabolisme des folates, la
synthése de I'ADN et les processus de méthylation de I'ADN et des histones),
peut étre responsable d’azoospermie sécrétoire, ou d'oligospermie ou méme
de patients normospermes mais infertiles. Elle serait aussi plus fréquente dans
les spermatozoides des hommes partenaires de couples présentant des

fausses couches spontanées a répétition idiopathiques [127].
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- I'nyperméthylation du promoteur du gene CREM, (codant un facteur de
transcription) entraine une OATS et des altérations de la protamination du
novau spermatique [128].

- L’hyperméthylation du promoteur du gene DAZL (Deleted in azoospermia-
/ike), un geéne crucial pour le bon déroulement de |la spermatogenése, est plus
fréquemment retrouvée chez les patients infertiles présentant une OATS que
chez des témoins normospermiques [129].

Une hyper meéthylation de plusieurs régions du génome de fonctions
différentes peut altérer les parameétres spermatiques. De ce fait, un défaut des
mécanismes d'effacement de la méthylation dans les cellules germinales
primordiales pourait étre impliqué dans l'infertilité masculine.

3.2- Les anomalies du remplacement des histones par les protamines au

cours de la spermiogénése

Les spermatozoides sont les seules cellules capables de survivre en dehors de
I'organisme producteur. Au cours de la spermiogénese, ils subissent une
réorganisation spectaculaire et unique de leur génome. Le fait marquant de cette
différenciation post-méiotique est la disparition des nucléosomes, unités
universelles d’organisation et d’empaquetage des génomes chez les eucaryotes. La
disparition des histones, les constituants des nucléosomes, au cours de la
spermiogénese et leur remplacement par des petites protéines basiques non-
histones, les protéines de transition et les protamines reliées entre elles par des
ponts disulfures. |l existe 2 isoformes de protamines, P1 et P2, présents dans un
ratio de 1:1 dans le noyau spermatique. Cette transformation globale de
I’organisation du génome dans les cellules germinales males a comme objectif la
compaction extréme de celui-ci avant le voyage du spermatozoide afin d’assurer sa

protection lors de cette période a risque pour son intégrité [130].
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Toute perturbation affectant le remplacement des histones aboutit a une
compaction défectueuse du génome dans le spermatozoide et a une infertilité
masculine. Le remplacement des histones est donc une étape critique pour la
procréation et la perpétuation de |’espeéce.

La vision classique est que les histones sont initialement remplacées par des
protéines dites « de transition » elles-mémes substituées, a leur tour, par les
protamines.

Les protéines de transition sont nécessaires pour une compaction efficace du
génome par les protamines ainsi que pour la maturation de la protamine 2 (Prm?2).
La protamine 2 est synthétisée sous la forme d’une pré-protéine qui subit un clivage
protéolytique dans sa partie N-terminale lors de son assemblage [130].

Un variant de H2A nommé H2A.L.2 est exprimé au moment méme du
remplacement général des histones et serait nécessaire aux protéines de transition
pour assurer leur fonction : I’'incorporation de I’histone H2A.L.2 ouvre le nucléosome
qui doit étre préalablement hyper-acétylé, ce qui permet aux protéines de transition
d’étre chargées sur la chromatine et d’interagir avec les protamines tout en assurant
la maturation du précurseur pré-Prm2. En I’absence de H2A.L.2, les protéines de
transition ne peuvent pas entrer efficacement en interaction avec la chromatine et
s’agregent donc en piégeant une fraction des protamines qui ne peuvent pas étre
maturées ni assemblées. La conséquence de cette situation est un sous-dosage de
protamines au niveau de I’ADN et une compaction défectueuse du génome [130].

Plus de 85 % des histones sont remplacées par les protamines. Ceci constitue
en soi une réorganisation épigénétique majeure, d'autant plus que de facon
physiologique, 5 a 15 % des histones ne sont pas remplacées par les protamines
[131]. La persistance de ces histones dites « retenues » ne se fait pas au hasard dans
le génome haploide, mais permet de « préparer » des régions fonctionnellement

importantes pour le développement embryonnaire a leur activation transcriptionnelle
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future dans I'embryon. Les régions d’ADN concernées sont enrichies en promoteurs
de genes impliqués dans le développement embryonnaire, en cluster de génes
soumis a empreinte, en facteur de transcriptions et en génes codant des miARN.
Dans ces régions, certains genes maintiennent des marques épigénétiques au niveau
de ces histones dites « retenues » [131]. Ces histones conservent des modifications
post-traductionnelles activatrices et inhibitrices au niveau des promoteurs des
genes concernés, telles que respectivement la triméthylation des résidus lysine en
position 4 (H3K4me3) et en position 27 (H3K27me3) de I'histone H3. De plus, les
histones retenues sont fortement acétylées, une caractéristique rencontrée au niveau
de régions transcriptionellement actives, ce qui n'est pas le cas dans le
spermatozoide humain. Cette hyperacétylation pourrait participer a l'expression
correcte de genes paternels apres la fécondation [132].

Ces modifications constituent des marques épigénétiques, dans le sens ou
elles sont transmises a I'embryon et peuvent étre reconnues spécifiquement par des
protéines ou complexes de protéine régulant I'état de la chromatine et I'expression
des génes qui y sont associés.

Des altérations de la quantité et des modifications des histones retenues dans
le noyau spermatique ont ainsi été associées a des altérations de la qualité des
embryons obtenus en AMP [133].

Des anomalies de |'expression des protamines et/ou des mécanismes de
remplacement des histones par les protamines ont été décrites. Des altérations du
ratio P1/P2 et/ou des diminutions des niveaux d'expression de P2 ont été retrouvées
chez des hommes infertiles. Les anomalies mises en évidence comprenaient une
diminution de la numération, de la mobilité et de la morphologie des
spermatozoides, mais aussi une augmentation des anomalies de méthylation au
niveau de genes soumis a l'empreinte. |l existerait donc potentiellement un lien

entre altérations de la méthylation et de la protamination.
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Une protamination anormale du noyau spermatique a de plus été associée a
une augmentation de la fragmentation de I'ADN, une diminution des capacités
fécondantes ainsi qu'une diminution des taux de grossesses [134].

3.3- Les ARN non codants

Dans le spermatozoide, de petits ARNs non codants : piwi-ARNs (interagissant
avec les protéines PIWI) et micro-ARNs sont présents.

- Les piwi-ARNs (de 26 a 30 nucléotides) semblent impliqués dans la
méthylation de novo de séquences d'ADN appelées transposons et auraient un
réle important dans I'élimination des ARNm lors des derniers stages de la
spermiogenese. Des variants génétiques des protéines associées aux piwi-
ARNs ont été reliés a des altérations des parametres spermatiques, en
particulier a I'oligospermie [135].

- Les micro-ARNs (de 19 a 21 nucléotides) sont impliqués principalement
dans des phénomeénes d'inhibition post-transcriptionnelle de I|'expression des
genes. Par un mécanisme de complémentarité de séquence, ces petits ARNs
permettent la reconnaissance des régions 3’ non traduites des molécules d'ARN
messager (ARNm) cibles par un complexe protéique effecteur entrainant la
répression de la traduction de I'ARNm, soit par clivage de celui-ci, soit par inhibition
de sa traduction.

Leur profil d’expression peut étre modifié dans des conditions pathologiques.
En effet, ils pourraient simplement représenter des rémanences d’événements ayant
eu lieu lors de la spermatogenese, de la maturation post-testiculaire et du transport
des spermatozoides dans le tractus génital masculin. Lors de la fécondation, le
contenu en ARN du spermatozoide, y compris ces ARN non codants, est transmis a
I’ovocyte et peuvent avoir une fonction de messager épigénétique et participer au

développement de I'embryon.
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Ces petits ARNs semblent étre de nouveaux biomarqueurs intéressants de
l'infertilité masculine. L'expression d'un micro-ARN épididymaire dans les
spermatozoides, miR-27b, a été associée a la mobilité des spermatozoides et
pourrait étre impliquée dans les asthénospermies et les tératospermies
idiopathiques. Des polymorphismes des génes codant pour des enzymes clés de la
voie des micro-ARNs ont été associés a des altérations des parametres
spermatiques, en particulier I'oligospermie [136].

Certains types d’épimutations peuvent entrainer d’autres épimutations. Ce
serait par exemple le cas d’une épimutation concernant 'expression de miARN
impliqués dans la régulation de [I'expression d’ADN méthyl transférase ou
d’enzymes impliquées dans les modifications post-traductionnelles des histones.

3.4- Les analyses des anomalies épigénétiques du spermatozoide

Le bilan de l'infertilité masculine peut étre Complété par une évaluation du
noyau des spermatozoides par quatre tests supplémentaires : l'analyse de
I'aneuploidie et l'estimation du risque de non-disjonction chromosomique, la
fragmentation de I'ADN spermatique, la décondensation de la chromatine et l'indice
de méthylation.

Indications : bilan d'infertilité inexpliquée, échec de tentatives de FIV/ICSI
(activation ovocytaire et blocage embryonnaire), échec d'implantation et avortement
précoce.

a- L’index de méthylation

Technique : méthode sandwich avec anticorps anti-méthyle cytosine en
double couche.

Principe : I'état de méthylation de la chromatine est I'un des régulateurs clés
de la spermatogenese. Son altération pourrait ainsi contribuer a des défauts
d'expression des genes au cours de la méiose et/ou de la maturation de spermatide
et ainsi conduire a des parameétres spermatiques anormaux (faible numération,

probleme de mobilité, morphologie et vitalité).
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b- La décondensation de |a chromatine spermatigue

Technique : bleu d'aniline.

Principe : la coloration en bleu des spermatozoides serait en rapport avec la
persistance de nucléoprotéines riches en lysine responsables d'une condensation
défectueuse de la chromatine.

L'analyse porte sur 200 spermatozoides. Un pourcentage de spermatozoides
colorés est déterminé : un taux supérieur a 30 % est anormal, mais il n'y a pas de
consensus sur le seuil limite ; cela invite le médecin a questionner sur la prise de
toxiques possible (tabac par exemple)

c— L'index de Fragmentation de I'ADN Spermatique

Technique : TUNEL.

Principe : quantification de l'incorporation de nucléotides marqués aux
extrémités 3’0OH des fragments d'ADN grace a une terminal désoxynucléotidyl
transférase.

L'analyse porte sur 200 spermatozoides. Un pourcentage de spermatozoides
marqués est déterminé : un taux supérieur a 30 % est anormal mais il n'y a pas de
consensus.

3.5- Interactions de I’épigénome avec I’environnement

Des altérations de ['épigénome du spermatozoide, peuvent étre induites par
I’environnement, étre transmises et avoir un impact sur |'état de santé de la
descendance. Plusieurs facteurs d’exposition environnementale sont incriminés :
Régime alimentaire, polluants environnementaux, perturbateurs endocriniens,
stress... [137].

Par exemple, la consommation d’alcool entraine une hypométhylation de
I’ADN spermatique au niveau de deux régions soumises a I'empreinte paternelle
(H19 et IG-DMR) [138]. Par ailleurs, il a été démontré que le tabagisme modifie le

niveau de méthylation au niveau d’un rétrotransposon dans le spermatozoide [139].
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Le tabagisme entraine une altération du remplacement des histones par les
protamines, aboutissant a une persistance anormale d’histones dans le noyau
spermatique, ce qui, en soit, constitue une épimutation [140]. Dans les histones
retenues, I'acétylation en position H4K8 et H4K12 est plus importante dans les
spermatozoides de fumeurs que chez les sujets non-fumeurs [141]. Enfin, Une
étude des spermatozoides humains éjaculés a retrouvé que 28 miARN liés a des
pathologies du systeme reproductif étaient différentiellement exprimés chez des
tabagiques normospermiques par rapport aux controles non tabagiques [142].

Chez I'homme, des stratégies visant a diminuer le risque d’altération de
I’épigénome spermatique, ou a corriger certains facteurs environnementaux ont
montré trés récemment leur intérét sur I'épigénome, et soutiennent l'idée d’une
correction possible des facteurs de risque épigénétiques avant la conception. En
effet, 'exercice physique entraine une modification du méthylome spermatique
apres seulement un cycle de spermatogenése [143].

Il est possible qu'une hygiene de vie et des traitements de supplémentation
vitaminique ou antioxydants améliorent les parametres de l'intégrité du génome du

spermatozoide.

II- Les causes pré-testiculaires le I'infertilité masculine

1- Généralités

L’infertilité d’origine génétique et de mécanisme pré-testiculaire se
rencontre dans I’hypogonadisme hypo gonadotrope congénital (HHC), causé par
un déficit de production, de sécrétion ou d’action de I’lhormone GnRH [17].

L’HHC isolé (c’est-a—dire que le reste de la fonction de I'anté-hypophyse est
normal) reste une cause rare d’azoospermie et se caractérise par une infertilité
rarement isolée, mais le plus souvent associée a une puberté absente ou

incompléte (initiée puis arrétée) évocatrice du diagnostic.

BENNANI Kenza Page 184



Les aspects génétiques de I’infertilité masculine These N° 207/19

La puberté retardée est définie par l'absence d’augmentation du volume
testiculaire a lI'dge de 14 ans (volume <4 ml) [144]. Il est difficile de faire la
différence entre le retard constitutionnel de la croissance et de la puberté [RCCP])
et 'HHC partiel, notamment au début de I'adolescence entre 13 et 16 ans.

Il est obligatoire de rechercher les anomalies du développement associées
telles que la cryptorchidie avec ou sans micropénis, et les signes évocateurs d’un
déficit combiné en hormone hypophysaire.

Parfois, I’'HHC s’associe a d'autres anomalies du développement comme une
fente labiale ou palatine, une agénésie dentaire, une anomalie de l'oreille, une
déficience auditive congénitale, une agénésie rénale, une synkinésie bimanuelle ou
des anomalies du squelette. Lorsqu'elle est associée a une anosmie ou a une
hyposmie, ’'HHC est appelée syndrome de Kallmann. Elle résulte d'une anomalie
de la migration embryonnaire des neurones a GnRH depuis leur origine dans la
placode olfactive vers le cerveau antérieur [17]. Environ la moitié des patients
atteints d'HHC ont un syndrome de Kallmann. Celui-ci a une incidence de 1 pour
10 000 naissances. La plupart des patients atteints du syndrome de Kallmann
présentent une hypoplasie et/ou une aplasie du bulbe olfactif en IRM cérébrale

[146].

2- Les Formes de I’hypogonadisme hypo gonadotrope congénital

Déficit en GnRH et mauvais sens de I'odorat

o syndrome de Kallmann

Déficit isolé en GhRH (odorat normal)

Svndromes complexes, v compris HHC ou syndrome de Kallman

o déficit en hormone hypophysaire combiné

o dysplasie septo-optique
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o syndrome de CHARGE : colobome, malformations cardiaques, atrésie de
choane, retard de croissance et / ou de développement, malformations
génitales et / ou urinaires, anomalies de I’oreille ou surdité ;

o hypoplasie congénitale avec HH

o syndrome de Waardenburg

o syndrome de Bardet - Biedl|

o syndrome de Gordon Holmes

o Autres

3- La Génétique de I’HHC

L’HHC est génétiquement hétérogene, avec a la fois des cas sporadiques et
familiaux.

Dans le syndrome de Kallmann, Plusieurs génes mutés ont un impact sur le
devenir et la migration des neurones a GnRH. Les mutations des génes codant
pour les protéines de |la voie de signalisation de FGF8[147], du géne CHDZ7 [148,
149] et du gene SOXT70[150] affectent la niche neurogene dans la région nasale et
alterent le développement cranio—facial.

A l'inverse, la migration des neurones GnRH est influencée par :

- Le gene ANOST7 codant pour L’anosmine 1 qui est une glycoprotéine des
matrices extracellulaires embryonnaires exprimée de maniere transitoire et
localement restreinte impliquée dans la signalisation du FGF (facteur de
croissance des fibroblastes) [151].

- le géne PROK?2 codant pour la prokinéticine-2;

- Le gene PROKRZ codant pour le récepteur de la prokineticine 2 [152],

- Le gene WDRT7[153],

- Le gene SEMA3A codant pour la sémaphorine 3A [154],

- Et le géne FEZFI [155],
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Ailleurs, Les neurones secrétant la kisspeptine subissent un processus
dynamique de maturation prénatale et postnatale qui leur permet d’établir des
connexions avec les neurones a GnRH au cours du développement précoce sous le
controle des hormones stéroidiennes. Les neurones producteurs de kisspeptine
sont des afférences majeures des neurones a GnRH et sont essentiels pour
différents aspects de la fonction de la GnRH, allant du rétrocontréle de la GnRH
et/ou de la sécrétion de gonadotrophine a la génération du pic pré-ovulatoire
responsable de |'ovulation. Des mutations inactivatrices du gene K/$S7 codant
pour la kisspeptine-1 et du géne KISST1R codant pour son récepteur empéchent le
développement de la puberté [156].

De méme, chez des patients atteints d’HHC ont été identifiés des mutations
du gene TAC3 codant la tachykinine-3, qui est clivée pour former la neurokinine-

B, une protéine impliquée dans le contréle des neurones a GnRH et des

mutations du gene TACR3 codant pour le récepteur de la tachykinine 3 ;
(également appelé récepteur de la neuromedine-K [NKR]) [157].

Des mutations dans les protéines qui régulent l'ubiquitination, telles que la
protéine 4 contenant le domaine OTU, codée par le gene OTUD4 et la ligase
d'ubiquitine-protéine E3; codée par le géne RNF276 [158] , ainsi que dans des
protéines impliquées dans le métabolisme des lipides, telles que l'estérase cible
neuropathie codée par le gene PNPLA6 [159], ont été identifiées chez des patients
atteints du syndrome de Gordon Holmes qui comporte en plus de I'HHC, une
ataxie. Ainsi, les mutations dans ces 3 genes donnent lieu a un syndrome
neurodégénératif large et progressif incluant I’'HHC.

L’haploinsuffisance du géne DMXLZ2, qui code la protéine synaptique DmX-

like 2, provoque un syndrome complexe associant I'HHC a des déficits

polyendocrines et polyneuropathies [160].
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Les signaux périphériques qui transmettent des informations sur ['état
métabolique modulent indirectement la neurosécrétion de GnRH. Cette modulation
est bien illustrée par le phénotype d'absence de développement pubertaire et
d'hypogonadisme hypogonadotrope chez les patients présentant des mutations
inactivatrices du gene LEP codant pour la leptine ; ou du gene LEPR codant pour
son récepteur. On pense que les effets de la leptine sur les neurones a GnRH se
fait selon un mode d’action indirect puisque cette population neuronale n’exprime
pas le récepteur de la leptine. Les cibles principales de la leptine pour la
conduction de ses effets sur la reproduction comprennent probablement les
neurones producteurs d’oxyde nitrique situés dans I’hypothalamus pré optique
[161] et les circuits neuronaux situés dans le noyau pré-mammillaire ventral, qui
pourraient transmettre des informations métaboliques aux neurones GnRH par des
voies dépendantes et / ou indépendantes de la kisspepine.

A ce jour, plus de 25 génes différents ont été impliqués dans le syndrome
de Kallmann et/ou I’'HHC, ce qui représente environ 50% des cas [147].

Plusieurs modes de transmission ont été identifiés :

1} Les génes responsables du syndrome de Kallmann comprennent :

o Dans la forme récessive liée a I'X :

- ANOSI

o Dans la forme autosomique dominante :

- FGFRT codant le récepteur 1 du facteur de croissance des fibroblastes [162],
- FGFS8,

- CHDZ,

- HS6ST7 codant pour I'héparane-sulfate 6-O-sulphotransférase 1 [163],

- S0X10,
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SEMA3A
WDRI1T
/L1 7RD codant pour le récepteur de l'interleukine-17 D

Dans la forme autosomigue récessive :

La frequence de porteurs sains hétérozygotes dans la population générale est trés

faible

FEZFT
PROKRZ ou PROKZ, méme s'il convient de noter que la plupart des patients
porteurs de mutations dans ces génes sont porteurs de ces mutations a

['état hétérozygote.

2) Les geénes impliqués dans I'HHC qui sont associés i un odorat normal

comprennent :

GNRHR codant pour le récepteur de GnRH [164],
KISSTR[165],

GNRH1T codant pour ’hormone GnRH [166],
KISS1T

TACR3 et TAC3.

Notant que des genes tels que FGFR1 ou PROKR2 peuvent étre mutés aussi bien

chez les patients atteints du syndrome de Kallmann ou d’HHC isolée.

De maniére remarquable, les mutations de ces génes identifiées dans le syndrome

de Kallmann ou dans I’HHC ne représentent que moins de 10% des cas [167].

Au cours des dernieres années, la vision mendélienne traditionnelle de

I'’HHC en tant que trouble monogénique a été révisée a la suite de I'identification

des formes oligogéniques de I'HHC. Ainsi, 'HHC causé par des mutations de

GNRHR (un gene récessif) ; et le syndrome de Kallmann causé par des mutations

du gene ANOST sont tres pénétrants [167], mais un tel schéma n'est pas observé
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pour tous les genes impliqués dans I'HHC et/ou le syndrome de Kallmann.
L'examen des arbres généalogiques révele une faible pénétrance pour la plupart
des génes de I'HHC et une expressivité variable chez les individus porteurs du
méme défaut génétique. Une telle observation a conduit a ['hypothese que
plusieurs genes défectueux pourraient se synergiser pour produire un phénotype
d’HHC plus sévere (c'est-a-dire d'oligogénicité) [168]. Au moins 20% des cas
d’HHC sont oligogenes. En outre, des cas de régression a l'age adulte (15%)
suggerent des interactions gene-environnement. Ce constat a modifié I'approche
adoptée pour les tests et le conseil génétique des patients atteints d’HHC Lorsque
le patient porte plusieurs mutations dans différents genes impliqués dans I"'HHC
ou dans le syndrome de Kallmann (c'est-a-dire, |'oligogénicité), le conseil
génétique est difficile et le risque de transmission est variable [167].

Les tests génétiques sont utiles pour le diagnostic, le pronostic et le conseil
génétique [167]. La premiéere étape dans la hiérarchisation des geénes pour les
tests génétiques consiste a établir le schéma de transmission.

Les tests génétiques peuvent également étre guidés par la présence de
caractéristiques phénotypiques supplémentaires :

- Une fente labiale et/ou palatine et des anomalies du squelette indiquent des

mutations dans les genes codant pour les composants de la voie de
signalisation du FGF8 (par exemple, FGFR1, FGF8 et HS605T1).

- Les signes associés au syndrome de CHARGE (CHARGE : Colobome,

malformations Cardiaques, Atrésie de choane, retard de croissance et/ou de
développement, anomalies Génitales et / ou urinaires, anomalies de I'Oreille
et / ou surdité) favorisent le dépistage des mutations dans CHD7.

- De méme, l'association d’HHC avec une déficience auditive congénitale

devrait orienter le dépistage vers CHDZ, SOXT10etjou fL17RD.
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- La synkinésie bimanuelle ou l'agénésie rénale sont des indices cliniques
importants évoquant des mutations d’ ANOS]

- L'obésité morbide a début précoce, associée a I'HHC suggerent des
mutations du LEP, du LEPR ou de PCSK].

En effet, la combinaison d’"HHC avec des phénotypes associés spécifiques
peut augmenter la probabilité de trouver des mutations causales par séquencage
ciblé de génes (Figure 33).

L’HHC accompagnée d'autres caractéristiques syndromiques telles que
I'ichtyose congénitale ou la sphérocytose suggeére un syndrome de gene contigu
pour lequel une analyse par caryotype ou une CGH-array pourrait étre utile pour
identifier les anomalies chromosomiques sous-jacentes [169].

Enfin, I'avénement du séquencage de nouvelle génération a commence a
déméler la base moléculaire complexe de I’HHC et améliorera probablement le
diagnostic génétique moléculaire de I’HHC. Plus précisément, cette technologie
aidera a identifier les cas d’oligogénicité et pourrait promouvoir des approches

personnalisées du conseil génétique.
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KAL1 SOX10 IL17RD CHD7 FGFR1
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+ synkinesia + hearing loss + hearing loss + SHFM

KAL1 SOX10 IL17RD CHD7 FGFR1

35 88%

Nature Reviews | Endocrinology

Figure 33 : Les phénotypes combinés peuvent faciliter I'identification du gene
causal dans I’HHC.

(SHFM : split-hand/foot malformation)

4- Traitement de I'HHC

I'HHC est I'une des rares causes traitables de I’infertilit¢ masculine. La
spermatogenese peut étre induite soit par I'administration a long terme de GnRH
(pompe), soit plus communément par des injections sous-cutanées de
gonadotrophine (2 a 3 fois par semaine). La majorité des patients atteints d'HHC
développent des spermatozoides dans leur éjaculat apres une thérapie a long
terme [170].

Il existe des facteurs prédictifs de I'évolution de la fécondité. Premiérement,
la cryptorchidie indique un pronostic de fertilité médiocre. Les hommes atteints
d'HHC qui ont une cryptorchidie ont souvent besoin d'un traitement prolongé (18-
24 mois). Le volume testiculaire prépubere (<4 ml) et/ou les faibles taux sériques
d'inhibine B sont également des déterminants négatifs de I'évolution de la fertilité

[170].
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Les cliniciens doivent savoir qu’avec un traitement a long terme, environ
75% des hommes développent des spermatozoides, mais qu’ils atteignent
rarement la normale. Cependant, une caractéristique importante des patients
atteints d'HHC est que de faibles concentrations de sperme n'excluent pas la
fertilité.

Pour les hommes atteints d'HHC, dont le nombre ou la qualité des
spermatozoides sont gravement altérés, les traitements par techniques de
procréation médicalement assistée

Une fois la grossesse achevée, les hommes atteints d’HHC peuvent suivre
une thérapie de remplacement a la testostérone (préparations injectables ou
transdermiques) pour un traitement a long terme.

Le traitement doit étre poursuivi jusqu'au premier trimestre de la grossesse,
afin de maintenir la capacité de fertilité masculine en cas de fausse couche. En
outre, bien que les cycles antérieurs des gonadotrophines semblent réduire le
délai de la fertilité dans les traitements ultérieurs, la fertilité future n'est pas
garantie. la cryoconservation du sperme est donc recommandée une fois la
fertilité atteinte.

Lorsque les enfants sont nés de parents atteints d’HHC, il faut rechercher
des signes d’HHC chez les nouveaux nés de sexe masculin tel une cryptorchidie
ou un micro pénis. Il faut aussi quel que soit le sexe du nouveau né, surveiller Les
taux de FSH sériques (l'indicateur le plus sensible de I'HHC) a l'age de 4 a 8
semaines. Les hormones de la reproduction pendant la mini-puberté et si des
mutations ont été identifiées chez les parents, il faut réaliser le test génétique

[171].
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lll- Les causes obstructives post-testiculaires :

1 - Les anomalies du géne ABCC7 [172]

En cas d’absence des canaux déférents, une échographie rénale est nécessaire
car s’il existe une agénésie rénale associée, il s’agit plutot d’une malformation
ipsilatérale de tout le systeme Wolfien. En I’absence d’anomalie rénale, un bilan
génétique doit étre établi a la recherche de mutation du géne ARCC/ codant pour le
canal CFTR qui se trouve dans la membrane apicale des cellules épithéliales
tapissant les glandes exocrines. L'absence de ce canal entraine un déséquilibre des
concentrations en ions a travers la membrane cellulaire. En conséquence, les fluides
sécrétés par ces glandes deviennent plus visqueux et, a la fin, les conduits
deviennent encombrés et s'atrophient.

Les maladies causées par des mutations du gene ABCC/ sont autosomique
récessives. L'absence d'une protéine fonctionnelle due a la présence sur les 2 alléles
de mutations sévéres supprime la fonction protéique et conduit a la mucoviscidose,
tandis que la présence d'une mutation «mineure» préservant une fonctionnalité de
canal associée a un autre allele léger ou sévere donne lieu a ce qui a été décrit
comme étant un trouble lié a CFTR. Les principaux troubles liés a CFTR sont la
pancréatite, la bronchectasie et I’absence unilatérale ou bilatérale des canaux
déférents (ou des épididymes) (ABCD). Ce trouble est retrouvé chez 1 a 2% des
patients en situation d'infertilité et chez 15 a 30% des patients porteurs d'une
azoospermie obstructive.

Presque, tous les patients atteints de mucoviscidose présentent une ABCD,
tandis que les autres patients présentant des mutations plus légeres, peuvent
présenter un ou plusieurs des syndromes décrits dans les troubles liés a CFTR.
Comme les autres syndromes liés au CFTR, ’ABCD est causée par un épaississement
du mucus et une stagnation menant a des infections et finalement a une atrésie. La

disparition du canal déférent survient probablement pendant la petite enfance ou
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I’enfance et est donc probablement rarement congénitale. Plus de 2000 mutations
du géne CFTR ont jusqu'a présent été décrites

(http:/ /www.genet.sickkids.on.ca/Home.html et http://cftr2.org/).

Il est essentiel de rechercher des mutations ABCC/7 chez un homme atteint
d’ABCD et chez son épouse afin d'évaluer le risque de donner naissance a un enfant
atteint de mucoviscidose. Si les deux parents sont porteurs, un diagnostic pré-
implantatoire, voire prénatal doit étre proposé pour éviter la naissance d'enfants
atteints de mucoviscidose. A noter que I’absence de détection d’une anomalie du
gene ABCC7 n’élimine pas complétement la présence d’une mutation rare car seules
les mutations les plus fréquentes sont recherchées

Le traitement de I’ABCD consiste en un prélevement microchirurgical de

spermatozoides sur la téte de I’épididyme afin de les utiliser en AMP.

2-Les mutations du géne ADGRG?2

Chez environ 80% des hommes atteints d’ABCD, au moins une mutation du
gene ABCC7 est retrouvée [173], indiquant que l'origine de I’ABCD est inconnue
dans au moins 20% des cas. Dans cette catégorie, 3 mutations différentes de type
décalage de cadre de lecture dans le gene ADGRG2 chez 15% des patients testés
[174].

Le géne ADGRGZ est situé sur le chromosome X, codant pour ['un des 33
récepteurs couplés a la protéine G de la classe d'adhérence et est spécifiquement
exprimé dans les canaux efférents. Le test ADGRGZ doit donc étre envisagé chez les

patients ABCD négatifs pour ABCC/.
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IV- Tableau récapitulatif

Altération du

catégorie de

azoospermie
oligo
Zoosperriie

chromosomique
s

Anomalie du
chromosome Y

des régions AZF

spermogram I'anomalie An. Génétique Détail Remarques
me génétique
Syndrome de 4% des formes en mosaigue
klinefelter (oligozoospermie)
47 XYY Atteinte inconstante de la fertilité
Homme 46,XX Gene SRY absent dans 5%
Micro délétion AZFa ou AZFb : Biopsie testiculaire
Anomalies

contre - indiquée+ +

Chr. Y
isodicentrique,
en anneau, i(Yp)

5% des anomalies du Chr Y

Equilibrée

translocation

robertsonienne

ou réciproque,
inversion

Cause également une maladie
abortive et des malformations

CNV

délétion d'un
segment de 100
kb sur Xp11.23

Gene critique ;
SPACAS

Délétion en 9p

Gene critique ;
DMRTT

Délétions /
duplications du
Chry

Région critique :
tandem DYZ19

Duplication sur

FACTEUR DE RISQUE de I'infertilité

le chr 1
gene TAF4B Chr 18 mutation p.Arg611*
géne ZMYNDI5 Chr1 mutation p.Leu507fs*3
Autasomique géne SYCET Chr10 mutation intronique c.197-2A>G
récessif gene TEXTS Chr 8 mutation non-sens p.Y710%
geéne MCMS Chr 20 mutation intronigue ¢.1954-1G>
gene NPAS2 Chr 2 Non confirmé
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gene FSHR Chr 2 Insensibilité a I'hormone FSH
Géne SRD5AZ Chr 2p Déficit en dihydrotestosterone
Gene TEXTT 1% des azoospermies
Récessif lié a
(6% Insensibilité partielle aux
Gene AR .
androgénes
Dominant Genes KLHLTO,
autosomique MTHFR, CSTMI, léger effet négatif
ou lié a I'X FSHB, NR5AT
Spz a téte c. 144delC (88%)
large multi géene AURKC Chr19
flagellaires p.Y248 * (10,5%)
. délétion homozygote de 200 Kb
gene DPYI9L2 Chr12
Globozoo- chez 75% des cas
FPErE . mutation homozygote (c. 848 G>A) :
géne SPATAI6 Chr 3
rare
Spz N .
; ) gene SUNS 50% des patients
acéphalique
genes DNAAFT,
DNAAF3,
ZMYNDTO, N v I .
Impliqués dans I'infertilité masculine
DNAI2, HEATRZ,
Asthéno— RSPH1, RSPH4A
spermie dyskinésie N
P Lt Geénes DNAAF2,
ciliaire
o DYXICl1 : .
primaire Asthenospermie sans anomalies
(DNAAF4), .
morphologiques
LRRCE, DNAHS,
DNAIT et HYDIN
Cause une oligo-asthénozoospermie
Géne CCDC39 avec piéce intermédiaire rétrécie et
un flagelle raccourci
: Mutation responsable de 30% de ce
Anomalies Geéne DNAHT Chr3 por
morphologiqu phénotype
es multiples 5
P Géne CFAP43 13% des cas
du flagelle du
spermatozoide | Gane CFAP44 8% des cas
Gene SEPTT2 Chr 16

Astheno-

Mutations p.Thr89Met (exon 3) et
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tératospermie

p.Aspl197Asn (exon 6)

Géne CATSPER]T

mutations €.539-540insT et
€.948-949insATGGC

Astheno- N — ;
) Geéne CATSPER? Chr 15 délétions d'exons
spermie
. Mutations hétérozygotes
Gene SICZ26A8
p.Glu812Lys et p.Arg954Cys
échec
. . Absence d’anomalies
d’activation de géne PLCZT Chr12 . )
, morphologiques majeure
I'ovocyte
. ) e synkinésie bimanuelle ou l'agénésie
Géne ANOST récessif liée 3 I'X

rénale

Genes FGFRIT,

SOX10 et IL17RD : déficience

auditive
FGF8, CHDZ,
syndrome de HS65T1, Autosomique CHD7? : syndrome de CHARGE
Kallmann SEMA3A, dominant
WDRT1, SOX10 FGFR1, FGF8, HS6ST1 : fente labiale
ot /11 7RD et/ou palatine et des anomalies du
squelette
Genes FEZF], Autosomiqgue
PROKR2, PROK2 récessif
Hypo
gonadisme Geénes GNRHT1,
hypo GNRHR, KISS1,
gonadotrope | Odoratnormal |\ b Tac3 et
congénital TACR3
Syndrome Genes OTUD4,
neuro RNFZ2]16 et
dégénératif PNPLAG
Déficits
polyendocrines
et géne DAMXI? Chr 15¢q
polyneuropathi
es
Obésité geénes [£FPet
LEPR
gene ABCC/7 Chr 7q 80% des patients ABCD
Azoospermie obstructive
gene ADGRG? ChrX 3% des patients ABCD
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CONCLUSIONS
ET PERSPECTIVES
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La génétique de l'infertilité est un domaine relativement récent. En raison de
I'incidence élevée de [I’infertilité masculine et de ['utilisation fréquente de
spermatozoides produits par une spermatogenese inefficace pour concevoir des
enfants par AMP, il est essentiel de mieux comprendre la physiopathologie de
l'infertilité. ldentifier les causes génétiques des azoospermies non-obstructives et
des oligozoospermies séveres permettra de caractériser les troubles affectant les
spermatozoides produits par ces hommes présentant ces anomalies, et aussi
d’améliorer les traitements actuels, et fournira ainsi de précieuses informations sur
les conséquences que ces défauts pourraient avoir sur la santé et le développement
des générations futures nées par AMP avec des gameétes produits par une
spermatogenese gravement altérée.

Jusqu’a présent le principal test génétique recommandé pour les hommes
diagnostiqués avec ABCD est I'analyse du géne ABCC/. Cependant, vu la rareté de
ces troubles dans notre contexte marocain, ce test génétique n’est pas réalisé dans
I'unité de génétique médicale du CHU de Fés.

A I'heure actuelle, seules des anomalies chromosomiques et des mutations sur
le chromosome Y se sont avérées sans ambiguité étre des causes génétiques
fréequentes de l'infertilité masculine non obstructive. Ces analyses sont disponibles
dans notre unité de génétique médicale et d’oncogénétique du CHU de Fes. Nous
recommandons d’introduire I'analyse des mutations du géne 7EX7] vu leur
responsabilité relativement fréquente dans I'infertilité masculine. Cependant, vu le
pourcentage assez élevé des cas d’infertilité masculine adressés a notre unité et qui
ne présentent aucune de ces anomalies, nous pensons que certaines cas présentent
des anomalies non génétiques sous jacentes. Nous pensons que ces patients ont été
sous explorés et nous recommandons de mettre en place un service d’embryologie
médical, incluant ’AMP, assurant une prise en charge globale multidisciplinaire et

coordonnée des patients infertiles.
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Concernant la tératozoospermie, la grande majorité des phénotypes ne sont
pas spécifiques et relevent souvent du groupe assez large d'oligoasthéno-
tératozoospermie. On comprend aisément que ce groupe est extrémement
hétérogene, tant en terme de gravité et de variations phénotypiques qu’en termes
d’étiologie. Cette hétérogénéité a grandement entravé l'identification des génes
causaux. La caractérisation génétique est plus importante pour les cas les plus
graves présentant des anomalies de preés de 100% des spermatozoides. Dans notre
contexte géographique et ethnique, certaines teratozoospermies monomorphes sont
relativement fréquentes. Nous avons mis en place le test de recherche de la
mutation la plus fréquente du géne AURKC. D’autres tests génétiques devront étre
développés pour compléter I'exploration d’autres tératozoospermies monomorphes.

Les progrés technologiques récents ont stimulé la recherche de geénes
impliqués dans l'infertilité masculine. La cartographie de I’homozygotie a I'aide des
SNP microarrays et, plus récemment, le séquencage de I|’exome ont permis
d’identifier un nombre croissant de défauts génétiques associés a divers types
d’infertilité masculine. Le séquencage de ’exome peut maintenant étre réalisé pour
moins de 5000 dirhams. Les études portant sur de nombreuses cohortes de patients
sont donc devenues abordables et permettront d'identifier rapidement des dizaines
voire des centaines de nouvelles causes génétiques de l'infertilit¢ masculine. Les
progres technologiques se poursuivent et le séquencage du génome entier (WGS)
dépassera bientdt le séquencage de I'exome (WES). Un avantage important du WGS
par rapport au WES est qu’il ne nécessite pas I’enrichissement de la séquence cible.
Cette phase initiale de capture d'exon, nécessaire au séquencage de |'exome,
introduit d'importants biais quantitatifs qui compliquent la détection des CNV. Avec
le WGS, il sera non seulement possible d'identifier tous les défauts génétiques,
quelle que soit leur position dans le génome, mais il sera également possible de
détecter tous les CNV et de caractériser directement leur étendue et leur localisation.

La génétique de l'infertilité connaitra deux époques d'or successives, d'abord |'ere
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exomique qui vient de commencer mais sera de courte durée (quelques années)
avant d'etre dépassée par une ere génomique ou les variants génétiques restants,
que les techniques antérieures n'ont pas pu détecter, seront mis au jour.

On peut s'attendre a ce que les phénotypes les plus graves soient causés par
un défaut mendélien d'un seul géne qui sera finalement identifiable par un
séquencage exome/génome. |l est probable que les cas moins graves auront
également une origine génétique, mais ne sera pas la seule responsable du
phénotype du patient : il vy aura des cas de multigénisme ou des cas ou la
combinaison de défauts génétiques avec des facteurs environnementaux conduit a
I'infertilité. Dans ces cas, il sera tres difficile de déterminer de maniere fiable les
facteurs génétiques conduisant a l'infertilité. Néanmoins, cela pourrait ne pas étre
aussi critique car ces personnes sont capables de produire des gametes fonctionnels
qui peuvent étre utilisés avec succeés dans les traitements actuels d’AMP. Ce qui est
important pour ces sujets est probablement de pouvoir identifier les gametes
présentant le meilleur potentiel de développement.

Le développement de méthodes d’analyse de I’épigénome spermatique de
détection de spermatozoides porteurs d’épimutations « a risque » pourrait
permettre de mieux expliquer les causes d'infertilité masculine jusqu'ici non
identifiées et d'évaluer leur impact sur la descendance et surtout permettre de
mieux appréhender le risque de transmission a la descendance d’une susceptibilité
accrue a certaines pathologies. Plus important, une stratégie visant au cours des
techniques d’AMP a sélectionner les spermatozoides dont I'épigénome n’est pas
altéré pourrait alors s’avérer bénéfique pour exclure ces spermatozoides anormaux
au cours des techniques d'AMP et sera bénéfique pour les résultats de I’assistance
médicale a la procréation et pour la qualité du conceptus. De futures recherches
sont nécessaires afin de comprendre les relations pouvant exister entre le génome,

I’épigénome et I’environnement.
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Enfin, le principal intérét du diagnostic génétique sera contenu dans cette
information : pouvons-nous obtenir une grossesse avec des spermatozoides
produits portant cette anomalie génique particuliere ? Et si oui, l'utilisation de ces
spermatozoides pourrait-elle compromettre la santé du futur conceptus ?

En comparaison a d'autres maladies, la génétique de l'infertilité a commencé

lentement. Il est maintenant temps de rattraper son retard.
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RESUME

Les aspects génétiques de l'infertilité masculine : expérience de I'unité de
génétique médicale du CHU Hassan Il de Fés : a propos de 118 cas

INTRODUCTION :

L’infertilité masculine a longtemps été négligée bien qu’elle soit responsable
de la moitié des cas d’infertilité du couple.

L’infertilité masculine est définie par I'absence de conception apres au moins
douze mois de rapports sexuels non protégés, ces rapports doivent étre normaux en
fréquence et en qualité au sein d’un couple vivant régulierement ensemble.

OBJECTIF DU TRAVAIL :

L’'intérét de cette étude est de mieux connaitre le profil génétique de
I'infertilité masculine dans notre contexte et de réaliser une revue récente de la
littérature afin de réaliser des recommandations pour la prise en charge ultérieure
de cette maladie.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons réalisé une étude observationnelle descriptive et transversale
d’une série de 118 patients adressés a l'unité de génétiqgue meédicale et
d’oncogénétique pour infertilité. Le recrutement des patients concerne une période
de 10 ans, de septembre 2009 a Septembre 2019. Les patients ont bénéficié d’une
consultation spécialisée et d’'un ou de plusieurs tests génétiques disponibles dans
notre unité : Caryotype métaphasique sur sang, recherche de la micro délétion
de I'AZF, étude par hybridation in situ en fluorescence et un séquencage Sanger de
I’exon 3 du géne AURKC.

RESULTATS

L’age moyen a la consultation est de 38 ans. La majorité des patients consulte

tardivement, avec une infertilité relativement ancienne de 6,6 ans en moyenne.
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L’infertilité masculine est primaire chez 98% des cas. 97% présentait une anomalie
primitive de la spermatogenése. L’'altération spermatique la plus fréquente est
I’'azoospermie avec 78,6 %. 81,6 % de nos patients ont une formule chromosomique
normale et 18,4% d’entre eux ont un syndrome de klinefelter. Aucun patient ne
présente de micro délétion AZF. Un patient avec de spermatozoides macrocéphales
et multi-flagellaires présente une mutation homozygote c.144delC du géne AURKC.

CONCLUSION

En comparaison a d'autres maladies, la génétique de l'infertilité a commencé
lentement. Il est maintenant temps de rattraper son retard. Les progrés
technologiques récents, et notamment le séquencage de I’exome et du génome
entier ont permis d’identifier un nombre croissant de défauts génétiques associés a
divers types d’infertilité masculine. Le développement de méthodes d’analyse de
I’épigénome spermatique pourrait aussi permettre de mieux expliquer les causes

d'infertilité masculine jusqu'ici non identifiées.
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ABSTRACT

The Genetic aspects of male infertility: experience of the medical genetics unit
of the Hassan Il university hospital of Fez: about 118 cases

INTRODUCTION:

Male infertility has long been neglected although it is responsible for half of
the couple's cases of infertility.

Male infertility is defined by the absence of conception after at least 12
months of unprotected sex; this sexual intercourse must be normal in frequency and
quality within a couple living regularly together.

OBJECTIVE OF THE STUDY:

The interest of this study is to better know the genetic profile of male
infertility in our context and to conduct a recent review of the literature to make
recommendations for the subsequent management of this disease.

MATERIAL AND METHODS

We performed a descriptive and cross-sectional observational study of a series
of 118 patients referred to the Medical Genetics and Oncogenetics Unit for Infertility.
The recruitment of patients concerns a period of 10 years, from September 2009 to
September 2019. Patients have benefited from a specialized consultation and one or
more genetic tests available in our unit: metaphase karyotype on blood, search for
the AZF micro deletion, fluorescence in situ hybridization and Sanger sequencing of
exon 3 of the AURKC gene.

RESULTS

The average age at the consultation is 38 years. The majority of patients
consult late, with a relatively old infertility of 6.6 years on average. Male infertility is
primary in 98% of cases. 97% had a primary abnormality of spermatogenesis. The

most common spermatic alteration is azoospermia in 78.6%. 81.6% of our patients
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have a normal chromosome formula and 18.4% of them have klinefelter syndrome.
No patient has AZF micro deletion. one patient with macrorephalic and multi-
flagellar spermatozoa has a homozygous c.144delC mutation of the AURKC gene.

CONCLUSION

In comparison to other diseases, the genetics of infertility started slowly. It is
now time to catch up. Recent technological advances, including the sequencing of
exome and the genome, have identified a growing number of genetic defects
associated with various types of male infertility. The development of methods of
analysis of the spermatic epigenome could also help to better explain the causes of

male infertility hitherto unidentified.
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